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Письмо редакторов

Дорогие читатели!
Мы успешно заканчиваем 2016 год и 
можем уверенно сказать, что жур-

нал Acta Naturae стал одним из ведущих 
российских научных изданий. Импакт-
фактор нашего журнала поднялся до 
1.77. Нам удается наряду с  фундамен-
тальными   научными   исследованиями 
публиковать и  другие интересные  мате-
риалы в рубрике «Форум»   Так, в  этом 
номере  журнала мы представляем ана-
литический обзор, посвященный ревизии 
законодательной базы в отношении ГМО и 
ГМО-продукции, а также подходам к оцен-

ке их безопасности и связанных с ними по-
тенциальных рисков. 

Усилиями редакции разработана и вне-
дряется электронная подача статей и ра-
бота с ними, что должно обеспечить новый 
технологический уровень подготовки и мо-
ниторинга публикаций. Мы надеемся, что 
наш журнал и в дальнейшем сохранит до-
стойные позиции и высокий импакт-фактор 
благодаря качеству наших публикаций.

С наступающим Новым годом и до новых 
встреч на страницах Acta Naturae!

Редколлегия
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АНОНСЫ

Дизайн стабильных α-спиральных пептидов и термостабильных 
белков в биотехнологии и биомедицине
А. П. Якимов, А. С. Афанасьева, М. А. Ходорковский, 
М. Г. Петухов
Конструирование высокостабильных α-спиральных пеп-
тидов, используемых в качестве высокоактивных и вы-
сокоспецифичных ингибиторов межбелковых и других 
взаимодействий, в последнее время находит все больше 
практических применений в медицине. В обзоре рассмо-
трены подходы к увеличению конформационной стабиль-
ности α-спиральных пептидов, методы улучшения про-
хождения пептидов и белков через клеточные мембраны 
и повышения устойчивости к действию  внутриклеточ-
ных протеаз.

Структура и факторы, влияющие на конфор-
мационную стабильность α-спиралей в белках 
и мономерных пептидах

Индуцированный адъювантом артрит у морских свинок

О. С. Таранов, С. Н. Якубицкий, Т. С. Непомнящих, 
А. Е. Нестеров, С. Н. Щелкунов
Предложена модель ревматоидного артрита, ин-
дуцируемого у беспородных морских свинок одно-
кратной инъекцией полного адъюванта Фрейнда 
подкожно в стопу задней конечности. Показана 
высокая воспроизводимость индукции артрита 
в данной модели. Сделано заключение о перспек-
тивности использования этой модели для оценки 
противоартритных препаратов и схем их приме-
нения.  

Внешний вид задних конечностей морских свинок че-
рез 37 сут после инъекции CFA

Влияние модуляторов кальций-
активируемых калиевых каналов 
на активность клеток Пуркинье 
мозжечка крыс
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Т. В. Карелина, Ю. Д. Степаненко, П. А. Абушик,  
Д. А. Сибаров, С. М. Антонов
Показано, что активаторы SK-каналов NS309 и CyPPA 
вызывают снижение простых спайков клеток Пурки-
нье мозжечка крыс. Максимальный эффект не зависел 
от возраста, но наступал быстрее у старых животных. 
Выявлено непосредственное действие NS309 и CyPPA 
на калиевые каналы клеток Пуркинье, что усиливает 
следовую гиперполяризацию последних и увеличива-
ет интервал между спайками. Применение активато-
ров SK-каналов, возможно, позволит компенсировать 
возрастные изменения авторитмических функций 
мозжечка.

Схема воздействия модуляторов SK-каналов на 
клетки Пуркинье при аппликации на поверхность 
мозжечка
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УДК 577.2, 573.6

ГМО в России – наука, общество 
и закон

И. В. Коробко1*, П. Г. Георгиев1, К. Г. Скрябин2, М. П. Кирпичников3

1Институт биологии гена РАН, 119334, Москва, ул. Вавилова, 34/5
2Федеральный исследовательский центр «Фундаментальные основы биотехнологии» РАН, 
119071, Москва, Ленинский просп., 33, стр. 2
3Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, 
119991, Москва, Ленинские горы, 1
*E-mail: igorvk@igb.ac.ru

История человечества не-
разрывно связана с  от-
бором растений и живот-

ных, обладающих практически 
полезными признаками, с целью 
их хозяйственного использова-
ния. С развитием науки методи-
ки селекции были адаптированы 
для ускоренного создания и отбо-
ра вариантов с нужными призна-
ками. Появление методов генной 
инженерии стало очередной вехой 
на  этом пути, позволив сделать 
качественный скачок от  отбора 
искомых признаков среди слу-
чайных генетических изменений 
к направленному получению орга-
низмов с требуемыми свойствами 
путем внесения направленных мо-
дификаций в геном. Развитие тех-
нологий направленной модифика-
ции генома, помимо возможности 
создания с высокой эффективно-
стью организмов с  требуемыми 
признаками, открыло возмож-
ность получения чужеродных 
белков и метаболитов для их при-
менения в  различных областях, 

прежде всего в фармацевтической 
и пищевой промышленности, ве-
теринарии и сельском хозяйстве, 
промышленной биотехнологии 
и охране окружающей среды.

Важность модифицирован-
ных методами генной инжене-
рии организмов, так называемых 
ГМО, сегодня сложно переоце-
нить – с их помощью обеспечива-
ется производство многих совре-
менных лекарственных средств, 
прежде всего, рекомбинантных 
белков и вакцин, а также повы-
шается эффективность растени-
еводства, что позволяет решать 
продовольственную проблему 
и  т.д. Все большее место в  био-
технологии занимают генно-мо-
дифицированные (ГМ) животные, 
используемые в качестве биореак-
торов для производства рекомби-
нантных белков [1]. ГМО, помимо 
промышленного использования, 
являются незаменимым инстру-
ментом в научных исследованиях, 
начиная с манипуляций с генети-
ческим материалом и заканчивая 

моделями заболеваний человека. 
Таким образом, роль ГМО в совре-
менном мире неуклонно возраста-
ет и расширяется. Вместе с этим, 
все большая значимость ГМО 
в жизни человека и развитие тех-
нологий направленной модифика-
ции геномов требуют выработки 
оптимальных подходов к регули-
рованию обращения и использова-
ния в хозяйственном обороте ГМО 
и продукции, содержащей или по-
лученной с их помощью или с ис-
пользованием (ГМО-продукция), 
которые бы обеспечивали, с одной 
стороны, их эффективное, прежде 
всего в социальном и экономиче-
ском плане, применение, а с дру-
гой – безопасность их использова-
ния. 

Важно отметить, что  исполь-
зование ГМО и ГМО-продукции 
в  хозяйственном обороте и  их 
востребованность непосредствен-
но связаны с возможностью про-
ведения научных исследований 
в области разработки новых и оп-
тимизации существующих техно-

Законодательное регулирование в России сегодня катастрофически отстает от уровня развития 
генной инженерии. Только взвешенный и  научно обоснованный подход к  позиционированию 
организмов, полученных с  применением различных генно-инженерных технологий, а  также 
к оценке рисков, связанных с ними, позволит эффективно использовать результаты передовых 
технологий генной инженерии в экономике. В отсутствие востребованности этих результатов 
в практическом секторе сложившаяся ситуация приведет к отставанию в научных исследовани-
ях и к потере имеющихся сегодня компетенций.
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логий направленной модификации 
генома, требующих как  фунда-
ментальных, так  и  прикладных 
исследований, поскольку в случае 
отсутствия запроса или законода-
тельной невозможности исполь-
зования ГМО в реальном секторе 
экономики это направление на-
учных исследований становится 
неактуальным и стагнирующим. 
Это, в свою очередь, создает за-
висимость проведения научных 
исследований в области трансге-
неза и направленной модифика-
ции генома от  законодательной 
базы, регулирующей обращение 
ГМО, и  государственной поли-
тики в  этой области. Развитие 
биотехнологий является одним 
из  приоритетов для  Российской 
Федерации,  что  закреплено 
в Комплексной программе разви-
тия биотехнологий в Российской 
Федерации на  период до  2020 
года, утвержденной в 2012 году, 
и  разработанной на  ее основе 
«дорожной карте» «Развитие 
биотехнологий и генной инжене-
рии». Генная инженерия занимает 
существенное место в «дорожной 
карте», включающей в себя ком-
плекс мероприятий, призванных 
урегулировать существующие 
противоречия в законодательной 
сфере, касающейся ГМО, обе-
спечить эффективную оценку 
потенциальных рисков, связан-
ных с их использованием, и при-
менение самых современных 
и безопасных технологий при их 
создании, что  в  совокупности 
должно создать импульс для раз-
вития генной инженерии как в об-
ласти научных исследований, 
так и сделать их результаты вос-
требованными в реальном секторе 
экономики. Благодаря заданному 
Комплексной программой векто-
ру развития сегодня в Российской 
Федерации уделяется определен-
ное внимание генной инженерии 
в  форме финансирования науч-
но-исследовательских программ 
по ключевым направлениям био-

экономики через программы 
фундаментальных научных ис-
следований, федеральные целе-
вые программы, гранты научных 
фондов и  другие инструменты. 
Так, ранее в рамках государствен-
ного проекта «Разработка био-
технологий и промышленное ос-
воение производства семенного 
материала высоких репродукций 
ГМ сельскохозяйственных рас-
тений» впервые в  России были 
созданы биотехнологические со-
рта (Bt) картофеля отечествен-
ной селекции: Елизавета плюс 
и  Луговской плюс, устойчивые 
к  колорадскому жуку. К  реаль-
ным преимуществам российского 
Bt-картофеля относятся надеж-
ность, рентабельность и простота 
выращивания, положительный 
экологический эффект, связан-
ный с  отказом от  применения 
инсектицидов. Указанные сорта 
прошли государственную реги-
страцию как  пищевой продукт 
(2005 и  2006  гг.) и  разрешены 
для реализации населению в ка-
честве пищевого продукта на тер-
ритории Российской Федерации; 
сорта внесены в Государственный 
реестр охраняемых селекционных 
достижений (2009 г.) и защищены 
патентами Российской Федерации 
[2–10]. В 2015 году Российский на-
учный фонд (РНФ) провел кон-
курс научных проектов, одним 
из тематических направлений ко-
торого стало создание технологий 
получения лекарственных пре-
паратов в  эукариотических си-
стемах, в том числе в растениях 
и  животных – «биофабриках». 
По результатам конкурса в этом 
направлении было поддержано 
три научных проекта, призван-
ных, в  том числе, разработать 
новые подходы в области транс-
генеза животных, которые вбе-
рут в  себя лучшие технологии 
и принципы в этой области. Это 
позволит в дальнейшем не только 
эффективно получать животных, 
продуцирующих хозяйственно 

значимые, прежде всего, для ме-
дицинской и  фармацевтической 
промышленности, рекомбинант-
ные белки, но и повысит безопас-
ность этих белков и снизит риски, 
связанные с их использованием. 
Эти примеры наглядно иллюстри-
руют направленность проводимой 
политики не только на сохране-
ние, но и на развитие компетен-
ции в этой области. Однако в раз-
рез с приоритетами Комплексной 
программы и  мероприятиями 
«дорожной карты» в существую-
щем законодательном поле вовле-
чение ГМ-растений и животных 
в хозяйственный оборот практи-
чески невозможно, а ожидаемые 
изменения в нем и предлагаемые 
к применению подходы не лише-
ны существенных недостатков. 
Сохранение подобной ситуации 
может привести к отсутствию ка-
ких-либо практических измене-
ний в этом сегодня страдающем 
от законодательной неопределен-
ности и  стагнирующем секторе 
экономики, отличительными чер-
тами которого являются высокая 
технологичность и существенная 
инновационная составляющая.

ЗАКОНОДАТЕЛЬНАЯ БАЗА 
В ОБЛАСТИ ГМО В РОССИЙСКОЙ 
ФЕДЕРАЦИИ
На  сегодняшний день в  Рос
сийской Федерации обращение 
ГМО регулируется Федеральным 
законом от  05 июня 1996 года 
№ 86-ФЗ (ред. от  19 июня 2011 
года) «О государственном ре-
гулировании в  области ген-
но-инженерной деятельности» 
(далее – «86-ФЗ») и постановле-
нием Правительства Российской 
Федерации от  16 февраля 2001 
года № 120 «О государственной 
регистрации генно-инженерно-
модифицированных организмов». 
Кроме того, порядок обраще-
ния ряда видов ГМО-продукции, 
в частности, пищевой продукции, 
кормов и кормовых добавок, регу-
лируется национальными норма-
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тивными документами или вновь 
вводимыми нормативными акта-
ми Таможенного союза, напри-
мер, такими, как  Технические 
регламенты Таможенного союза 
ТР ТС 021/2011, ТР ТС 022/2011, 
ТР ТС 027/2012, ТР ТС 029/2012 
в отношении пищевой продукции 
и ее маркировки. Однако механиз-
мы государственной регистрации 
ГМО, предназначенных для вы-
пуска в окружающую среду, под-
законные акты и  нормативные 
документы, регламентирующие 
процесс их регистрации, отсут-
ствуют. В  таких условиях воз-
никает ситуация, фактически 
исключающая возможность раз-
ведения и выращивания ГМО, на-
пример, сельскохозяйственного 
назначения. Кроме того, за вре-
мя, прошедшее с  момента при-
нятия 86-ФЗ, технологии генной 
модификации претерпели суще-
ственные изменения – появились 
методы, позволяющие вносить 
желаемые изменения в  геном 
организма без  появления в  нем 
«чужих» для организма последо-
вательностей ДНК (так называе-
мое «бесшрамное» редактирова-
ние генома), такие, как  CRISPR 
(Clustered Regularly Interspaced 
Short  Palindromic Repeats) , 
TALEN (Transcription Activator-
Like Effector Nucleases), ZFN (Zinc 
Finger Nucleases) [11–14]. Также 
происходит сдвиг от  ГМО 1-го 
и 2-го поколений, отличительной 
чертой которых является при-
сутствие в организме-реципиенте 
чужеродного генетического мате-
риала, к организмам, относимым 
к  ГМО поколений 3–4, которые 
не содержат в своем геноме чуже-
родного генетического материала. 
Эти тенденции, несомненно, тре-
буют явного отражения и  одно-
значного позиционирования в за-
конодательстве.

Ситуацию с  фактической не-
возможностью государственной 
регистрации и получения разре-
шения на выращивание и разве-

дение ГМО призвано исправить 
постановление Правительства 
Российской Федерации от  23 
сентября 2013  года  № 839 
«О государственной регистра-
ции генно-инженерно-моди-
ф и ц и р о в а н н ы х  о р г а н и з м о в , 
предназначенных для  выпуска 
в  окружающую среду, а  также 
продукции, полученной с приме-
нением таких организмов или со-
держащей такие организмы» (да-
лее – «Постановление № 839»), 
вступающее в силу 01 июля 2017 
года. Постановление № 839 ре-
гламентирует процедуры госу-
дарственной регистрации и  по-
лучения разрешения на целевое 
использование ГМО, предназна-
ченных для выпуска в окружаю-
щую среду, а также продукции, 
содержащей или полученной с ис-
пользованием таких организмов, 
и отменяет действие постановле-
ния Правительства Российской 
Федерации от  16 февраля 2001 
года № 120. Постановление № 839 
дифференцирует ГМО на основа-
нии их целевого использования 
с требованием проведения акту-
альных для каждого вида целевого 
использования экспертиз, порядок 
которых должен быть разработан 
соответствующими органами ис-
полнительной власти. Однако уже 
сегодня очевидно, что  содержа-
щийся в  Постановлении № 839 
перечень целевых использований 
ГМО, включающий в себя произ-
водство лекарственных средств 
для  медицинского применения, 
медицинских изделий, продо-
вольственного сырья и пищевых 
продуктов, кормов и кормовых до-
бавок для животных, лекарствен-
ных средств для  ветеринарного 
применения, а также разведение 
и (или) выращивание на террито-
рии Российской Федерации мо-
д и ф и ц и р о в а н н ы х  р а с т е н и й 
и  животных, микроорганизмов 
для сельскохозяйственного назна-
чения, не является исчерпываю-
щим, что может в будущем созда-

вать проблемы при практическом 
использовании ГМО в определен-
ных областях. Так, уже сегодня 
проводятся полевые испытания 
ГМ-комаров, предназначенных 
для  элиминации переносимых 
комарами заболеваний, в  част-
ности, лихорадки Денге [15–17]. 
Очевидно, что ни одно из поиме-
нованных в Постановлении № 839 
целевых назначений ГМО не ох-
ватывает этого примера, который 
может быть классифицирован 
как «модификация окружающей 
среды». Также Постановление 
№ 839 не предусматривает воз-
можности проведения регистра-
ции ГМО и ГМО-продукции в та-
ком динамично развивающемся 
и экономически значимом секторе, 
как техническое использование, 
например, полученного из  ГМО 
биотоплива, ГМ-хлопка и т.п.

Постановление № 839 предус-
матривает государственную реги-
страцию ГМО в связке с получе-
нием разрешения на его целевое 
использование. То  есть, в  слу-
чае отказа в разрешении на ис-
пользование ГМО его регистра-
ции не  происходит, и  внесение 
такого организма в  реестр ГМО 
не  предусматривается. Вместе 
с тем, авторы полагают, что од-
ной из насущных задач в области 
регулирования обращения ГМО 
в Российской Федерации являет-
ся сбор информации о ГМО, ко-
торые потенциально могут быть 
использованы в  хозяйственном 
обороте (даже в случае отсутствия 
разрешения на  их использова-
ние), позволяющей проводить их 
однозначную идентификацию и, 
при необходимости, мониторинг. 
В отсутствие учета ГМО, не одо-
бренных по каким-либо причинам 
к использованию (например, из-за 
недостаточности предоставленной 
информации), возникает риск их 
несанкционированного примене-
ния без технической возможности 
идентификации таких ГМО и вы-
явления фактов их использова-
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ния. В связи с этим целесообразно 
ввести учет линий ГМО (напри-
мер, в виде единого реестра таких 
организмов), предполагающий 
сбор данных о ГМО, особенностях 
их генетических модификаций 
и методов мониторинга вне зави-
симости от результатов государ-
ственной регистрации.

К  возможным недостаткам 
процедуры регистрации ГМО 
следует отнести проведение экс-
пертизы заключения о результа-
тах молекулярно-генетического 
исследования ГМО несколькими 
различными федеральными орга-
нами исполнительной власти в за-
висимости от целевого назначения 
организма. Таким образом, в зави-
симости от целевого использова-
ния ГМО и ответственного за его 
регистрацию органа объемы мо-
лекулярно-генетических иссле-
дований ГМО могут различаться. 
Несомненно, объемы и содержа-
ние молекулярно-генетических 
исследований ГМО должны учи-
тывать специфику типа ГМО, осо-
бенности его использования и це-
левое назначение, но рационально 
их гармонизировать и унифици-
ровать для различных видов целе-
вого использования, а экспертизу 
результатов молекулярно-гене-
тических исследований отнести 
на унифицированный этап вклю-
чения информации о ГМО в еди-
ный реестр в рамках регистраци-
онного процесса вне зависимости 
от целевого назначения организма 
и разрешения на его использова-
ние.

Н а к о н е ц ,  П о с т а н о в л е н и е 
№ 839 предусматривает проведе-
ние государственной регистрации 
только ГМО, предназначенных 
для выпуска в окружающую сре-
ду. В то же время Постановление 
№ 839 (а также Технический ре-
гламент Таможенного союза ТР 
ТС 021/2011 «О безопасности 
пищевой продукции» в  отноше-
нии пищевой продукции) требу-
ет государственной регистрации 

ГМО как  обязательное условие 
для регистрации полученной с его 
использованием продукции вне 
зависимости от  того, где проис-
ходит выращивание и  разведе-
ние ГМО – в окружающей среде 
или  изолированно от  нее (в за-
крытой системе, обеспечивающей 
отсутствие контакта ГМО с окру-
жающей средой). Таким образом, 
при выращивании и разведении 
ГМО в закрытой системе без вы-
пуска в  окружающую среду со-
держащая его или  полученная 
с его использованием продукция 
не может быть зарегистрирована 
в  связи с  отсутствием механиз-
ма государственной регистра-
ции ГМО, не  предназначенных 
для выпуска в окружающую сре-
ду. Таким образом, уже сегодня 
возникает необходимость опре-
деления в законодательном поле 
механизмов государственной ре-
гистрации ГМО, не предназначен-
ных для выпуска в окружающую 
среду, но используемых для про-
изводства продукции.

Третий «кит» в законодатель-
стве в области ГМО, наряду с ФЗ-
86 и  Постановлением № 839, – 
Федеральный закон от  3 июля 
2016 года № 358 «О внесении из-
менений в  отдельные законода-
тельные акты РФ в части совер-
шенствования государственного 
регулирования в области генно-
инженерной деятельности» (да-
лее – 358-ФЗ). Недавно принятый 
358-ФЗ предусматривает полный 
запрет на выращивание и разве-
дение ГМ-растений и животных, 
за исключением их выращивания 
и разведения для проведения на-
учных исследований и экспертиз. 
Следует отметить, что настоящий 
запрет распространяется толь-
ко на ГМ-растения и животных, 
«генетическая программа кото-
рых изменена с использованием 
методов генной инженерии и ко-
торые содержат генно-инженер-
ный материал, внесение которого 
не может являться результатом 

природных (естественных) про-
цессов» (358-ФЗ, статья 4). Таким 
образом, ГМО 3-го и  4-го по-
колений, изменения в  геномах 
которых в  принципе могут про-
изойти и  естественным путем, 
без использования методов генной 
инженерии, не попадают под этот 
законодательный запрет, что де-
лает еще более актуальной необ-
ходимость ясного законодатель-
ного определения статуса таких 
организмов и содержащей или по-
лученной с их помощью или с их 
использованием продукции.

Несмотря на то что часть полу-
чаемых с использованием мето-
дов генной инженерии организмов 
не попадают под запрет 358-ФЗ, 
введение запретительных мер мо-
жет негативно повлиять на раз-
витие этого сектора экономики, 
являющегося драйвером иннова-
ционного развития. Сложившаяся 
ситуация усугубляется отсутстви-
ем запретительных мер в отноше-
нии ГМО-продукции в условиях 
запрета на выращивание и раз-
ведение ГМ-растений и  живот-
ных, что в случае вынужденной 
необходимости использования 
ГМО-продукции растительного 
и животного происхождения соз-
дает риск попадания в полную за-
висимость от внешних источников 
ГМО.

Введенный запрет на разведе-
ние и выращивание ГМ-растений 
и животных также может оказать 
негативное влияние на проведе-
ние (и соответственно финанси-
рование) интенсивных научных 
исследований в  области транс-
генеза растений и  животных 
как фундаментальных, так и на-
правленных на трансфер их ре-
зультатов в прикладную область. 
В  такой ситуации Российская 
Федерация может очень быстро 
потерять свои позиции и компе-
тенции в  этой области, оконча-
тельно попадая в  полную зави-
симость от внешних источников 
ГМО. В частности, запрет, в слу-
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чае его введения, исключит воз-
можность получения лекарствен-
ных (и других) белков в  молоке 
ГМ-животных, что, по  мнению 
авторитетной в области аналити-
ки компании RAND Corporation, 
является одним из  актуальных 
трендов в биотехнологии, биона-
нотехнологии и биомедицинских 
науках на период до 2020 года [18], 
что действительно подтвержда-
ется присутствием на рынке ле-
карственных препаратов ATryn® 
и  Ruconest® на  основе рекомби-
нантных белков человека – анти-
тромбина III и  ингибитора С1-
эстеразы, получаемых в молоке 
ГМ-коз и ГМ-кроликов соответ-
ственно [1].

ЧТО ТАКОЕ ГМО?
Понятие «ГМО» является крае
угольным камнем для всей обла-
сти, поскольку непосредственно 
определяет объект регулирова-
ния. Сегодня 86-ФЗ определяет 
ГМО как «организм или несколь-
ко организмов, любое неклеточ-
ное, одноклеточное или многокле-
точное образование, способные 
к воспроизводству или передаче 
наследственного генетическо-
го материала, отличные от при-
родных организмов, полученные 
с применением методов генной ин-
женерии и содержащие генно-ин-
женерный материал, в том числе 
гены, их фрагменты или комби-
нации генов». Данное определе-
ние, с  одной стороны, слишком 
широкое, и, в соответствии с ним, 
к ГМО следует относить, напри-
мер, плазмиды (которые являются 
векторами), воспроизводство ко-
торых возможно только при нали-
чии специфических клеток-хозя-
ев. С другой стороны, требование 
к воспроизводству и способности 
передачи генетической информа-
ции выводит из-под определения 
ГМО, например, бесплодные ор-
ганизмы, являющиеся гибридами 
фертильных ГМО. В то же время 
перемещение генетической моди-

фикации на фон нового генотипа, 
возникающего в  результате ги-
бридизации, может влиять на ее 
проявления и требует отдельной 
оценки безопасности и  рисков, 
связанных с ее использованием. 
Поэтому понятие «ГМО» долж-
но включать в  себя и  такие ор-
ганизмы. Наконец, с  появлени-
ем возможности модификации 
организмов без  внесения в  их 
геном ДНК другого вида – с ис-
пользованием технологий «бес-
шрамного» направленного ре-
дактирования генома, возникает 
необходимость определения и их 
правового статуса. Подобные ор-
ганизмы, относимые к  ГМО по-
колений 3–4 (см. ниже в разделе 
«Классификация ГМО»), дей-
ствительно являются продуктом 
генно-инженерной деятельности. 
Однако такие организмы потен-
циально могут быть получены 
и с использованием классической 
селекции, что означает принци-
пиальную эквивалентность про-
веденных манипуляций есте-
ственным процессам и  научно 
обосновывает неотнесение таких 
организмов к ГМО. Наряду с этим, 
ГМ-происхождение таких ор-
ганизмов невозможно доказать 
объективными методами, в отли-
чие от  «классических» ГМО по-
колений 1–2, которые содержат 
в своем геноме чужеродную ДНК, 
присутствие которой служит до-
казательством проведенных ген-
но-инженерных манипуляций. 
Очевидно, что  принципиальная 
невозможность объективного до-
казательства создания таких ор-
ганизмов с применением методов 
генной инженерии может приво-
дить к юридическим коллизиям. 
В свете вышесказанного, организ-
мы, полученные с использованием 
генно-инженерных манипуляций, 
но  не  содержащие чужеродной 
ДНК, рационально позициони-
ровать в  правовом поле так  же, 
как организмы, полученные с по-
мощью селекции, а к ГМО следует 

относить только организмы, кото-
рые в результате генно-инженер-
ных манипуляций несут в своем 
геноме «чужеродную» ДНК. К это-
му же мнению склоняется и меж-
дународное научное сообщество 
[19].

Таким образом, сегодня возни-
кает необходимость корректиров-
ки понятия «генно-инженерно-
модифицированный организм», 
призванное, с одной стороны, ис-
править недостатки существую-
щего определения (как его избы-
точность, так и недостаточность), 
проиллюстрированные выше, 
а с другой – однозначно опреде-
лить в правовом поле место орга-
низмов, полученных с использова-
нием методов генной инженерии, 
появление которых, однако, может 
быть результатом естественных 
(природных) процессов. 358-ФЗ, 
делающий исключение для орга-
низмов, генетическая программа 
которых изменена с использова-
нием методов генной инженерии, 
которые содержат генно-инже-
нерный материал, внесение ко-
торого может быть результатом 
природных (естественных) про-
цессов, неявным образом не  от-
носит такие организмы к  ГМО, 
что, однако, требует закрепления 
в нормативных актах явным об-
разом. Учитывая вышесказан-
ное, ГМО могут быть определены 
как «организмы, не имеющие кле-
точной структуры, одноклеточные 
или многоклеточные образования, 
полученные с  применением ме-
тодов генной инженерии и содер-
жащие последовательности ДНК, 
которые не могут появиться в ре-
зультате естественных половых 
процессов и  процессов горизон-
тального переноса генетического 
материала с  участием организ-
мов, не являющихся ГМО, и/или 
рекомбинационных процессов 
или мутаций (делеций и инсерций 
собственного генетического мате-
риала, точечных замен нуклеоти-
дов, хромосомных перестроек)». 
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Иные организмы, полученные 
с применением методов генной ин-
женерии, к ГМО не относятся.

БЕЗОПАСНОСТЬ ГМО
Одним из  факторов, ограничи-
вающих использование ГМО, 
является вопрос их безопасно-
сти. Безопасность ГМО и  ГМО-
продукции можно разделить 
на безопасность для потребителя 
и безопасность для окружающей 
среды.

Сегодня существует мне-
ние, в  первую очередь, относя-
щееся к  пищевой продукции, 
что  введение генетической мо-
дификации делает продукцию, 
содержащую или  полученную 
с использованием ГМО, априори 
опасной для  здоровья человека. 
Однако ни в одном исследовании 
не выявлены негативные эффек-
ты пищевой ГМО-продукции, об-
условленные генетической моди-
фикацией. Те же опубликованные 
результаты исследований, кото-
рые якобы доказывают опасность 
ГМО-продукции и  приводятся 
в  качестве аргументов, при  де-
тальном анализе показывают 
свою научную и методическую не-
состоятельность и соответственно 
необоснованность сделанных вы-
водов [20]. Действительно, само 
по себе присутствие чужеродной 
организму-реципиенту ДНК в пи-
щевой ГМО-продукции никак 
не  может повлиять на  безопас-
ность его употребления в  пищу: 
во-первых, отсутствие переноса 
ДНК в организм млекопитающих 
при попадании в организм через 
пищевой тракт показано экспери-
ментально [21], во-вторых, человек 
постоянно с  пищей употребляет 
огромные количества чужеродной 
для него ДНК растений и живот-
ных, однако ее горизонтального 
переноса не наблюдается.

Интересно отметить, что в дей-
ствительности человек употре-
бляет в пищу ГМО уже на протя-
жении нескольких тысячелетий, 

как  это выявили недавние на-
учные исследования. А  именно, 
анализ генома окультуренного 
по меньшей мере 8000 лет батата 
выявил в  нем две модификации 
последовательностями генома 
агробактерий, одна из  которых, 
как полагают авторы, и привела 
к появлению полезных признаков, 
ставших основанием для выбора 
именно этой разновидности батата 
для окультуривания [22]. При этом 
векторы на основе генетических 
элементов агробактерий широко 
используются в  качестве одно-
го из инструментов современной 
генной инженерии при получении 
ГМ-растений [23]. Таким образом, 
уже многие тысячелетия человек 
употребляет в  пищу созданное 
природой ГМ-растение, что  на-
глядно доказывает отсутствие не-
гативного влияния генетических 
модификаций как таковых на здо-
ровье человека в отношении са-
мого «чувствительного» с  точки 
зрения общества целевого приме-
нения ГМО – использования в ка-
честве пищевой продукции.

Учитывая вышесказанное, 
единственной опасностью для по-
требителя со стороны продук-
ции, содержащей или полученной 
с использованием ГМО, является 
опасность, связанная со свойства-
ми, приобретенными организмом 
в  результате генетической мо-
дификации. Однако эти риски 
должны оцениваться на  общих 
основаниях в соответствии с су-
ществующими правилами и нор-
мами для аналогичной новой не-
ГМО-продукции, которой они 
также присущи в  полной мере 
[24]. В качестве наглядного при-
мера рисков, связанных с исполь-
зованием организмов, полученных 
в результате классической селек-
ции, можно привести сорт карто-
феля Lenape, выведенного с рын-
ка из-за повышенного уровня 
токсических соединений, попутно 
и  неконтролируемо возникшего 
в процессе селекции [25].

Таким образом, риски, связан-
ные с генетической модификацией 
в геноме ГМО per se, отсутствуют, 
в то время как полученные не-ГМ-
организмы, как и ГМО, могут быть 
небезопасными.

КЛАССИФИКАЦИЯ ГМО
Классификация ГМО имеет 
большое практическое значе-
ние, поскольку в  зависимости 
от специфических особенностей 
необходимо дифференциально 
подходить и к оценке связанных 
с  ГМО и  ГМО-продукцией ри-
сков, а также к вопросам их мо-
ниторинга.

Одной из  распространенных 
на  сегодняшний день является 
классификация ГМО по поколени-
ям, применимая в основном, в силу 
исторических причин, к  ГМ-
растениям (и в полной мере может 
быть применена к ГМ-животным). 
К  ГМО 1-го поколения относят 
организмы, несущие в своем ге-
номе трансген, включающий по-
следовательности ДНК таксо-
номически иного вида. ГМО 2-го 
поколения аналогичны ГМО 1-го 
поколения, но  несут несколько 
полученных в результате генно-
инженерных модификаций при-
знаков, и  могут быть получены, 
например, в результате скрещи-
вания двух ГМО 1-го поколения. 
В силу присутствия в геноме та-
ких организмов ДНК таксономи-
чески отличных организмов ГМО 
1-го и 2-го поколений могут быть 
идентифицированы на основании 
этого признака [26]. Кроме того, 
присутствие чужеродных после-
довательностей ДНК рассматри-
вается как неоспоримый признак 
получения подобных организмов 
в результате генно-инженерных 
манипуляций. Ситуация в корне 
отлична для организмов, относя-
щихся к 3-му и особенно к 4-му 
поколениям, которые являются 
почти интрагенными (т.е. содер-
жат последовательности ДНК, 
происходящие из  собственно-
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го генома, с  минимальными мо-
дификациями), интрагенными 
и цис-генными (модифицирован-
ные исключительно с использова-
нием собственного аутентичного 
генетического материала) орга-
низмами [26]. Качественное от-
личие таких организмов от ГМО 
1–2 поколений – принципиальная 
возможность их возникновения 
естественным путем или  в  ходе 
селекционного отбора в  резуль-
тате мутаций и  хромосомных 
перестроек. Это, в свою очередь, 
сопряжено с  невозможностью 
объективного доказательства по-
лучения таких организмов с при-
менением методов генной инже-
нерии. В связи с вышесказанным 
организмы 3-го и 4-го поколений 
целесообразно позиционировать 
в том же правовом поле, что и ор-
ганизмы, полученные в результа-
те селекции.

Разделение ГМО на  первые 
два поколения имеет минималь-
ное значение для  оценки их 
безопасности, потенциальных 
рисков использования и необхо-
димых ограничений, указывая 
лишь на  необходимость выяв-
ления более чем одного трансге-
на у ГМО 2-го поколения при их 
идентификации и  мониторинге. 
На наш взгляд, существенно более 
значимыми с практической точ-
ки зрения в классификации ГМО 
и  содержащей или  полученной 
с их использованием продукции 
являются такие признаки, как:

выращивание и  разведение 
в закрытой (т.е. не предполагаю-
щей контакта ГМО с окружающей 
средой) или открытой системе;

содержание в продукции самих 
ГМО, жизнеспособных или инак-
тивированных; 

присутствие в продукции гене-
тического материала ГМО или его 
отсутствие.

Вышеперечисленные параме-
тры позволяют предложить оп-
тимальные, не  содержащие из-
быточных требований, принципы 

молекулярно-генетической харак-
теристики ГМО и оценки рисков, 
связанных с использованием ГМО 
и ГМО-продукции.

ПОДХОДЫ К ОЦЕНКЕ 
БЕЗОПАСНОСТИ ГМО И ГМО-
ПРОДУКЦИИ

ГМО, выращивание и разведение 
которых осуществляется 
в закрытой системе
ГМО этого типа в  принципе 
не взаимодействуют с окружаю-
щей средой, а контакт с человеком 
лимитирован производственным 
процессом и персоналом, осущест-
вляющим его. В связи с этим не-
обходимость оценки дефинитного 
взаимодействия ГМО с окружа-
ющей средой и связанных с этим 
потенциальных рисков существу-
ет только в  отношении отходов 
производства. Потенциальные ри-
ски для производственного персо-
нала в данном случае рационально 
приравнивать к  рискам, прису-
щим работе с аналогичными не-
ГМ-организмами, с дополнитель-
ной оценкой возможных рисков, 
связанных с генетической моди-
фикацией с учетом возникающих 
в процессе производства контак-
тов персонала с ГМО. Учитывая 
возможность непреднамеренно-
го высвобождения ГМО в  окру-
жающую среду в  случае форс-
мажорной ситуации, для  ГМО 
этого типа должны быть разрабо-
таны методы однозначной иден-
тификации и мониторинга, осно-
ванные на детекции уникального 
трансгена, и меры по ликвидации 
последствий такого высвобожде-
ния. В то же время обязательная 
необходимость описания транс-
формационного события для ГМО 
этого типа (в случае трансформа-
ционного события, под  которым 
понимается интеграция трансге-
на в определенное место генома 
организма-реципиента) должна 
зависеть от типа конечной ГМО-
продукции (см. ниже).

ГМО, которые выращивают 
и разводят в открытой системе
Для ГМО этого типа необходимо 
оценивать потенциальные риски, 
связанные с их взаимодействием 
с окружающей средой и возмож-
ным влиянием на нее. Эти риски 
можно разделить на  две груп-
пы – связанные с  новыми при-
обретенными свойствами орга-
низма, а также с естественными 
свойствами организма-реципиен-
та при его интродукции в несвой-
ственную ему экосистему, и воз-
никающими из-за возможного 
неконтролируемого распростра-
нения генетической модификации 
в экосистеме. Для оценки рисков 
первой группы рациональным 
подходом могло бы стать приме-
нение подходов, методик и крите-
риев, используемых при анализе 
влияния на окружающую среду 
аналогичных не-ГМ-организмов. 
Такая оценка могла  бы учиты-
вать и риски, возникающие в свя-
зи с продукцией ГМ-организмом 
несвойственных организму-ре-
ципиенту белков и  метаболитов 
благодаря генетической модифи-
кации. Однако в настоящее время 
проведение экологической экс-
пертизы для  новых сортов рас-
тений и пород животных не пред-
усмотрено, а опыт экологической 
экспертизы с целью определения 
рисков при  интродукции новых 
видов ограничен, что не позволя-
ет эффективно применить этот 
подход на  практике и  требует 
разработки научно обоснованных 
стандартизованных методик эко-
логической экспертизы, в равной 
степени применимых и к не-ГМ-
организмам. Действительно, вне 
зависимости от того, является ли 
приобретенная устойчивость 
организма к  каким-либо фак-
торам окружающей среды (на-
пример, патогенам) результатом 
генно-инженерных манипуляций 
или  возникла в  процессе селек-
ции, экологические риски при вы-
пуске в окружающую среду эк-



ФОРУМ

 ТОМ 8  № 4 (31)  2016  | ACTA NATURAE | 13

вивалентны и  требуют оценки 
как для ГМО, так и для организ-
мов, полученных в  результате 
селекции. При этом в случае эко-
логической экспертизы организ-
ма с новыми свойствами целесо
образно проводить сравнительный 
анализ с воздействием на окру-
жающую среду организма-ана-
лога (для ГМО – организма-
реципиента).

В  случае ГМО возникает не-
обходимость дополнительной 
оценки специфических рисков, 
возникающих в связи с присут-
ствием в геноме трансгена. К та-
ким рискам можно отнести риски 
неконтролируемого горизонталь-
ного или вертикального перено-
са трансгена (следует отметить, 
что риск неконтролируемого рас-
пространения признаков, при-
обретенных в  результате клас-
сической селекции, например, 
устойчивости к патогенам или на-
секомым-вредителям, абсолютно 
идентичен, однако не подлежит 
анализу в рамках действующих 
правил). Оценку таких рисков 
(неконтролируемого переноса 
трансгена) рационально прово-
дить с  учетом специфики ГМ-
организма и способа генетической 
модификации. Так, например, 
для ГМ-животных риск горизон-
тального переноса интегрировав-
шего в геном трансгена, как пра-
вило, исключен, однако должен 
быть оценен риск вертикально-
го переноса в  результате близ-
кородственного скрещивания. 
В случае ГМ-микроорганизмов, 
наоборот, при их выпуске в окру-
жающую среду необходимо оце-
нивать риск горизонтального 
переноса. Во избежание субъек-
тивности со стороны экспертизы 
объемы исследований при оценке 
рисков горизонтального и верти-
кального переноса следует мак-
симально стандартизировать 
в  зависимости от  таксономиче-
ского типа ГМО и его предполага-
емого использования.

В  соответствии с Постанов
лением № 839, определяющим 
(и единственным) фактором 
при принятии решения о выпуске 
в окружающую среду ГМО явля-
ется его безопасность (исключение 
составляют только ГМО, предна-
значенные для  использования 
в  производстве лекарственных 
средств и медицинских изделий). 
В то же время любые новые свой-
ства организма, вне зависимости 
от способа их получения, априо-
ри могут быть факторами риска 
в  силу невозможности исчер-
пывающего анализа их влияния 
на  окружающую среду, что  по-
тенциально является основанием 
для безусловных запретительных 
мер, полностью исключающих 
любые возможные риски. В связи 
с  этим, решение о  целесообраз-
ности выращивания и  разведе-
ния ГМО должно приниматься 
не только на основании выявлен-
ных или вероятных рисков эколо-
гического характера, но и с учетом 
анализа иных факторов – техно-
логических, социально-экономи-
ческих и т.д., и опираться на инте-
гральный многофакторный анализ 
«риск–польза (преимущества)».

Для ГМО, которые выращива-
ют и разводят в открытой систе-
ме, в частности, для ГМ-растений 
и животных, необходима не толь-
ко разработка метода их одно-
значной идентификации с  це-
лью мониторинга в окружающей 
среде, но и определение события 
трансформации (при его нали-
чии). Трансформационное событие 
уникальным образом идентифи-
цирует линию ГМО и позволяет 
дифференцировать ее от сходных 
линий, несущих тот же трансген. 
В этом случае выявление транс-
формационного события может 
использоваться и в качестве уни-
кального идентификатора ГМО.

ГМО-продукция
К  оценке безопасности ГМО-
продукции также целесообразно 

подходить дифференцирован-
но, с учетом специфических ри-
сков, которые могут быть прису-
щи выделенным в  предыдущем 
разделе типам. При этом общий 
подход к  оценке безопасности 
ГМО-продукции должен бази-
роваться на  принципах и  мето-
дах, аналогичных для  не-ГМО-
продукции, с дополнением оценки 
специфических рисков, возникаю-
щих из-за присутствия трансгена.

Как  отмечено выше, на  наш 
взгляд, целесообразно выделить 
три типа ГМО-продукции для це-
лей регулирования.  Первый 
тип – «продукция, полученная 
с применением ГМО» – представ-
ляет собой продукт переработки 
ГМО или продуктов его жизнедея-
тельности, или продукт жизнеде-
ятельности ГМО, не предполага-
ющий присутствия генетического 
материала ГМО, максимально 
допустимые остаточные коли-
чества которого подлежат кон-
тролю. Примерами такого типа 
ГМО-продукции являются реком-
бинантные белки, целевые мета-
болиты (например, аминокислота) 
и т.п. По сравнению с аналогичной 
продукцией, полученной с  ис-
пользованием не-ГМ-организма, 
для такой продукции отсутству-
ют дополнительные риски, свя-
занные с ее ГМ-происхождением, 
по причине отсутствия ДНК в про-
дукте. В силу этого обстоятель-
ства подобная продукция может 
и должна рассматриваться как не-
ГМО-продукция. Единственный 
дополнительный контролируе-
мый параметр ее качества – от-
сутствие генетического матери-
ала по  аналогии с  принципами, 
применяемыми в области произ-
водства и контроля качества ле-
карственных средств, предпола-
гающими содержание остаточной 
ДНК продуцента в количествах, 
не превышающих установленных 
пределов. Из соображений доста-
точности для ГМО, используемых 
при производстве продукции этого 
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типа, разводимых и выращивае-
мых в закрытых системах, не воз-
никает необходимости в определе-
нии трансформационного события 
(при его наличии).

Второй тип ГМО-продукции – 
«продукция, полученная с исполь-
зованием ГМО», которая предпо-
лагает присутствие в ней цельных 
нежизнеспособных ГМО или про-
дуктов их переработки, процесс 
которой не предполагает освобож-
дения от генетического материала 
организма. Дополнительные ри-
ски, которые возникают для это-
го типа ГМО-продукции, связа-
ны с присутствием генетического 
материала ГМО и  заключаются 
в возможности его горизонтально-
го переноса, что и должно учиты-
ваться при оценке рисков вместе 
с контролем отсутствия в продук-
ции жизнеспособных организмов.

Наконец, третий тип ГМО-
продукции можно определить 
как  «продукция, содержащая 
или являющаяся ГМО», что пред-
полагает присутствие жизнеспо-
собных ГМО. С этим типом про-
дукции связано наибольшее число 
дополнительных потенциальных 
рисков, подлежащих оценке, 
по сравнению с аналогичной про-
дукции не-ГМ-происхождения. 
Так, необходима оценка рисков 
неконтролируемого распростра-
нения в окружающей среде ГМО, 
источником которой может быть 
такая продукция, а при их суще-
ственности возникает необходи-
мость проведения всего комплек-
са оценки рисков, применимого 
к собственно ГМО, предназначен-
ных для выпуска в окружающую 
среду.

Современные технологии 
направленной модификации 
генома и вопросы молекулярно-
генетической характеристики 
и оценки безопасности ГМО
Как отмечалось выше, законода-
тельное регулирование обраще-
ния ГМО и ГМО-продукции может 

оказать непосредственное влия-
ние на развитие научных иссле-
дований в области модификации 
генома. Однако и развитие техно-
логий направленной модификации 
генома, и их практическое приме-
нение при создании хозяйствен-
но-значимых ГМО может иметь 
существенное значение для  ха-
рактеристики и оценки безопас-
ности ГМО и  ГМО-продукции, 
особенно применительно к ГМО, 
в которых трансген интегрирован 
в геном реципиента.

Ранние технологии трансге-
неза растений и  животных по-
зволяли получать ГМО с  не-
контролируемой интеграцией 
трансгена в геном организма-ре-
ципиента, в частности, с неконтро-
лируемыми сайтами интеграции 
и копийностью трансгена. Помимо 
большой вариабельности в  эф-
фективности экспрессии трансге-
на и его стабильности, это создает 
определенные технические труд-
ности в  определении трансфор-
мационного события, т.е. точной 
локализации трансгена в геноме 
реципиента, особенно в  случае 
тандемной интеграции его мно-
жественных копий. Кроме того, 
случайность интеграции транс-
гена в геном реципиента потенци-
ально может приводить к неже-
лательным побочным эффектам, 
связанным с безопасностью ГМО, 
например, к появлению изменен-
ных форм белков, нарушению ме-
таболических путей и т.п. Сегодня 
новейшие технологии модифика-
ции генома, в частности, основан-
ные на использовании платформы 
CRISPR-опосредованной гомоло-
гичной рекомбинации, в том числе 
в комбинации с системами сайт-
направленной рекомбинации, 
для  повышения эффективности 
трансгенеза (с использованием ре-
комбиназ Cre, Flp и др.) позволяют 
с точностью до одного нуклеотида 
контролировать место встройки 
трансгена в геном. Это позволяет 
выбрать оптимальный, в зависи-

мости от  специфики задачи, ге-
номный сайт для встройки транс-
гена. Например, для  продукции 
рекомбинантного белка в молоке 
это может быть область несуще-
ственного для  секреции молока 
гена β-казеина, обладающего вы-
сокой эндогенной транскрипцион-
ной активностью в ткани молочной 
железы [27, 28], или обеспечива-
ющие транскрипционную актив-
ность трансгена локусы генома, 
которые факультативны для нор-
мального развития и жизнедея-
тельности организма, например, 
локус ROSA26 [29–32]. Помимо 
эффективного получения транс-
генных организмов, обеспечива-
ющих конститутивные условия 
для экспрессии трансгена и гаран-
тирующих отсутствие случайных 
побочных эффектов модификации 
генома на метаболизм реципиен-
та, что  имеет непосредственное 
значение для  обеспечения его 
безопасности, использование на-
правленной интеграции трансгена 
в геном позволяет контролировать 
его копийность и делает описание 
трансформационного события 
стандартизованной рутинной за-
дачей. Таким образом, примене-
ние новейших технологий направ-
ленного редактирования генома 
позволяет существенно упростить 
молекулярно-генетические ис-
следования, необходимые для го-
сударственной регистрации ГМО, 
и снизить риски влияния генети-
ческой модификации на профиль 
безопасности ГМО по сравнению 
с организмом-реципиентом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Резюмируя, сегодня в Российской 
Федерации существует насущ-
ная необходимость в ревизии за-
конодательной базы в отношении 
ГМО и  ГМО-продукции, под-
ходов к  оценке их безопасности 
и связанных с ними потенциаль-
ных рисков. Предложенная нами 
концепция делает возможным 
эффективное проведение таких 
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оценок, в  то  же время позволяя 
избежать избыточных исследо-
ваний в  зависимости от  особен-
ностей ГМО, условий его выра-
щивания и разведения, а  также 
особенностей ГМО-продукции. 
Формирование эффективной си-
стемы включения ГМО в хозяй-

ственный оборот, несомненно, 
станет стимулом и  для  актив-
ного проведения научных ис-
следований в этой конкурентной 
в мире области, где сегодня пока 
Российская Федерация облада-
ет достаточными компетенциями 
и потенциалом [33], которые, одна-

ко, в случае сохранения нынешней 
ситуации в правовом поле и, тем 
более, при полном запрете исполь-
зования ГМ-растений и животных 
будут быстро утеряны в  связи 
с отсутствием их востребованно-
сти. 
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ВВЕДЕНИЕ
Теломераза представляет собой рибонуклеопроте-
идный комплекс, содержащий обратную транскрип-
тазу (TERT) – белковую субъединицу, обеспечива-
ющую полимеразную активность, и теломеразную 
РНК (TER) [1, 2]. Теломеразная РНК содержит 
матрицу для синтеза теломер, а также выполня-
ет важную архитектурную функцию, действуя 
как структурный каркас для формирования актив-
ного фермента [3]. В формировании активного цен-

тра теломеразы участвуют разные элементы слож-
ной пространственной структуры теломеразной 
РНК, которые cпособствуют эффективному добав-
лению нуклеотидов в процессе синтеза теломерного 
повтора, а также транслокации фермента на тело-
мере, необходимой для процессивного синтеза длин-
ной теломерной последовательности [4]. С разны-
ми доменами теломеразной РНК взаимодействуют 
дополнительные белковые факторы, необходимые 
для ее стабилизации, эффективной сборки и регу-

РЕФЕРАТ Теломераза – один из ключевых компонентов аппарата поддержания длины концов линейных 
хромосом эукариот – теломер. В результате удаления затравки, используемой для репликации ДНК, ли-
нейные хромосомы укорачиваются в каждом раунде деления. На концах линейных хромосом находятся 
специальные повторяющиеся теломерные последовательности, которые предотвращают потерю генети-
ческой информации в результате недорепликации. В соматических клетках высших эукариот теломеры 
укорачиваются, пока не становятся настолько короткими, что уже не могут выполнять свою функцию. 
В таких обстоятельствах клетка претерпевает кризис и, как правило, погибает. В редких случаях про-
исходит активация теломеразы, и клетка приобретает неограниченный потенциал деления. Некоторые 
клетки (половые, эмбриональные, стволовые, а также соматические клетки с высоким пролиферативным 
потенциалом) поддерживают теломеразную активность, необходимую им для выполнения своих функций. 
В большинстве соматических клеток теломераза не активна. Для активности теломеразы in vitrо необходи-
мы два основных компонента – теломеразная обратная транскриптаза и теломеразная РНК. Реактивация 
теломеразы в раковых клетках происходит в результате восстановления экспрессии гена обратной транс-
криптазы. Экспрессия теломеразной РНК в большинстве клеток человека конститутивна, что позволяет 
предполагать другие функции этой РНК, еще недостаточно изученные. Настоящий обзор посвящен биоге-
незу теломеразных РНК дрожжей и человека. Мы решили остановиться именно на этих организмах ввиду 
того, что в последние годы произошел прорыв в изучении процессинга теломеразных РНК разных видов 
дрожжей и человека. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА процессинг, сплайсинг, теломераза, теломеразная РНК, транскрипция, экзосома. 
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ляции активности фермента, локализации и транс-
порта внутри клетки. 

СТРУКТУРА ТЕЛОМЕРАЗНЫХ РНК
Теломеразные РНК дрожжей и млекопитающих, не-
смотря на высокую степень вариации как размеров, 
так и нуклеотидных последовательностей, содержат 
четыре консервативных структурных элемента, не-
обходимых для образования и функционирования 
фермента [5–11]. Матричный участок, как следует 
из его названия, служит матрицей для синтеза тело-
мер [3], псевдоузел участвует в позиционировании 
матричного участка в активном центре фермента 
[12] и вместе cо STE-элементом (stem-terminus ele-
ment) взаимодействует с TERT, а видоспецифичный 
3’-концевой элемент обеспечивает стабильность те-
ломеразной РНК [13] и необходим для правильной 
внутриклеточной локализации теломеразной РНК 
[14–16] (рис. 1). 

ПРОЦЕССИНГ И ЛОКАЛИЗАЦИЯ ТЕЛОМЕРАЗНЫХ 
РНК 

Процессинг и локализация теломеразной РНК 
Saccharomyces cerevisiae (TLC1)
В процессе транскрипции РНК-полимераза II син-
тезирует две формы теломеразной РНК: длинную 
полиаденилированную и короткую неполиаденили-
рованную. Судьба длинной полиаденилированной 
формы в настоящий момент плохо изучена. Известно, 
что доля этой формы составляет 10% от всей теломе-
разной РНК клетки, но она не поддерживает актив-
ность теломеразы [17]. Предполагается, что длинная 
полиаденилированная теломеразная РНК может 
процессироваться до  зрелой каталитически ак-
тивной формы. Известно, что  экспрессия TLC1 
дрожжей S. cerevisiae под контролем сильного про-
мотора (pGal4), направляющего экспрессию белок-
кодирующих генов, приводит к накоплению полиа-

Матричный участок
Псевдоузел
Stem-terminus element (STE)
Видоспецифичный РНК-стабилизирующий элемент

Теломеразная РНК 
S. pombe

Теломеразная РНК 
S. cerevisiae

Участок  
связывания  
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Sm-белков

Участок 
связывания 
Sm-белков

H/ACA-мотив

CR4/CR5

CАВ-
боксТеломеразная 

РНК человека

H- 
бокс

ACA

BIO-
бокс

А

Б

В

3'

5'

5'

5'

3'

3'

Рис. 1. Структура теломеразных РНК. А – схематическое изображение вторичной структуры теломеразной РНК 
человека. Б – схематическое изображение вторичной структуры теломеразной РНК S. cerevisiae. В – схемати-
ческое изображение вторичной структуры теломеразной РНК S. pombe
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денилированной формы, но не влияет на содержание 
неполиаденилированной, а нарушение системы по-
лиаденилирования блокирует образование полиаде-
нилированной формы и сильно снижает количество 
зрелой TLC1 в клетке [17, 18]. Эти данные позволяют 
предполагать, что длинный полиаденилированный 
первичный транскрипт может подвергаться про-
цессингу с образованием зрелой теломеразной РНК, 
хотя экспериментальных данных, подтверждающих 
такой механизм, до сих пор не получено.

В  клетках дрожжей в  образовании двух форм 
первичного транскрипта теломеразной РНК прини-
мают участие разные транскрипционные комплек-
сы, ассоциированные с РНК-полимеразой II. РНК-
полимераза II на стадии инициации транскрипции 
образует комплекс с факторами терминации и про-
цессинга, т.е. промотор определяет механизм терми-
нации. Оказалось, что полиаденилированная и непо-
лиаденилированная формы первичного транскрипта 
теломеразной РНК S. cerevisiae образуются неза-
висимо. Нарушение сигналов полиаденилирования 
приводит к исчезновению длинной полиаденилиро-
ванной формы TLC1, но не влияет на образование не-
полиаденилированной зрелой формы [18]. TLC1 ассо-
циирована с факторами терминации транскрипции 
Nrd1-Nab3-Sen1, характерными для некодирующих 
РНК [19]. В 3’-концевой области гена TLC1 находят-
ся участки связывания факторов терминации Nab3 
и Nrd1, делеция которых приводит к накоплению 
полиаденилированного первичного транскрипта [18, 
19]. Известно, что факторы терминации Nrd1, Nab3 
и  Sen1 ассоциированы с  комплексом, состоящим 
из РНК-полимеразы II, кеп-связывающего комплек-
са (CBP80, CBP20), экзосомы и TRAMP [20]. В со-
став TRAMP входят белки TRF4/5 (неканоническая 
поли(А)-полимераза), Air1/2 (РНК-связывающий бе-
лок) и РНК-хеликаза MTR4 [21, 22]. TRF4 добавляет 
короткую олиго(А)-последовательность, создавая не-
структурированный 3’-конец таких некодирующих 
РНК, как малые ядерные, ядрышковые и TLC1, кото-
рый может процессироваться экзосомой [18, 23–26]. 
Работу экзосомы ограничивают Sm-белки, ассоции-
рованные с 3’-концевым участком зрелой теломераз-
ной РНК. Если экзосома не встречает на своем пути 
преграды в виде комплекса Sm-белков, то она пол-
ностью деградирует малые ядерные и ядрышковые 
РНК, а также теломеразную РНК [27] (рис. 2). 

Локализация в клетке и сборка активного 
теломеразного комплекса S. cerevisiae
Один из важных этапов биогенеза теломеразной РНК 
и самой теломеразы – правильная внутриклеточ-
ная локализация их компонентов (рис. 2). Как уже 
сказано, первичный транскрипт теломеразной РНК 

как дрожжей, так и человека подвергается котран-
скрипционному процессингу с  последующим со-
зреванием или деградацией при помощи экзосомы. 
При  правильном созревании теломеразная РНК 
S. cerevisiae оказывается в ядрышке, где происходит 
гиперметилирование ее кепа ферментом Tgs1 [28]. 
Триметилированная процессированная форма TLC1 
экспортируется из ядра системой ядерно-цитоплаз-
матического транспорта [29]. За экспорт теломераз-
ной РНК отвечают Crm1/Xpo1, а также факторы 
экспорта мРНК Mex67 и Dbp5/Rat8. В цитоплазме 
теломеразная РНК образует комплекс с белковыми 
субъединицами теломеразы Est1, Est2 и Est3, после 
чего факторы импорта в ядро, Mtr10 и Kap122, пере-
носят фермент обратно в ядро [29–31], где в поздней 
S-фазе он взаимодействует с теломерами и удлиняет 
их.

Процессинг теломеразных РНК делящихся 
дрожжей
Теломеразная РНК претерпела в процессе эволю-
ции значительные изменения, которые коснулись 
как структуры, так и механизма процессинга. В на-
стоящий момент не остается сомнений, что у всех ор-
ганизмов теломеразная РНК синтезируется в виде 
длинного предшественника, правильный процессинг 
которого приводит к появлению зрелой каталити-
чески активной теломеразной РНК. Теломеразная 
РНК участвует в тонкой регуляции состояния клет-
ки, поэтому для правильного функционирования те-
ломеразной РНК ее количество в клетке необходимо 
поддерживать на физиологическом уровне. В деля-
щихся дрожжах (Schizosaccharomycetes) [32], дрож-
жах Hansenula polymorha (Saccharomycetaceae) [33] 
и других грибах (Sordariaceae, Trichocomaceae) [34] 
предшественник теломеразной РНК синтезируется 
РНК-полимеразой II в виде полиаденилированного 
транскрипта (рис. 3). Первичный транскрипт тело-
меразной РНК в клетках этих организмов содержит 
два экзона, интрон и поли(А)-последовательность 
на 3’-конце. Процессинг первичного транскрипта осу-
ществляет сплайсосома. В результате первой стадии 
сплайсинга (разрезание в 5’-участке сплайсинга) об-
разуется зрелая форма теломеразной РНК. Впервые 
процессинг, осуществляемый сплайсосомой, был об-
наружен в клетках дрожжей Schizosaccharomyces 
pombe [32]. Как известно, сплайсинг является стро-
гокоординированным процессом, все стадии которо-
го протекают очень быстро и в строго определенном 
порядке. На первой стадии 2’-гидроксильная группа 
аденозина в точке ветвления, находящейся в середи-
не участка ветвления, атакует 5’-концевой участок 
сплайсинга по сахарофосфатному остову. В резуль-
тате образуется интермедиат, имеющий структу-
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ру лассо, где 5’-конец интрона присоединен к точке 
ветвления через 2’–5’-связь. Освободившаяся 3’-ги-
дроксильная группа 5’-концевого экзона атакует 
3’-концевой участок сплайсинга, что приводит к со-
единению экзонов и выщеплению интрона в виде ла-
риата. В состав сплайсосомы входят малые ядерные 
РНК (мяРНК) U1, U2, U4, U5 и U6, которые за счет 
комплементарных взаимодействий с разными участ-
ками пре-мРНК направляют и обеспечивают быстрое 
и точное прохождение сплайсинга [35]. Оказалось, 
что замедление сплайсинга предшественника TER 
после эффективной первой стадии обусловлено осо-
бенностями регуляторных участков самой теломе-
разной РНК [32, 36]. В S. pombe расстояние между 
точкой ветвления и 3’-концевым участком сплай-
синга теломеразной РНК равно 22 нуклеотидам [32], 
что примерно в 2 раза больше, чем у большинства 
интронов этого организма [37]. Укорочение интрона 
до 14 нуклеотидов приводит к полному сплайсингу 

и деградации теломеразной РНК [32]. Дальнейший 
анализ участков сплайсинга выявил интересные 
особенности [31, 35]. Оказалось, что неполная ком-
плементарность 5’-концевого участка сплайсинга U1 
мяРНК [32], высокая степень комплементарности 
участка ветвления и U2 мяРНК, большое расстоя-
ние между точкой ветвления и 3’-концевым участком 
сплайсинга, а также слабый полипиримидиновый 
тракт синергично снижают скорость перехода ко вто-
рой стадии сплайсинга [36]. В процессинге теломераз-
ной РНК S. pombe участвуют белки PrP22 и PrP43, 
являющиеся хеликазами с DExD/H-боксом [36]. Эти 
белки, используя энергию гидролиза АТР, высво-
бождают интермедиаты сплайсинга при замедлении 
второй стадии (лигирование экзонов). Таким образом 
происходит высвобождение сплайсосомы, застывшей 
на интермедиатах, когда переход ко второй стадии 
сплайсинга затруднен [38]. Мутации, ингибирующие 
АТР-азную активность этих белков, значительно 

CH3Gppp

(CH3)3Gppp

экзосома

ядро

Рис. 2. Модель процессинга и локализации теломеразной РНК S. cerevisiae
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увеличивают содержание полностью сплайсирован-
ной формы TER1 [36].

Известно, что с теломеразной РНК дрожжей S. 
cerevisiae связаны Sm-белки [39], которые также взаи-
модействуют с U1, U2, U4 и U5 мяРНК [40, 41]. Участок 
связывания Sm-белков расположен в нескольких ну-
клеотидах от 3’-конца зрелой формы [39]. В клетках 
S. pombe сплайсосома разрезает TER1 на расстоянии 
одного нуклеотида от участка связывания Sm-белков, 
что может нарушать стабильность этого комплекса. 
Оказалось, что Sm-белки взаимодействуют с поли-
аденилированным предшественником TER1 и спо-
собствуют его разрезанию сплайсосомой [42]. Smd2 
привлекает Tgs1, который осуществляет посттран-
скрипционное гиперметилирование TER1 с образо-
ванием 2,2,7-триметилгуанозинового 5’-кепа. После 

разрезания и гиперметилирования TER1 Sm-белки 
диссоциируют и замещаются Lsm-белками (рис. 3), 
которые защищают теломеразную РНК от деградации 
экзосомой [42].

Впоследствии выяснилось, что другие виды де-
лящихся дрожжей, а также грибов поддерживают 
процессинг теломеразной РНК путем разрезания 
предшественника сплайсосомой. У S. cryophilius и S.
octoporus 5’-концевой участок сплайсинга содер-
жит цитозин в третьем положении, что стабилизи-
рует взаимодействие с U6 мяРНК на первой стадии 
и замедляет переход ко второй [43]. У Aspergillus sp. 
и Neurospora crassa первый нуклеотид 5’-концево-
го участка сплайсинга – аденин – важен для высво-
бождения процессированного продукта после первой 
стадии сплайсинга [33, 42]. Предполагается, что об-

3’-участок сплайсинга

5’-участок 
сплайсинга

сплайсосома

TER1

АААААА

АААААА

Tgs1

Lsm 2–8

Рис. 3. Модель процессинга теломеразной РНК S. pombe
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разование неканонических взаимодействий между 
первым и  последним гуанозином в  интроне необ-
ходимо для позиционирования 3’-концевого участ-
ка сплайсинга во второй реакции трансэтерифика-
ции и лигирования экзонов [44], а замена гуанозина 
на аденин в теломеразных РНК, наиболее близких 
к общему предку грибов семейств Pezizomycotina 
и Taphrinomycotina, препятствует образованию пра-
вильной трехмерной структуры и приводит к оста-
новке сплайсинга после первой реакции трансэте-
рификации и последующей диссоциации застывшей 
сплайсосомы [34, 36, 43]. 

Кардинальные различия в механизме процессинга 
теломеразных РНК у эволюционно-родственных ор-
ганизмов не влияют на строгий контроль количества 
и качества теломеразной РНК в клетке. В клетках 
дрожжей экзосома деградирует неправильно про-
цессированную теломеразную РНК так же, как РНК, 
не образовавшую комплекс с белками, регулирую-
щими ее локализацию и активность.

Процессинг и локализация теломеразной РНК 
человека
Теломеразные РНК дрожжей и  человека значи-
тельно различаются длиной и структурой, однако 
при этом сохраняется консервативность основных 
элементов, важных для формирования и функцио-
нирования теломеразного комплекса. Зрелая тело-
меразная РНК человека (hTR) состоит из 451 нукле-
отида [45]. Транскрипцию гена hTR осуществляет 
РНК-полимераза II [46]. Промотор гена hTR доста-
точно хорошо картирован, а терминаторная область 
изучена плохо [47]. Предполагается, что  сначала 
образуется первичный транскрипт, длина которого 
до сих пор не определена. Удлиненную до 541 нукле-
отида форму теломеразной РНК человека выявили 
первоначально методом обратной транскрипции с по-
следующей ПЦР-амплификацией [45]. Более свежие 
данные, полученные методом высокопроизводитель-
ного секвенирования, свидетельствуют о существо-
вании первичного транскрипта теломеразной РНК 

DCP2

Xrn1

экспорт

H/ACA-бокс 

ядрышко

экзосома

Н/АСА-белки

импорт в ядро

сборка теломеразного 
комплекса

ядро

cyTER

цитоплазма

Рис. 4. Модель процессинга и локализации теломеразной РНК человека
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длиной до 1451 нуклеотида [48]. 3’-Концевой домен 
теломеразной РНК человека образует структуру, 
схожую со структурами, общими для РНК семейства 
Н/АСА [49]. Эта структура состоит из двух шпилек, 
соединенных одноцепочечной петлей H, и содержит 
одноцепочечный мотив 5’-АСА-3’, находящийся в 3 
нуклеотидах от 3’-конца зрелой теломеразной РНК 
(рис. 1). Н/АСА-шпильки ассоциированы с набором 
из четырех белков: дискерина, NHP2, NOP10 и GAR1 
[13]. Н/АСА-шпилька и белки, связанные с ней, обе-
спечивают стабильность теломеразной РНК, так же 
как и других Н/АСА-РНК. Известно, что Н/АСА-
РНК служат гидами при направленном псевдоури-
дилировании рибосомных РНК, но мишень теломе-
разной РНК не определена, поэтому Н/АСА-мотиву 
в  ее составе отводится только стабилизирующая 
функция. 

Совмещение методов глубокого секвенирования 
и определения 3’-конца РНК (3’-RACE) позволило 
выявить гетерогенность 3’-конца теломеразной РНК 
человека [50]. Оказалось, что 3’-концевая последова-
тельность может содержать от одного до семи допол-
нительных нуклеотидов, соответствующих геномной 
последовательности, и короткий олиго(А)-участок 
(1–10 нуклеотидов). Таким образом, можно заклю-
чить, что теломеразная РНК синтезируется в виде 
удлиненного предшественника, который процесси-
руется с образованием промежуточной олигоадени-
лированной формы. 

Известно, что  мяРНК, содержащие Н/АСА-
мотивы, подвергаются процессингу при  помощи 
экзосомы [51]. В клетках млекопитающих экзосо-
му к ее субстрату привлекают несколько белковых 
комплексов. Известно, что комплекс TRAMP (TRF4, 
ZCCHC7 и MTR4) участвует в деградации некодиру-
ющих РНК и аберрантных транскриптов в ядрышке. 
Для этого белок TRF4 олигоаденилирует транскрипт, 
что  служит сигналом для  деградации экзосомой 
[51, 52]. Комплекс NEXT (RBM7, ZCCHC8 и MTR4) 
привлекает экзосому на  активно транскрибируе-
мые РНК и  так  называемые PROMoter uPstream 
Transcripts (PROMPTs), синтез которых начинается 
перед промоторами кодирующих генов [53, 54]. NEXT 
взаимодействует с кеп-связывающим комплексом 
(CBC), образуя комплекс СBCN и осуществляя ко-
транскрипционный кеп-зависимый 3’-процессинг 
или деградацию РНК в ядре [54–57]. 

Инактивирующие мутации в гене PARN1, коди-
рующем поли(А)-рибонуклеазу 1, были обнаружены 
недавно у больных с выраженными проявлениями 
дискератоза, заболевания, связанного с короткими 
теломерами [58]. Оказалось, что нарушения в функ-
ционировании, а также нокдаун гена PARN1 приво-
дят к снижению общего количества теломеразной 

РНК в клетках при увеличении доли непроцессиро-
ванной олигоаденилированной РНК [16, 47, 58, 59]. 
В группе Baumann обнаружили, что сплайсостатин 
А, ингибитор сплайсинга, не влияет на процессинг 
теломеразной РНК человека [48], в то время как изо-
гинкгетин, который блокирует работу не  только 
сплайсосомы, но и экзосомы [55], ингибирует процес-
синг этой РНК, приводя к накоплению 3’-удлиненной 
формы. В клетках со сниженным содержанием белка 
RRP40, основного компонента экзосомы, а также ас-
социированных с ней двух нуклеаз – RRP6 и DIS3 – 
происходит накопление удлиненной с 3’-конца и зре-
лой форм теломеразной РНК и снижение количества 
олигоаденилированной формы. Зрелая теломераз-
ная РНК накапливается и при нокдауне компонен-
та микропроцессора DGCR8. Оказалось, что DGCR8 
участвует в привлечении экзосомы к мяРНК и те-
ломеразной РНК, регулируя таким образом их об-
щее количество в клетке [60]. Нокдаун компонентов 
NEXT, а также комплекса СВС способствует нако-
плению 3’-удлиненной формы теломеразной РНК 
[48]. Белок TRF4, компонент TRAMP, а также кано-
нические поли(А)-полимеразы PAPα и РАРγ осу-
ществляют олигоаденилирование предшественника 
теломеразной РНК [61]. Интересно, что олигоадени-
лирование теломеразной РНК белком TRF4 способ-
ствует ее деградации, а PAPα/γ участвует в процес-
синге с образованием зрелой теломеразной РНК [61]. 
Олигоаденилированную форму теломеразной РНК 
человека стабилизирует PABPN1 (ядерный поли(А)-
связывающий белок 1), который стимулирует синтез 
поли(А)-последовательности и привлекает PARN, 
способствуя созреванию hTR. Свободная олиго(А)-
последовательность, не защищенная PABPN1, слу-
жит сигналом деградации РНК комплексом TRAMP 
с экзосомой [61]. 

Одну из важных ролей в процессинге теломераз-
ной РНК человека играют белки, взаимодейству-
ющие с доменом Н/АСА. Дискерин, NOP10, NHP2, 
NAF1 и  GAR1 являются РНК-шаперонами, и  их 
взаимодействие с теломеразной РНК в ходе процес-
синга стабилизирует ее, предотвращая деградацию 
экзосомой. Дискерин защищает теломеразную РНК 
от деградации ядерной 3’-5’-экзосомой. Нокдаун дис-
керина и мутации, нарушающие связывание тело-
меразной РНК с этим белком, приводят к снижению 
количества зрелой формы теломеразной РНК в клет-
ках, тогда как нокдаун дискерина и PARN1 вызыва-
ют накопление теломеразной РНК в цитоплазмати-
ческих тельцах, названных cyTER (cytoplasmic TER). 
Деградация теломеразной РНК с 5’-конца, осущест-
вляемая декепирующим белком DCP2 и 5’-3’-экзо-
нуклеазой XRN1 [16], также свидетельствует о ци-
топлазматической локализации теломеразной РНК. 
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Суммируя данные по процессингу теломеразной 
РНК человека, можно предложить общую схему ее 
синтеза и  созревания (рис.  4). Первичный транс-
крипт во время синтеза РНК-полимеразой II кепи-
руется и  взаимодействует с  дискерином, NOP10, 
NHP2 и NAF1, которые стабилизируют и защищают 
РНК от деградации [62]. Часть теломеразной РНК, 
с которой связан дискерин и другие шапероны, пре-
терпевает процессинг с образованием зрелой формы. 
Для этого комплекс NEXT c экзосомой привлекается 
СВС-комплексом и укорачивает длинный предше-
ственник в ядре до тех пор, пока не встречает пре-
граду в виде комплекса белков, связанных с моти-
вом Н/АСА [48]. Такой продукт содержит от одного 
до семи дополнительных нуклеотидов на 3’-конце. 
Ядерные поли(А)-полимеразы PAPα, PAPγ и TRF4, 
компонент ассоциированного с экзосомой ядрышко-
вого комплекса TRAMP, олигоаденилируют такой 
субстрат [48, 60]. Олигоаденилированный предше-
ственник взаимодействует с PABPN1 [60], который 
защищает его от дальнейшей деградации, а также 
привлекает PARN1 [16, 48, 59, 60]. PARN1 аккуратно 
укорачивает олиго(А)-последовательность и остав-
шиеся дополнительные нуклеотиды, образуя зре-
лую форму теломеразной РНК. Первичный транс-
крипт, который не образовал комплекс с дискерином 
и другими шаперонами, подвергается деградации 
комплексом TRAMP с экзосомой. Некоторая часть 
первичного транскрипта экспортируется из ядра 
в цитоплазму, где декепируется белком DCP2 и под-
вергается деградации цитоплазматической 5’-3’-эк-
зонуклеазой XRN1 [16].

Известно, что в опухолевых клетках линии HeLa 
теломеразная РНК накапливается в тельцах Кахаля. 
В структуре теломеразной РНК выделяют участок, 
так называемый САВ-бокс, отвечающий за ее ло-
кализацию в тельцах Кахаля, где происходит взаи-
модействие теломеразы с теломерой [63]. Мутации 
в  CАВ-боксе [14], так  же как  и  мутации в  белке 
TCAB1 [64], нарушают локализацию теломеразной 
РНК человека в тельцах Кахаля. TCAB1 взаимо-
действует с САВ-боксом теломеразной РНК и обе-
спечивает ее локализацию в тельцах Кахаля [64]. 
И мутации, и отсутствие ТСАВ1 не влияют на фер-
ментативную активность теломеразы, но препят-
ствуют ее локализации в тельцах Кахаля и на те-
ломерах [65]. Вероятно, hTERT может образовать 
комплекс с  hTR как  в  ядре, так  и  в  цитоплазме, 
но в локализации теломеразы на теломере участву-
ют тельца Кахаля и непосредственно теломеразная 
РНК. 

В последних работах по изучению процессинга 
и локализации теломеразных РНК дрожжей и че-
ловека показано, что количество теломеразной РНК 

в клетке находится под очень строгим контролем. 
Предполагается, что процессинг и деградация тело-
меразной РНК являются конкурирующими процес-
сами, баланс которых регулирует количество тело-
меразной РНК в клетке. Обнаружение теломеразной 
РНК в цитоплазме ставит новые вопросы. Непонятно, 
необходима ли эта стадия для процессинга или сбор-
ки теломеразы или теломеразная РНК человека вы-
полняет в клетке альтернативные функции, некото-
рые из которых описаны ранее [66].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Теломераза поддерживает пролиферативный по-
тенциал клеток, что  делает ее одним из  важней-
ших объектов изучения старения и трансформации 
клетки. Нарушения в функционировании теломе-
разы приводят к развитию опухолей и теломеропа-
тий. Один из основных компонентов теломеразы – 
теломеразная РНК, ген которой экспрессируется 
в большинстве типов клеток на  протяжении всей 
жизни. Экспрессия гена hTERT, кодирующего вто-
рой компонент теломеразы, тонко регулируется, 
и активация фермента зависит от появления белка 
hTERT в клетке. Механизм синтеза и процессинга 
теломеразной РНК привлекает внимание ученых 
уже больше 10 лет, а за последнее время произошел 
настоящий прорыв в изучении этой важной стадии 
биогенеза теломеразы. Одной из наиболее важных 
особенностей процессинга теломеразных РНК явля-
ется тонкая регуляция количества этой молекулы 
в клетке. Как у дрожжей, так и у человека в процес-
синге теломеразной РНК участвует экзосома, кото-
рая быстро деградирует РНК, не защищенную РНК-
шаперонами. Оказывается, большая часть продукта 
транскрипции гена теломеразной РНК деградирует 
в процессе биогенеза. Нарушения процессинга при-
водят к деградации теломеразной РНК, что вызывает 
развитие ряда заболеваний, относящихся к теломе-
ропатиям. 

Несмотря на прогресс в понимании механизмов 
процессинга теломеразной РНК, остаются вопросы, 
ответы на которые пока не найдены. Полное и де-
тальное понимание как механизмов функционирова-
ния, так и биогенеза теломеразы позволит разрабо-
тать новые подходы к терапии заболеваний, развитие 
которых связано с нарушениями системы поддержа-
ния теломер. 

Работа по изучению механизмов процессинга 
теломеразных РНК осуществлена при поддержке 

РФФИ (грант № 14-04-01637 А), работа 
по анализу внутриклеточной локализации 

теломеразных РНК выполнена при поддержке 
РНФ (грант № 16-14-10047).
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ВВЕДЕНИЕ
Разработка подходов к  терапии ВИЧ-инфекции 
представляет одну из наиболее важных задач биоме-
дицинской химии. Применяемые в настоящее время 
лекарственные препараты направлены на подавле-
ние одной из ключевых стадий развития инфекции – 
первичного контакта вируса с клеткой, проникно-
вения, синтеза ДНК-провируса, его переноса в ядро 
и интеграцию в геном клетки-хозяина, синтеза и со-
зревания новых вирионов [1]. Высокая изменчивость 
ВИЧ-1, вызванная тем, что обратная транскриптаза 
(ОТ) ВИЧ-1 не обладает корректирующей экзону-
клеазной активностью, вследствие чего транскрип-
ция всегда происходит с ошибками, приводит к обра-
зованию множества мутантных форм вируса, часть 
из которых лекарственно-устойчивые [2]. Поскольку 
лекарственно-устойчивые формы вируса постоян-
но образуются в организме ВИЧ-инфицированных 
и обнаруживаются, в том числе у так называемых 
первичных пациентов, ранее не принимавших анти-
ВИЧ-препараты, поиск средств, эффективно пода-
вляющих мутантные формы ВИЧ-1, остается акту-
альным.

ИНГИБИТОРЫ ЖИЗНЕННОГО ЦИКЛА

Жизненный цикл ВИЧ-1
Жизненный цикл ВИЧ-1 схематично изображен 
на  рис.  1А. Первичный контакт вируса с  незара-
женной клеткой осуществляется за счет неспеци
фического связывания с гепарансульфатами, рас-
положенными на поверхности клеточной мембраны. 
После первичного контакта белки оболочки вируса 
специфически взаимодействуют с поверхностными 
белками клетки (рецепторами). Рецептором ВИЧ-1 
является CD4, T-клеточный рецептор, относящий-
ся к суперсемейству иммуноглобулинов, с которым 
взаимодействуют гликопротеины оболочки виру-
са – gp120 и gp41. В качестве корецепторов ВИЧ-1 
использует хемокиновые рецепторы CCR5 и CXCR4 
[3]. Мутации в гене CCR5 могут существенно вли-
ять на инфекционный процесс. Так, делеция 32 п.н. 
в кодирующей области гена CCR5 (Δ32 CCR5) приво-
дит к тому, что в клетке синтезируется укороченная 
форма CCR5, которая не экспонируется на поверх-
ности клеточной мембраны. Такие клетки устойчивы 
к штаммам ВИЧ-1, которые в качестве корецептора 

РЕФЕРАТ Вирус иммунодефицита человека типа 1 (ВИЧ-1) является возбудителем одного из самых опас-
ных заболеваний – синдрома приобретенного иммунодефицита (СПИД). За 30 лет, прошедших с момента 
открытия вируса, разработан ряд препаратов, действие которых направлено на подавление различных 
стадий жизненного цикла ВИЧ-1. Этот подход позволяет подавить репликацию вируса, что существенно 
продлевает жизнь ВИЧ-инфицированных. К недостаткам этого метода относится возникновение у вируса 
устойчивости ко многим препаратам, что требует создания новых лекарственных средств, эффективных 
против устойчивых форм вируса. В настоящее время изучают возможности таких принципиально новых 
подходов к терапии СПИД, как использование нейтрализующих антител, редактирование генома и блоки-
рование латентной формы интегрированного провируса. В представленном обзоре рассмотрен традицион-
ный подход с использованием ингибиторов ВИЧ-1, а также перспективы других вариантов терапии.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ВИЧ-1, ингибиторы жизненного цикла вируса, редактирование генома, антивирусная 
терапия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; ОТ – обратная транскриптаза; НИОТ – 
нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы; ННИОТ – ненуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы; ВААРТ – высокоактивная антиретровирусная терапия; LTR – длинный концевой повтор. 
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используют CCR5 (R5-штаммы) [4, 5]. Мутации в гене 
CXCR4, приводящие к устойчивости клеток к зара-
жению, в настоящее время не обнаружены.

В результате слияния клеточной и вирусной мем-
браны капсид попадает в цитоплазму и разрушает-
ся. За этим следует обратная транскрипция – синтез 
ДНК-копии на матрице вирусной геномной РНК, ко-
торая сопровождается деградацией РНК и синтезом 
второй цепи ДНК. Все три стадии осуществляет один 
фермент – РНК-зависимая ДНК-полимераза, вхо-

дящая в состав вирусного нуклеокапсида. Конечный 
продукт полимеразной реакции – двухцепочеч-
ный ДНК-провирус – содержит все вирусные гены 
и фланкирован длинными 3’- и 5’-концевыми повто-
рами (long terminal repeat, LTR). В состав LTR вхо-
дят регуляторные элементы, в том числе промотор 
и энхансеры, выполняющие важные функции в ходе 
жизненного цикла ретровируса. 

ДНК-провирус встраивается в геном зараженной 
клетки, что необходимо для последующей репли-

А

РНК

капсид

оболочка

плазматическая мембрана

обратная 
транскриптаза

проникновение  
и распад  

оболочки

распад  
капсида

РНК

РНК

обратная транскриптаза

ДНК

ДНК

ДНК

обратная 
транскрипция

интеграза

интеграция 
ДНК-копии  
в геном клетки

транскрипция 
РНК-полимеразой 

клетки-хозяина интегрированный провирус

трансляция

протеаза

белок капсида
РНК

трансляция
протеаза
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сборка

почкование

Б

vif	 vpr	 rev	 vpu	 tat	 nef
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p53	 p160	 gp160

предшественник gag	 предшественник pol	 предшественник env

p18	 p24	 p15

белки капсида

p10	 p66/55	 p32 gp120  gp41

ферменты гликопротеины оболочки

протеаза интегразаобратная 
транскриптаза

Рис. 1. Жизненный цикл (А) и строение генома ВИЧ-1 (Б)
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кации вирусного генома и постоянной экспрессии 
в  зараженных клетках. В  интеграции участвует 
предынтеграционный комплекс (PIC), состоящий 
из вирусной интегразы, ОТ и ряда клеточных бел-
ков [6]. С  момента интеграции встроенный ДНК-
провирус ведет себя как часть клеточного генома, 
являясь самостоятельной транскрипционной еди-
ницей. Последующую транскрипцию интегриро-
ванного провируса, а также процессинг и сплайсинг 
новосинтезированной вирусной РНК осуществляют 
клеточные ферменты. Синтезированная вирусная 
РНК подвергается альтернативному сплайсингу. 
С  дважды сплайсированной РНК транслируют-
ся вспомогательные белки ВИЧ-1 – Tat, Rev, Vpu, 
Vpr, Vif (рис. 1Б). Со сплайсированной 1 раз РНК 
синтезируются регуляторный белок Nef и  пред-
шественник белка оболочки Env, необходимые 
на  поздних стадиях жизненного цикла вируса. 
Несплайсированная вирусная РНК включается 
в капсиды вновь образующихся вирусных частиц, 
а также служит матрицей для синтеза белков-пред-
шественников Gag и Gag/Рol, кодируемых генами 
gag (структурные белки – матриксный MA (р17), 
капсидный CA (р24) и  нуклеокапсидный NC (р7) 
и pol (вирусные ферменты – обратная транскрип-
таза (р66/51), интеграза (р32) и  протеаза (р10)). 
Изначально вирус формируется как неинфекцион-
ный незрелый вирион, который отпочковывается 
от мембраны инфицированной клетки. После отпоч-
ковывания происходит созревание вируса, в про-
цессе которого белки-предшественники расщепля-
ются вирусной протеазой, а продукты расщепления 
занимают свое функциональное положение внутри 
вирусной частицы [7].

Ингибиторы обратной транскриптазы
Большинство используемых лекарственных средств 
действует на один из ферментов ВИЧ-1: обратную 
транскриптазу, интегразу или протеазу (табл. 1). 
Ингибиторы ОТ можно условно разделить на  две 
группы: нуклеозидные и  нуклеотидные (НИОТ), 
и  ненуклеозидные (ННИОТ). Аналоги нуклеози-
дов и нуклеотидов представляют наиболее раннюю 
группу ингибиторов репликации ВИЧ, одобренных 
для клинического применения [8] (рис. 2). Эти соеди-
нения представляют собой предшественники суб-
стратов фермента, а не активную форму ингибитора. 
Проникая в клетку, они превращаются (посредством 
фосфорилирования клеточными киназами) в анало-
ги нуклеозидтрифосфатов, которые выступают в ка-
честве субстратов при синтезе провирусной кДНК. 
Встраивание НИОТ в растущую цепь кДНК приво-
дит к терминации обратной транскрипции из-за от-
сутствия 3’-гидроксильной группы. Таким образом 

НИОТ блокируют репликацию ВИЧ-1 на ранней ста-
дии жизненного цикла [9–11].

Первым ингибитором этого класса был азидо-
тимидин (Зидовудин) (1). Этот препарат был син-
тезирован в 1964 году и в течение нескольких лет 
испытывался как экспериментальный клеточный 
цитотоксин. После клинических испытаний, прове-
денных в 1985 году, было показано, что он подавля-
ет как инфекционные, так и цитопатические свой-
ства ВИЧ-1 [12]. К  2015 году FDA было одобрено 
клиническое использование семи препаратов. Один 
препарат – Никавир (6), созданный академиком 
А.А. Краевским и сотрудниками в Институте молеку-
лярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН, разре-
шен к применению в 1999 году и широко применяется 
в России и странах СНГ. Каждый из нуклеозидных 
аналогов специфично конкурирует с одним из кле-
точных нуклеозидтрифосфатов: АЗТ, Никавир (6) 
и ставудин (d4T) (3) – с dTTP, эмтрицитабин (FTC) 
(8) и ламивудин (3TC) (4) – с dCTP, диданозин (ddI) 
(2) и тенофовир (TDF) (7) – с dATP, а абакавир (ABC) 
(5) – с dGTP [13–17].

Некоторые НИОТ обладают высокой стабильно-
стью внутри клетки, что позволяет осуществлять 
длительное ингибирование вируса [8].

Нуклеотидные ингибиторы, в отличие от нуклео-
зидных, уже фосфорилированы, и после проникнове-
ния в клетку им требуется на одну стадию фосфори-
лирования меньше. Как и нуклеозидные ингибиторы, 

Рис. 2. Нуклеозидные и нуклеотидные ингибиторы об-
ратной транскриптазы ВИЧ-1. Нумерация соответству-
ет табл. 1
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нуклеотидные аналоги работают как терминаторы 
растущей цепи ДНК. Фосфонатная группа, которую 
они содержат, не может отщепляться клеточными 
гидролазами, а это значительно затрудняет выще-
пление встроившихся в растущую цепь ДНК нуклео-
тидных аналогов 3’-5’-экзонуклеазами по сравнению 

с нуклеозидными. Единственный нуклеотидный ин-
гибитор, применяемый в анти-ВИЧ-терапии, – тено-
фовир (7) [1].

Дизайн и синтез новых нуклеозидных и нуклео-
тидных аналогов – предмет работы многих иссле-
дователей, разрабатывающих препараты против 

Таблица 1. Анти-ВИЧ-препараты, разрешенные к применению*

Русское название Латинское название Коммерческое 
название

Одобрено 
FDA

Нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы (НИОТ, NRTI)
Зидовудин (1) Zidovudine (azidothymidine, AZT, ZDV) Retrovir 19/03/1987

Диданозин (2)
Didanosine (dideoxyinosine, ddI) Videx 09/10/ 1991

Delayed-release didanosine, enteric-coated didanosine, ddI EC) Videx EC 31/10/2000
Ставудин (3) Stavudine (d4T) Zerit 24/06/1994

Ламивудин (4) Lamivudine (3TC) Epivir 17/11/1995
Абакавир (5) Abacavir (ABC) Ziagen 17/12/1998
Фосфазид (6) Азидотимидин Н-фосфонат Никавир 05/10/1999**

Тенофовир (7) Tenofovir disoproxil fumarate
(tenofovir DF, TDF) Viread 26/10/2001

Эмтрицитабин (8) Emtricitabine (FTC) Emtriva 02/07/2003
Ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы (ННИОТ, NNRTI)

Невирапин** (9) Nevirapine (NVP) Viramune 21/06/1996
Невирапин ХR*** (10) Extended-release nevirapine (NVP XR) Viramune XR 25/03/2011

Делавирдин (11) Delavirdine (delavirdinemesylate, DLV) Rescriptor 04/04/1997
Эфавиренз (12) Efavirenz (EFV) Sustiva 17/09/1998
Этравирин (13) Etravirine (ETR) Intelence 18/01/2008

Рилпивирин (14) Rilpivirine (RPV) Edurant 20/05/2011
Ингибиторы протеазы (ИП, РI)

Саквинавир (15) Saquinavir (SQV) Invirase 06/12/1995
Ритонавир (16) Ritonavir (RTV) Norvir 01/03/1996
Индинавир (17) Indinavir (IDV) Crixivan 13/03/1996

Нелфинавир (18) Nelfinavir (NFV) Viracept 14/03/1997
Атазанавир (19) Atazanavir (ATV) Reyataz 20/06/2003

Фосампренавир (20) Fosamprenavir (FOS-APV, FPV) Lexiva 20/10/2003
Типранавир (21) Tipranavir (TPV) Aptivus 22/06/2005
Дарунавир (22) Darunavir (DRV) Prezista 23/06/2006

Ингибиторы интегразы (INI)
Ралтегравир (23) Raltegravir (RAL) Isentress 12/10/2007

Долутегравир (24) Dolutegravir (DTG) Tivicay 13/08/2013
Элвитегравир (25) Elvitegravir (EVG) Vitekta 24/09/2014

Прочие
Энфувиртид**** (26) Enfuvirtide (T-20) Fuzeon 13/03/2003
Маравирок***** (27) Maraviroc (MVC) Selzentry 06/08/2007

Кобицистат****** (28) Cobicistat, Tybost (COBI) Tybost 24/09/2014

*Порядковые номера соединений соответствуют номерам на рисунках.
**Одобрен к применению в Российской Федерации.
***Невирапин с пролонгированным сроком действия.
****Ингибитор слияния. 
*****Ингибитор взаимодействия вирус-корецептор.
******Фармакокинетический усилитель действия атазанавира (19) или дарунавира (22).
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ВИЧ-1. Новые нуклеозидные аналоги необходимы, 
потому что в ОТ ВИЧ-1 возникают точечные мута-
ции, сообщающие вирусу лекарственную устойчи-
вость. Клинические исследования показали, что у ин-
фицированных ВИЧ-1, получавших только АЗТ 
в течение полугода, заметно снижалась чувствитель-
ность к препарату [18]. Существуют штаммы вируса, 
полностью резистентные к действию АЗТ и других 
нуклеозидных аналогов [19–21].

Известны два варианта механизма, вызывающе-
го устойчивость ОТ к нуклеозидным ингибиторам. 
Первый – уменьшение сродства к искусственным 
субстратам относительно природных субстратов. 
Второй – увеличение уровня фосфоролитического 
выщепления встроенного в цепь терминатора [22, 23]. 
ОТ ВИЧ-1 несмотря на то, что не обладает 3’-экзо-
нуклеазной активностью, способна катализировать 
реакцию пирофосфоролиза, обратную реакции по-
лимеризации [24].

Ненуклеозидные ингибиторы ОТ (рис.  3) – это 
неконкурентные ингибиторы, которые связывают-
ся в так называемом гидрофобном кармане вблизи 
каталитического центра фермента. В силу своей ги-
дрофобности ННИОТ способны попадать в клетку 
и не требуют никаких дополнительных реакций [25]. 
Одобрено клиническое применение пяти препара-
тов этой группы: невирапина (10), делавирдина (11), 
эфавиренза (12), этравирина (13) и рилпивирина (14). 
Первым препаратом этой группы, утвержденным 
в качестве лекарственного средства в 1996 году, стал 

невирапин [26]. Сейчас этот препарат редко назнача-
ют, поскольку широко распространены мутантные 
формы ВИЧ-1, устойчивые к действию невирапина. 
Из препаратов этой группы первичным пациентам 
в настоящее время наиболее часто назначают эфа-
виренз [27].

ННИОТ имеют различную химическую структуру, 
сходно только их действие на фермент. Ингибиторы 
этой группы специфичны к ОТ ВИЧ-1 и не активны 
в отношении других ретровирусов.

Изначально полагали, что  ННИОТ связывают-
ся только с фермент-субстратным комплексом [28]. 
Позже показали, что ННИОТ связываются с ОТ неза-
висимо от субстрата [29, 30], однако некоторые из них 
обладают повышенным сродством к ферменту в при-
сутствии субстрата [31]. При этом ННИОТ не только 
не препятствуют связыванию субстрата в активном 
центре, но даже способствуют ему [32, 33]. Эта осо-
бенность позволяет использовать ННИОТ совместно 
с НИОТ. Показано, что ННИОТ также способны пода-
влять активность РНКазы H в составе ОТ [34].

Большинство мутаций, придающих устойчивость 
к ННИОТ, находятся в сайте связывания ННИОТ. 
Всего обнаружено более 40 мутаций, которые in vivo 
и in vitro делают ОТ устойчивой к ННИОТ. Однако, 
если такие давно используемые препараты, как не-
вирапин, неэффективны против мутантного фер-
мента, то новые препараты, так называемые ННИОТ 
второго поколения, этравирин или рилпивирин, обла-
дают достаточной ингибиторной активностью против 
мутантных форм ОТ [35].

Ингибиторы протеазы ВИЧ-1
Второе место по клиническому использованию по-
сле ингибиторов ОТ занимают ингибиторы протеазы 
(рис. 4). Большинство этих соединений представляют 

Рис. 3. Ненуклеозидные ингибиторы обратной транс-
криптазы ВИЧ-1 Рис. 4. Ингибиторы протеазы ВИЧ-1
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собой пептидомиметики, которые действуют по од-
ному и тому же принципу, связываясь с активным 
центром фермента. В отличие от природной мише-
ни, ингибиторы не подвержены протеолитическому 
расщеплению, поскольку вместо пептидных связей 
[–NH–CO–] содержат гидроксиэтиленовые [–CH

2
–

CH(OH)–]. Связываясь с ферментом в его активном 
центре, они конкурируют с природными субстрата-
ми протеазы и препятствуют ее функционированию, 
что приводит к резкому снижению протеолитиче-
ского процессинга вирусных белков [36–38]. Первым 
из ингибиторов этой группы стал саквинавир (15) 
[39]. В настоящее время используются восемь инги-
биторов протеазы, это самая многочисленная группа 
одобренных ингибиторов ВИЧ-1 (15–22). Механизм, 
вызывающий устойчивость ВИЧ-1 к действию ин-
гибиторов протеазы, заключается в замене амино-
кислотного остатка в вирусной протеазе, что приво-
дит к снижению сродства к ингибитору, в то время 
как природные субстраты продолжают взаимодей-
ствовать с лекарственно-устойчивой протеазой [40]. 
Изменение сродства к природным субстратам также 
ухудшает эффективность самой протеазы. Как след-
ствие, в лекарственно-устойчивых формах вируса 
возникают компенсаторные мутации, направленные 
на реорганизацию эффективности фермента, не вли-
яющие непосредственно на устойчивость к ингибито-
ру [41].

Ингибиторы интегразы ВИЧ-1
Активная разработка ингибиторов этой группы на-
чалась с 2000 года, когда было показано, что дике-
тоновые органические кислоты, например препарат 
L-731,988, ингибируют интеграцию и репликацию 
ВИЧ-1 в культуре клеток, в частности, стадию встра-
ивания ДНК-провируса в клеточную геномную ДНК 
[42]. Это стало первым указанием на то, что ингиби-
торы интегразы могут стать потенциальными про-
тивовирусными препаратами. Первым ингибитором 
интегразы, одобренным в 2007 году в качестве ле-
карственного средства, был ралтегравир (Isentress®) 
(23). Ралтегравир показал очень высокую эффектив-
ность и быстро стал одним из самых часто использу-
емых препаратов [43–45]. Сейчас используются три 
препарата этой группы: ралтегравир, долутегравир 
(24) и элвитегравир (25) (рис. 5), которые связывают-
ся с комплексом интеграции и препятствуют встраи-
ванию ДНК-провируса в геномную ДНК.

Ингибиторы проникновения вируса в клетку
Помимо ингибиторов ферментов ВИЧ-1, разра-
батываются ингибиторы, действующие на других 
стадиях жизненного цикла вируса. Ингибиторы 
проникновения вируса в  клетку, применяемые 

при ВИЧ-инфекции, можно разделить на два вида: 
ингибиторы слияния мембран вируса и клетки и ин-
гибиторы связывания белков оболочки вируса с ре-
цепторами.

В настоящее время известен только один инги-
битор слияния, одобренный в качестве лекарствен-
ного средства – энфувиртид (Fuzeon®) (26) (рис. 6). 
Это синтетический полипептид, состоящий из  36 
аминокислотных остатков, последовательность ко-
торых гомологична участку трансмембранного гли-
копротеина оболочки ВИЧ-1 gp41, состоящему 
из гептадных повторов, потому энфувиртид спосо-
бен с ним взаимодействовать [46, 47]. Вследствие 
этого взаимодействия изменяется конформация 
gp41, что предотвращает слияние вируса с клет-
кой. Энфувиртид – единственный синтетический 
полимер из  всех одобренных препаратов против 
ВИЧ-1, что обуславливает его высокую стоимость. 
Энфувиртид выпускается в виде инъекционной фор-
мы, он вводится дважды в день, что затрудняет его 
использование.

Ингибиторы связывания белков оболочки ВИЧ-1 
с рецепторами должны взаимодействовать с одним 
из корецепторов, CCR5 или CXCR4, с которыми взаи-
модействует частица ВИЧ-1 при контакте с клеткой. 
В настоящее время эта группа представлена только 
препаратом маравирок (Selzentry®) (27) (рис. 5), ко-
торый взаимодействует с корецептором CCR5 [48]. 
Разрабатываются и другие ингибиторы этой группы. 
Главный недостаток ингибиторов CCR5 – неспособ-
ность воздействовать на X4-штаммы ВИЧ-1, кото-
рые используют корецептор CXCR4 [1]. 

В качестве потенциальных антивирусных препа-
ратов рассматриваются полисахариды из морских 
водорослей, а также производные хитозана. Эти сое-
динения, действующие на стадии проникновения ви-
руса в клетку, показали свою эффективность против 

Рис. 5. Прочие ингибиторы жизненного цикла ВИЧ
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ВИЧ-1 и других ретровирусов in vitro, но они не при-
няты в  настоящее время в  качестве лекарствен-
ных средств, поскольку не  обладают гомогенным 
составом и  четко определяемой структурой [49]. 
Сульфатированные полисахариды по своей струк-
туре близки к гепарансульфатам – первичным не-
специфическим клеточным рецепторам, с которыми 
взаимодействует ВИЧ-1. Предположительно, они 
связываются с белком оболочки ВИЧ-1 и препят-
ствуют его взаимодействию с рецепторами на по-
верхности клетки. Как  правило, полисахариды 
с высокой молекулярной массой и степенью сульфа-
тирования обладают более выраженной антивирус-
ной активностью [50].

К клиническому применению разрешен еще один 
препарат – кобицистат (28). В отличие от перечислен-
ных выше соединений, кобицистат не является инги-
битором какой-либо стадии жизненного цикла ВИЧ-
1. Кобицистат действует как фармакокинетический 
усилитель (энхансер) действия атазанавира или да-

рунавира, он используется в качестве добавки к кок-
тейлям, применяемым в терапии ВИЧ-инфекции. 

Высокоактивная антиретровирусная терапия
В терапии ВИЧ-инфекции обычно используют соче-
тание разных групп ингибиторов. Сначала это были 
нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы 
в сочетании с ненуклеозидными ингибиторами об-
ратной транскриптазы и ингибиторами протеазы. 
Этот метод получил название высокоактивной анти-
ретровирусной терапии (ВААРТ). Комбинация трех 
или более ингибиторов позволяет снизить дозу каж-
дого из них, увеличивает эффективность благодаря 
одновременному воздействию на несколько стадий 
жизненного цикла ВИЧ-1 и уменьшает вероятность 
возникновения новых форм вируса с лекарственной 
устойчивостью. Применение в коктейле двух типов 
ингибиторов одного фермента – ОТ – объясняется 
направленностью этих ингибиторов на разные функ-
циональные участки фермента, что предопределя-

Рис. 6. Структура энфувиртида
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ет усиленное блокирование его функции. В табл. 2 
приведены разрешенные коктейли анти-ВИЧ-
препаратов, применяемых при ВААРТ.

ДРУГИЕ ПОДХОДЫ К ЛЕЧЕНИЮ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ
За последние 25 лет внимание исследователей было 
сосредоточено в основном на развитии и оптими-
зации препаратов, направленных на  подавление 
репликации ВИЧ-1. Применяемая антивирусная 
терапия, в том числе ВААРТ, имеет свои ограниче-
ния. Пациенты вынуждены принимать препараты 
в течение всей жизни, при этом появляются новые 
мутантные формы вируса, обладающие устойчиво-
стью к широкому спектру лекарственных препара-
тов. При длительной терапии возможно развитие на-
копительного токсического эффекта применяемых 
препаратов. Многие специалисты сходятся во мне-
нии, что нужен новый подход, при котором постоян-
ной ремиссии можно добиться при более щадящем 
вмешательстве. Кроме того, ингибиторы жизненного 
цикла подавляют ВИЧ-1 только в клетках, в которых 
происходит активное размножение вируса, но они 
не действуют на вирус, находящийся в латентном 
состоянии. Копии вирусного генома встраиваются 
в геном Т-клеток памяти (CD4+ Т-клетки) и оста-
ются невидимыми для иммунной системы [51, 52]. 
Индукция транскрипции в таких клетках приводит 
к образованию инфекционных вирусных частиц [53]. 

В  качестве альтернативного варианта рассма-
тривается создание вакцины против ВИЧ-1. Первая 
вакцина была разработана в начале 2000-х, одна-
ко, эффект вакцинации был намного ниже эффекта 
классических анти-ВИЧ-препаратов [54, 55]. В насто-
ящее время проводятся клинические испытания ак-
тивности так называемых нейтрализующих антител 

широкого спектра. Результаты предварительных ис-
следований позволяют предположить, что нейтрали-
зующие антитела могут стать перспективным анти-
ВИЧ-препаратом [56, 57].

В настоящее время изучается возможность воз-
действия на вирус, находящийся в латентном состо-
янии. Существуют два варианта стратегии, назван-
ные стерилизующим и функциональным лечением. 
Под стерилизующим лечением понимается полное 
очищение организма от  вирусного генома путем 
уничтожения клеток, несущих интегрированный в их 
геном провирус; под функциональным – полное пода-
вление активности вируса в организме, включающее 
блокирование реактивации провируса, находящегося 
в латентном состоянии. 

Один из  вариантов стерилизующей терапии – 
пересадка костного мозга от доноров, устойчивых 
к ВИЧ-инфекции (например, несущих в своем геноме 
мутантный ген одного из корецепторов ВИЧ-1, Δ32 
CCR5). В 2009 году показали, что таким методом мож-
но полностью излечить человека от ВИЧ-инфекции, 
т.е. удалить из организма все копии вирусного генома. 
Этот случай получил название «берлинский паци-
ент» [58]. Пациент прошел радиационную терапию 
и пересадку костного мозга от донора с Δ32 CCR5, 
в дальнейшем после отмены анти-ВИЧ-терапии ви-
рус в его организме не обнаруживался. Вначале этот 
случай вызвал большой оптимизм у медиков, однако 
к настоящему времени есть примеры, когда данный 
подход не оказал ожидаемого эффекта, потому по-
иски других методов терапии продолжаются.

Выведение провируса из латентного состояния
Один из  вариантов стерилизующей терапии – 
«включение» провирусов, находящихся в латентном 

Таблица 2. Комбинации препаратов (коктейли), применяемые в комплексной терапии ВИЧ-инфекции

Cостав Коммерческое 
название Одобрено FDA

Ламивудин/Зидовудин (3TC / ZDV) Combivir 27/9/1997
Абакавир/Ламивудин/ Зидовудин (ABC / 3TC / ZDV) Trizivir 14/11/ 2000

Абакавир/Ламивудин (ABC/3TC) Epzicom 2/8/2004
Эмтрицитабин / Тенофовир (FTC / TDF) Truvada 2/8/2004

Эфавиренз/Эмтрицитабин/Тенофовир (EFV / FTC / TDF) Atripla 12/6/2006
Эмтрицитабин/Рилпивирин/Тенофовир (FTC / RPV / TDF) Complera 10/8/2011

Элвитегравир/Кобицистат/Эмтрицитабин/Тенофовир 
(QUAD, EVG / COBI / FTC / TDF) Stribild 27/8/2012

Абакавир/Долутегравир/ Ламивудин (ABC/DTG/3TC)  Triumeq  22/8/ 2014 
Атазанавир/Кобицистат (ATV / COBI) Evotaz 29/1/2015
Дарунавир/Кобицистат (DRV / COBI) Prezcobix 29/1/2015

Элвитегравир/Кобицистат/Эмтрицитабин/Тенофовир алафенамид  
(EVG / COBI / FTC / TAF) Genvoya 5/11/2015
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состоянии. Лекарственные препараты, способные вы-
водить провирус из латентного состояния, теорети-
чески могут последовательно индуцировать транс-
крипцию генома ВИЧ-1, синтез вирусных белков 
и появление инфекционных частиц ВИЧ-1, что при-
ведет к гибели инфицированной клетки и уменьшит 
количество копий латентной формы ВИЧ-1 в геноме 
человека. Этот подход получил название «shock and 
kill». Предполагается, что клетки, несущие копии ви-
русного генома, либо погибнут в результате цитопа-
тического действия вируса, либо будут уничтожены 
в результате действия иммунной системы. При ис-
пользовании этого подхода необходима поддержива-
ющая терапия ингибиторами ВИЧ-1, чтобы предот-
вратить распространение реактивированного вируса. 

В качестве возможных препаратов изучали во-
риностат – ингибитор гистондеацетилазы, исполь-
зуемый в терапии опухолей [59]. На клетках, полу-
ченных от больных, и в дальнейших клинических 
испытаниях показано, что ингибитор может инду-
цировать транскрипцию вирусных генов у части па-
циентов. В то же время вориностат обладает цито-
токсичностью, а поскольку он эффективен не во всех 
случаях, то широкое клиническое применение это-
го препарата в  настоящее время проблематично. 
Проводятся клинические испытания и других инги-
биторов гистондеацетилазы [60, 61].

Этот подход имеет не  менее двух недостатков. 
Первый – возможность побочных эффектов в виде 
неспецифической индукции транскрипции генов хо-
зяйской клетки. Второй – невозможно предсказать, 
погибнут ли все клетки с индуцированным провиру-
сом. Есть данные, что иммунная система распознает 
не все подобные клетки [62]. Для развития этого под-
хода необходимо дополнительно разработать метод 
эффективного уничтожения клеток, несущих в себе 
активированный провирус. 

Параллельно с изучением возможности «стерили-
зации» организма от всех копий провируса ведутся 
работы по поиску функционального лечения, не тре-
бующего полного удаления всех копий вирусного 
генома, но эффективно подавляющего его потенци-
альную активность, чтобы не требовалось постоянно 
применять ингибиторы жизненного цикла ВИЧ-1.

Ингибирование транскрипции интегрированного 
провируса
Одной из  возможных терапевтических мишеней 
является белок Tat ВИЧ-1 и комплекс Tat/TAR/P-
TEFb. Tat – один из регуляторных белков ВИЧ-1, 
активатор транскрипции. Tat связывается с так на-
зываемой областью TAR – участком длиной 60 ну-
клеотидов, расположенным на 5’-конце растущей 
цепи РНК, при транскрипции, не влияя на инициа-

цию транскрипции, но увеличивая процессивность 
РНК-полимеразы и тем самым многократно усиливая 
транскрипцию. Киназа P-TEFb, третий компонент 
комплекса, также может служить мишенью для те-
рапии. Ингибирование формирования и активности 
этого комплекса будет приводить к снижению уровня 
транскрипции и препятствовать реактивации про-
вируса [63, 64]. В настоящее время разрабатываются 
низкомолекулярные ингибиторы, действующие либо 
на белок Tat, либо на TAR. Для подбора потенциаль-
ных низкомолекулярных ингибиторов используется 
метод компьютерного моделирования.

Последовательность TAR высококонсерватив-
на среди штаммов ВИЧ-1, потому можно подобрать 
универсальные препараты, взаимодействующие 
с TAR. Эффективными блокаторами Tat-зависимой 
транскрипции являются хинолоны [65, 66]. В настоя-
щее время установлен молекулярный механизм свя-
зывания с мишенью только некоторых соединений, 
показавших ингибиторную активность. Например, 
6-аминохинолон WM5 блокирует взаимодействие 
Tat и TAR, специфически связываясь с TAR. В то же 
время некоторые производные хинолонов ингибиру-
ют Tat-зависимую транскрипцию, но при этом не вы-
явлено их взаимодействия с комплексом TAR/Tat 
[67].

Существует ряд низкомолекулярных соединений, 
взаимодействующих с белком Tat и блокирующим 
его связывание с TAR. Эти препараты еще не ис-
пользуются в анти-ВИЧ-терапии. В настоящее вре-
мя один из них, блокатор Tat триптолид, проходит 
клинические испытания. Триптолид – природное 
соединение, выделенное из растения Tripterygium 
wilfordii. Показано, что триптолид способствует бы-
строй деградации Tat в клетках, препятствуя таким 
образом Tat-зависимой транскрипции [68].

Редактирование генома
Совершенно новый вариант анти-ВИЧ-1-терапии – 
генная терапия, включающая редактирование инте-
грированного провируса с блокированием его даль-
нейшего функционирования. В  2013 году метод 
CRISPR/Cas9 использовали на модельных клетках 
линий HEK293 и HeLa, несущих в геноме экспрес-
сирующую кассету, содержащую ген, кодирующий 
GFP, и  последовательность, кодирующую белок 
Tat ВИЧ-1, под контролем LTR ВИЧ-1. Показано, 
что  в  результате активности системы CRISPR/
Cas9, направленной на редактирование последова-
тельности LTR, в клетках линии HEK293 снижается 
уровень экспрессии GFP. Аналогичные результаты 
получены и на модельных клетках линии Jurkat, не-
сущих имитацию латентной формы провируса в ге-
номе, что указывает на возможность использования 
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системы CRISPR/Cas9 для предотвращения реакти-
вации латентной формы провируса.

В этой работе показано, что последовательность 
TAR может использоваться в  качестве мишени 
для редактирования генома системой CRISPR/Cas9 
[69]. Другой вероятной мишенью является корецеп-
тор ВИЧ-1 CCR5 [70–72].

Однако перед применением этой системы в кли-
нической практике необходимо разработать эффек-
тивную систему доставки, а также провести серию 
доклинических испытаний. Можно утверждать, 
что этот метод обладает большим потенциалом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Антивирусная терапия с использованием ингибито-
ров ВИЧ-1 остается в настоящее время единствен-
ным активно применяемым методом. Использование 

в  рамках ВААРТ комбинации препаратов, дей-
ствие которых направлено на подавление разных 
стадий жизненного цикла ВИЧ-1, позволяет мини-
мизировать недостатки этого подхода, поскольку 
при ВААРТ снижена вероятность селективного отбо-
ра лекарственно-устойчивых форм вируса и требу-
ются меньшие дозы всех препаратов, что уменьшает 
возможность развития накопительного токсического 
эффекта. Разрабатываемые новые варианты терапии 
нуждаются в дальнейшем изучении и проведении 
клинических испытаний, однако они представляют-
ся перспективными для использования в будущем. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных 

исследований (грант № 16-34-00989 мол_а).
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ВВЕДЕНИЕ
Молекулярные маркеры, основанные на флуорес-
ценции, давно используются как инструмент для ви-
зуализации биомолекул in vitro. Флуоресцентное 
мечение с  помощью синтетического флуорофора 
было впервые описано в 1942 году, когда с использо-
ванием флуоресцеинизотиоцианата (FITC) получили 
меченые антитела против пневмококков [1]. Вплоть 
до 1980-х годов флуоресцентное мечение применя-
лось в основном для анализа фиксированных био-
логических образцов. За последнее двадцатилетие 
разработан ряд методов, позволяющих включать 
флуоресцентные метки в живые объекты [2], в част-
ности, в виде генетически кодируемых химер це-
левых клеточных белков (ЦКБ) с GFP-подобными 
флуоресцентными белками (ФБ) [3–5]. Однако в ряде 
случаев для анализа живых систем необходимы низ-
комолекулярные флуоресцентные зонды [6, 7] и на-
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РЕФЕРАТ В последнее десятилетие прогресс в методах визуализации живых систем с помощью флуорес-
центных маркеров был в основном связан с обнаружением различных вариантов цветных флуоресцентных 
белков. Применение этих белков имеет свои ограничения. В ряде случаев предпочтительно использовать 
флуоресцентные зонды на основе небольших органических молекул. В обзоре рассмотрен арсенал синте-
тических низкомолекулярных флуорофоров, который перекрывает практически весь спектр от УФ до ви-
димой и ближней инфракрасной области. Приведены данные по сайт-направленным реакциям включения 
синтетических флуорофоров в целевые клеточные белки. Обсуждается применение низкомолекулярных 
флуорофоров для решения различных биологических задач, в частности, для определения локальных кон-
центраций ионов и рН в живых системах.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА измерение концентрации ионов, измерение локального рН, сайт-направленная реакция, 
флуорофор, флуоресцентная микроскопия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЦКБ – целевой клеточный белок; ФБ – флуоресцентный белок; АГТ – O6-
алкилгуанинтрансфераза; еДГФР – дигидрофолатредуктаза; ТМП – триметоприм; DAPI – 4’,6-диамидино-
2-фенилиндол; NBD – 4-нитробензо-2-окса-1,3-диазол; дансилхлорид – (5-(диметиламино)
нафталин-1-сульфонилхлорид); EDANS – 5-((2-аминоэтил)амино)нафталин-1-сульфоновая кислота; 
FRET – фёрстеровский резонансный перенос энергии; SRh 101 – сульфородамин 101; BODIPY – 4,4-дифтор-
4-бора-3а,4а-диаза-s-индацен; FITC – флуоресцеинизотиоцианат; λex – максимум возбуждения; λem – макси-
мум эмиссии; ε – коэффициент экстинкции; Ф – квантовый выход.

правленная модификация ими ЦКБ [8, 9]. Основное 
преимущество этих флуорофоров – их небольшой 
размер и доступность соединений с заданными хими-
ческими и фотофизическими свойствами. 

Возможность применения каждого конкретного 
флуорофора определяется его химическими (ре-
акционная способность, растворимость, липофиль-
ность, рК

а
, стабильность) и фотофизическими (мак-

симум возбуждения (λ
ex

), максимум эмиссии (λ
em

), 
коэффициент экстинкции (ε), квантовый выход (Φ), 
время жизни в возбужденном состоянии, фотоста-
бильность) свойствами. Наиболее универсальный 
параметр, определяющий чувствительность метода 
для различных флуорофоров, – произведение ко-
эффициента экстинкции и квантового выхода (ε × 
Φ). Эта величина прямо пропорциональна яркости 
и учитывает количество поглощенного света и эф-
фективность эмиссии флуорофора.



38 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 4 (31)  2016

ОБЗОРЫ

СВОЙСТВА СИНТЕТИЧЕСКИХ ФЛУОРОФОРОВ

Флуорофоры с эмиссией флуоресценции в УФ- 
и синей области спектра
Флуорофоры с  эмиссией в  УФ-области спектра 
не так часто применяются для  мечения объектов 
живых систем, поскольку УФ-свет для них токси-
чен. Кроме того, флуоресцентные сигналы этих ме-
ток сложно отличить от автофлуоресценции самой 
клетки. Классический пример флуорофоров с эмис-
сией в ближней УФ-области спектра – производные 
пирена (рис. 1), которые характеризуются λ

ex
 = 340 

нм, λ
em

 = 376 нм, высокими значениями квантового 
выхода Φ = 0.75, химической устойчивостью и боль-
шими временами жизни флуоресценции, что позво-
ляет молекулам флуорофора образовывать эксиме-
ры с батохромным сдвигом в спектрах эмиссии. Эти 
свойства пиренов используются для мониторинга 
конформационных изменений в структуре белков 
[10], а также для определения концентрации ионов 
некоторых металлов [11, 12]. Производные пирена, 
такие, как  8-гидрокси-1,3,6-пирентрисульфонат 
(пиранин, рис.  1), применяют в  качестве рН-
индикаторов, а  также сенсоров ионов Cu+ [13]. 
Производное 8-O-карбоксиметилпиранин имеет 
λ

ex
/λ

em
 401.5/428.5 нм и ε = 2.5 × 104 М-1см-1 (405 нм). 

Этот флуорофор может использоваться в качестве 
яркой, фотостабильной метки, излучающей в фио-
летовой области спектра, для многоцветного мечения 
клеточных объектов [14].

Флуоресцентные маркеры, основанные на про-
изводных кумарина, широко используются в  ка-
честве хемосенсоров и в мечении биомолекул [15, 
16]. Введение заместителя в 7-й позиции кумарина 
позволяет получить флуорофоры с эмиссией в ви-
димой области спектра, например, 7-гидрокси-
4-метилкумарин (рис.  2). Этот флуорофор име-
ет λ

ex
 = 360 нм, λ

em
 = 450 нм, ε = 1.7 × 103 М-1см-1 и 

Φ = 0.63. Производные 7-гидроксикумарина служат 
внутриклеточным флуоресцентным сенсором фос-
фатазной активности, а его смешанные карбонаты 
используют для определения липазной и эстераз-
ной активностей [17, 18]. Родственное соединение 

7-амино-4-метилкумарин (рис.  2) проявляет та-
кие же спектральные свойства, как и гидрокси-про-
изводное при значениях рН выше 5. 

Производное индола 4’,6-диамидино-2-фенилин
дол (DAPI; рис. 3) впервые синтезировали в 1971 году 
в лаборатории Отто Данна в поисках лекарств против 
трипаносомоза. Это соединение оказалось неудач-
ным в качестве лекарственного средства, но облада-
ло способностью связываться с ДНК [19]. Поскольку 
связывание DAPI c ДНК сопровождается значи-
тельным увеличением флуоресценции в синей обла-
сти спектра (в связанном с ДНК виде λ

em
 = 461 нм), 

этот маркер широко используется для мечения ДНК 
в живой клетке [20]. Недавно показали, что при ос-
вещении УФ-светом либо лазером с длиной волны 
405 нм DAPI претерпевает фотопревращение [21, 
22]. При возбуждении фотоконвертированной формы 
DAPI с помощью аргонового лазера при 458 нм мак-

Пирен� Пиранин

Рис. 1. Флуорофоры на основе конденсированных 
ароматических соединений с эмиссией в УФ- и синей 
области спектра

Рис. 2. Флуорофоры на основе производных кумарина

7-гидрокси-4-метилкумарин� 7-амино-4-метилкумарин

Рис. 3. Cинтетические флуорофоры с эмиссией в сине-циановой области спектра

DAPI	 Hoechst 33342	 Биман 
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симум эмиссии флуорофора сдвигается в зеленую 
область спектра (505 нм). Кроме того, фотоконверти-
рованная зеленая форма флуорофора обесцвечива-
ется при возбуждении синим цветом [22]. Это свой-
ство использовано в локализационной микроскопии 
единичных молекул (метод SMLM субдифракцион-
ной микроскопии) ДНК, что позволило реконструи-
ровать точную карту распределения этих молекул 
в ядрах клеток и в хромосомах в процессе митоза [20].

Флуоресцирующие производные дибензимида-
зола были впервые получены и применены хими-
ческой компанией Hoechst AG для флуоресцентной 
микроскопии. Соединение Hoechst 33342 (рис. 3) флу-
оресцирует в цианово-синей области спектра и име-
ет максимум эмиссии при 461 нм. Оно связывается 
с ДНК, хорошо проникает через клеточную мембрану 
и пригодно для экспериментов в живой клетке [20]. 

Биман, 1,5-диазабицикло[3.3.0]окта-3,6-диен-
2,8-дион (рис. 3), имеет λ

ex
 = 390 нм, λ

em
 = 482 нм 

и Φ = 0.3. Флуоресценция бимана тушится в присут-

ствии триптофана и тирозина, причем степень туше-
ния зависит от расстояния между этими остатками 
(≤ 10–15 нм). Это свойство флуорофора использовали 
для определения конформационных изменений фер-
ментов в реальном времени при связывании субстра-
та [23, 24].

Флуорофоры с эмиссией в зелено-желтой области 
спектра
NBD (4-нитробензо-2-окса-1,3-диазол) и его про-
изводные обладают эмиссией в  зеленой области 
спектра. NBD-хлорид (рис.  4) реагирует по  ами-
но- и тиоловым группам. Соединения NBD-хлорида 
с  первичными аминами обладают максимумами 
возбуждения и эмиссии λ

ex
 = 465 нм, λ

em
 = 535 нм 

(ε = 2.2 × 104 М-1см-1 и Φ = 0.3). Другое производное 
NBD, селективно взаимодействующее с цистеином, 
успешно использовали в качестве флуоресцентного 
сенсора Cys в клетках HeLa [25]. Чувствительность 
производных NBD к  микроокружению оказалась 

Рис. 4. Флуорофоры с эмиссией в зелено-желтой области спектра

NBD-хлорид	  Дансилхлорид	  EDANS	  Люцифер желтый

Лактон� Хиноидная форма

Флуоресцеин
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важной при получении липидных маркеров [26, 27] 
или новых субстратов киназ [28]. На основе NBD соз-
даны сенсоры Cu2+ и S2-, позволяющие определять 
концентрацию этих ионов в живой клетке [29]. 

NBD-SCN использовали для детекции цистеина 
и гомоцистеина. Замена тиоцианатной группы на ци-
стеин или гомоцистеин приводит к 470- и 745-кратно-
му увеличению интенсивности флуоресценции NBD 
при 550 нм соответственно [30]. Кроме того, NBD-SCN 
обладает достаточно высокой мембранопроницаемо-
стью и может применяться для визуализации кон-
центрационных изменений цистеина и гомоцистеина 
в живой клетке [30].

В число наиболее часто используемых флуоро-
форов с эмиссией в зеленой спектральной области 
входят производные нафталина. Эта группа ме-
ток включает в себя реагирующий по аминогруп-
пам дансилхлорид и EDANS (рис. 4). Производные 
этого соединения имеют λ

ex
 = 336 нм, λ

em
 = 520 нм, 

ε = 6.1 × 103 М-1см-1 и Φ = 0.27. Флуоресцентные мар-
керы на основе EDANS в настоящее время приме-
няют в экспериментах in vivo [31]. Еще один флу-
орофор – 4-амино-3,6-дисульфонилнафталимид, 
характеризуется эмиссией флуоресценции в жел-
той области спектра. Карбогидразид этого соедине-
ния под названием Люцифер желтый (λ

ex
 = 428 нм, 

λ
em

 = 534 нм, рис. 4) применяется в качестве полярной 
метки и в экспериментах при двухфотонном возбуж-
дении [32].

Флуорофор флуоресцеин (рис.  4) обладает не-
обычными свойствами: в водных растворах он мо-
жет существовать в  семи прототропных формах, 
включая наиболее биологически значимые моно-
анионную и дианионную, которые взаимопревра-
щаются с рК

а 
~ 6.4 [33]. Дианион представляет собой 

форму с наибольшей флуоресценцией (λ
ex

 = 490 нм, 
λ

em
 = 514 нм, ε = 9.3 × 104 М-1см-1 и Φ = 0.95). рН-

чувствительность производных флуоресцеина была 
использована для получения флуоресцентных рН-
индикаторов [34, 35]. На основе этих производных 

получены сенсоры ионов различных металлов, на-
пример, Fluo-3 для измерения концентрации ионов 
кальция в живых клетках [36, 37]. Флуоресцеин су-
ществует в двух равновесных формах – в виде лак-
тона и в хиноидной форме (рис. 4). Ацилирование 
или  алкилирование фенольных групп приводит 
к фиксации молекулы в виде нефлуоресцентного 
лактона, что может быть использовано для получе-
ния флуорогенных субстратов ряда ферментов [38, 
39]. Флуорофоры на основе флуоресцеина облада-
ют и существенными недостатками. У них высокая 
скорость фотообесцвечивания, их широкая полоса 
эмиссии ограничивает применение этих флуорофо-
ров в многоцветном мечении клеточных объектов, 
также они обладают выраженной тенденцией к само-
тушению при высоких плотностях включения метки 
в ЦКБ.

Еще одна группа синтетических флуорофоров 
с эмиссией в зеленой области основана на произво-
дных родамина. Введение различных заместителей 
в структуру родамина позволяет настраивать его 
спектральные характеристики. Наиболее харак-
терный пример – родамин 110 (рис. 5) (λex

 = 497 нм, 
λ

em
 = 520 нм, ε = 7.6 × 104 М-1см-1 и Φ = 0.88 [40]). 

Введение заместителей в виде четырехчленных азе-
тидиновых колец по двум атомам азота значительно 
увеличивает квантовый выход и яркость флуорофо-
ра [41], в то время как введение четырех метильных 
групп по атомам N, N’ приводит к смещению мак-
симумов возбуждения и эмиссии в более длинно-
волновую область (λ

ex
/ λ

em
 548/572 нм), но снижает 

квантовый выход флуорофора (Φ = 0.41) в водных 
растворах [42]. Родамины, содержащие вместо ами-
ногрупп жесткие циклические системы, имеют бо-
лее высокие квантовые выходы и спектры, сдвину-
тые в более длинноволновую область. В частности, 
сульфородамин 101 (Texas Red) (рис. 5) и его произ-
водные – одни из наиболее часто применяемых в кле-
точной биологии [43, 44], используются также в ка-
честве фотосенсибилизаторов в фотодинамической 

Рис. 5. Cинтетические флуорофоры на основе производных ксантена

Родамин 110	 Сульфородамин 101	 Семинафтородафлуор	 Нафтофлуоресцеин
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терапии [45]. Родаминовые метки вместе с флуорес-
цеином входят в состав FRET-пар [46, 47]. При заме-
щении обеих аминогрупп родамина можно получить 
его нефлуоресцирующее производное. Это свойство 
используется в синтезе фотоактивируемых аналогов 
родамина [48] и для получения флуорогенных суб-
стратов при изучении механизмов ферментативного 
катализа. Производные родамина 110 использовали 
в качестве субстратов для определения активности 
различных ферментов [49]. Гибридные флуорофоры, 
состоящие из квантовой точки и родамина, соеди-
ненных полипептидом, расщепляемым каспазой-1, 
использовали в тестах на апоптоз [50]. Производные 
родамина применяют также при конструировании 
индикаторов pH и ионов некоторых металлов [51, 52].

Соединения под общим торговым названием Alexa 
Fluor объединяют большую группу гидрофильных 
отрицательно заряженных меток, представляющих 
собой сульфированные производные флуорофоров 
различных типов, таких, как флуоресцеин, кумарин, 
цианин или родамин. Хорошо известный Alexa Fluor 
488 является производным родамина и  обладает 
свойствами, во многом схожими с FITC (λex

 = 493 нм, 
λ

em
 = 519 нм). Однако в отличие от FITC, Alexa Fluor 

488 более фотостабилен, обладает большей яркостью 
и меньшей рН-чувствительностью. В сравнительных 
экспериментах по специфическому мечению моди-
фицированных гистонов оптимальные результаты 
показали Fab-фрагменты, меченные Alexa Fluor 488 
[53]. Alexa Fluor 488 может служить флуорофором-
донором для изучения структуры различных кле-
точных рецепторов с использованием эффекта FRET 
[54].

Флуорофоры с эмиссией в красной, дальнекрасной 
и ближней инфракрасной области спектра
Флуорофоры с эмиссией флуоресценции в дальне-
красной и ближней инфракрасной области спектра 
представляют наибольший интерес, поскольку свет, 
возбуждающий флуоресценцию этих флуорофоров, 
не токсичен для живых систем. Кроме того, инфра-
красные лучи способны проникать в живые ткани 
на существенно большие расстояния, чем более ко-
ротковолновые. Также на визуализацию биомоле-
кул в живых системах с помощью дальнекрасных 
и инфракрасных флуорофоров фоновая автофлу-
оресценция практически не влияет. К сожалению, 
большинство известных синтетических флуорофо-
ров этой группы страдают существенным недостат-
ком – низким квантовым выходом флуоресценции 
в водных растворах. Среди флуорофоров этой груп-
пы особого внимания заслуживают производные 
флуоресцеина и родамина, в которых ксантеновые 
структуры модифицированы за  счет добавления 

ароматических колец. Эти заместители вызывают 
значительный батохромный сдвиг в спектрах флу-
оресценции. Одно из таких производных – нафтоф-
луоресцеин (рис. 5) – в щелочных условиях флуо-
ресцеирует в  значительно более длинноволновой 
спектральной области (λex

/λ
em

 – 595/660 нм). Однако 
все преимущества этой дальнекрасной флуоресцент-
ной метки нивелируются более низким коэффици-
ентом экстинкции (ε = 4.4 × 104 М-1см-1) и квантовым 
выходом (Φ = 0.14). Производные этого ряда успешно 
использовали в качестве различных сенсоров в жи-
вых клетках [55, 56]. 

Для получения более длинноволновых произво-
дных родамина синтезированы его аналоги, в кото-
рых атом кислорода между двумя ароматическими 
циклами заменен на атомы кремния (Si-родамин), 
германия (Ge-родамин) или олова (Sn-родамин) [57]. 
Полученные производные сохраняют важные ха-
рактеристики самого родамина, такие, как высокий 
квантовый выход в водных растворах, устойчивость 
к фотообесцвечиванию и хорошую растворимость 
в воде. При введении дополнительных ароматиче-
ских заместителей в Si-родамин получены три новых 
соединения SiR680, SiR700 и SiR720 с флуоресценци-
ей в ближнем инфракрасном диапазоне (670–740 нм). 
Показано, что SiR680 и SiR700 обладают достаточно 
высокими квантовыми выходами в водных растворах 
(Φ = 0.35 и 0.12 соответственно) [58]. Активированные 
сукцинимидные производные SiR700 использовали 
in vivo для визуализации развития опухолей [58, 59].

Замечательными фотофизическими свойствами 
обладают ксантеновые метки, структура которых 
расширена одним ароматическим кольцом. В отли-
чие от симметричных флуоресцеинов и родаминов, 
резонансные формы этих меток неэквивалентны 
друг другу и поэтому различаются спектральными 
свойствами. Таким образом, асимметрия этих меток 
может использоваться для создания ратиометриче-
ских флуоресцентных индикаторов. По соотношению 
(ratio) интенсивностей флуоресценции различных 
форм таких индикаторов можно точно определять 
внутриклеточную концентрацию различных ионов. 
Флуорофоры на основе семинафтофлуоресцеиново-
го ядра служат рН-сенсорами и индикаторами дру-
гих ионов. Семинафтоксантены на основе родолового 
ядра также используются как рН-индикаторы. Один 
из примеров – ратиометрический рН-сенсор, семи-
нафтородафлуор (рис. 5) [60, 61]. Это соединение 
имеет λex

 = 573 нм, λ
em

 = 631 нм, ε = 4.4 × 104 М-1см-1 
и Φ = 0.092 при повышенных значениях рН.

Резоруфин (рис.  6) используется, в  частности, 
для детекции эндогенной фосфатазной активности 
в живых клетках в реальном времени [62]. При pH 
более 7.5 резоруфин существует в  виде аниона 



42 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 4 (31)  2016

ОБЗОРЫ

с эмиссией флуоресценции в красной области спек-
тра (λ

ex
 = 572 нм, λ

em
 = 585 нм, ε = 5.6 × 104 М-1см-1 

и Φ = 0.74). При понижении pH интенсивность флуо-
ресценции этой метки значительно снижается. 

Некоторые синтетические флуорофоры могут 
быть модифицированы таким образом, что их флу-
оресценция «включается» только после активации 
светом определенной длины волны. Эти фотоакти-
вируемые, или  скрытые, флуорофоры использу-
ются для визуализации процессов в динамике, где 
требуется активация небольших популяций флуо-
ресцентных маркеров, с разрешением во времени 
и пространстве. Такие флуорогенные маркеры по-
лучают, в частности, с помощью реакций флуоро-
фора с о-нитробензилбромидом. Молекула может 
быть активирована при облучении светом 365 нм, 
при этом о-нитробензильная группа отщепляется 
с высвобождением активного флуорофора (рис. 6). 
Используя метод фотоактивации метки, конъюгиро-
ванной с тубулином, впервые было показано актив-
ное передвижение микротрубочек в процессе митоза 
и изучена динамика актиновых микрофиламентов 
[63]. Получен ряд фотоактивируемых аналогов ку-
марина, способных проникать в клетку [64, 65]. После 
проникновения внутрь клетки небольшая популяция 
молекул кумарина была активирована и использова-
лась как флуоресцентный репортер для наблюдения 
за миграцией молекул через щелевые контакты [65].

Соединения на основе бордифтордипиррометена, 
широко известные под названием BODIPY, служат 
основой для создания флуоресцентных маркеров [66, 
67], в том числе для мечения биомолекул в живых 
клетках [68]. Они характеризуются высокой фото-
стабильностью и квантовым выходом, нейтральным 
зарядом и узкими полосами поглощения и эмиссии. 
Метки этого ряда можно настроить на нужную длину 
волны с помощью определенных заместителей [69]. 
Однако широкое использование этих замечательных 
флуорофоров ограничено их плохой растворимостью 

в воде. Некоторые флуорофоры ряда BODIPY (рис. 7) 
обладают спектральными свойствами, сходными 
с флуоресцеином, например BODIPY FL (λex

 = 505 нм, 
λ

em
 = 511 нм, ε = 9.1 × 104 М-1см-1 и Φ = 0.94). Введение 

дополнительных ароматических заместителей в мо-
лекулу BODIPY FL (рис. 7) сдвигает эмиссию в крас-
ную и дальнекрасную область (BODIPY TR, BODIPY 
630/650 и BODIPY 650/665).

Большая часть меток, полученных на  основе 
BODIPY, относятся к стабильным флуоресцентным 
маркерам. Помимо этого, получены флуорофоры 
с оптическими свойствами, изменяемыми при фото-
активации или присоединении к биологически важ-
ным молекулам [70, 71]. Нейтрально заряженный 
BODIPY способен проникать через клеточную мем-
брану. BODIPY и некоторые его производные облада-
ют значительной липофильностью и, как следствие, 
накапливаются в основном в мембранах субклеточ-
ных структур [72]. Поэтому для визуализации био-
молекул, локализованных в цитозоле, необходимо 
иметь модифицированные производные BODIPY, 
содержащие гидрофильные заместители.

BODIPY и  его производные имеют небольшой 
сдвиг Стокса, что является причиной самотушения 
этих маркеров при большой плотности мечения био-
молекулы. Это свойство используется для создания 
флуорогенных субстратов протеиназ, интенсивность 
флуоресценции которых возрастает при протеолизе 
белков, меченных этой меткой с большой плотностью 
[73].

Карбоцианиновые метки (цианины) представля-
ют собой соединения с полиметиновыми цепями раз-
личной длины с нечетным числом атомов углерода, 
расположенных между двумя атомами азота (R2

N-
(CH=CH)

n
-CH=N+R

2
) [70] (рис. 8). Структура этих 

соединений очень похожа на структуру хромофора 
зрительного пигмента родопсина [74]. Это свойство 
недавно использовали для получения конструкции, 
кодирующей специфический белок, связывающий 

Рис. 6. Резоруфин и его фотоактивируемое о-нитробензильное производное

Резоруфин

УФ-свет
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ретиноевую кислоту (CRABPII), способный образо-
вывать комплекс с флуорогенным производным циа-
ниновой метки. Этот комплекс, в отличие от исходно-
го профлуорофора, обладает яркой флуоресценцией 
в дальнекрасной области спектра и высоким кван-
товым выходом [75]. Гемицианиновыми называют 
метки, у которых только один концевой атом азота 
включен в ароматический гетероцикл. Гемицианины 
используют в  качестве ратиометрических флу-
оресцентных сенсоров pH в экспериментах in vivo 
[76]. Цианиновые метки, у которых несущие заряд 
концевые атомы непосредственно связаны с мети-
новой цепью, называются стрептоцианиновыми. 
Стрептоцианиновые метки использовали в качестве 
индикатора активности супероксиддисмутазы [77]. 

Карбоцианиновым соединениям присвоены назва-
ния, соответствующие количеству атомов углерода 
между дигидроиндольными составляющими моле-
кулы. Cy3 (рис. 8) по спектральным характеристикам 
сопоставимо с тетраметилродамином (λ

ex 
= 554 нм, 

λ
em

 = 568 нм). У Cy5 спектры сдвинуты в длинновол-
новую область (λ

ex
 = 652 нм, λ

em
 = 672 нм), а у более 

протяженных конструкций, таких, как Cy7, наблюда-
ется эмиссия флуоресценции в ближнем инфракрас-
ном диапазоне (λ

ex
 = 755 нм, λ

em
 = 788 нм). Цианины 

имеют высокие значения коэффициента экстинкции 
(до 300 000 M–1cм–1) и хорошо растворимы в воде. 
Поглощение и  эмиссию можно сдвигать в  более 
длинноволновую область либо за счет увеличения 

протяженности полиметиновой цепи, либо за счет 
ароматической части концевых гетероциклических 
фрагментов. Удлинение полиметиновой цепи на два 
атома углерода сдвигает максимум поглощения на 
~ 100 нм, в  то  время как  добавление бензольного 
кольца к концевому индольному остатку приводит 
к сдвигу поглощения примерно на 30 нм [78]. Такие 
структурные модификации, как в последнем случае, 
обозначают индексом «.5», например, Cy5.5.

п-Нитробензоильное производное гептацианино-
вого флуорофора с эмиссией в ближнем инфракрас-
ном диапазоне использовали как ратиометрический 
сенсор цистеина в митохондриях при окислительном 
стрессе. Показана возможность применения это-
го флуорофора в живых мышах в качестве сенсора 
уровня Cys [79] и глутатиона в живых клетках [80]. 

CАЙТ-НАПРАВЛЕННЫЕ РЕАКЦИИ ВКЛЮЧЕНИЯ 
СИНТЕТИЧЕСКИХ ФЛУОРОФОРОВ В ЦКБ

Реакции ковалентного связывания
В настоящее время для связывания синтетических 
флуорофоров с функциональными группами биомо-
лекул используют различные химические реакции 
[81]. Наиболее часто применяется сукцинимидный 
эфир (рис. 9), который после реакции с первичными 
и вторичными аминогруппами образует стабильную 
амидную связь, также используется изотиоцианат. 
Флуорофоры, модифицированные йодацетамидом, 

Рис. 7. Флуорофоры на основе производных BODIPY

BODIPY FL	  BODIPY TR	  BODIPY 630/650	  BODIPY 650/665

Рис. 8. Производные цианиновых красителей Cy3, Cy5 и Cy5.5

Cy3	 Cy5	 Cy5.5
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Рис. 9. Реак-
ции с об-
разованием 
ковалентной 
связи с био-
молекулами
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малеимидом или дитиолами, применяют для мечения 
по сульфгидрильным группам.

Особое внимание привлекает метод биоортого-
нального конъюгирования [82] и  так  называемая 
«клик»-химия [83–85]. В этом случае химические 
группы, вступающие в  реакцию конъюгирования 
с биомолекулой, не реагируют с другими функцио-
нальными группами. Включение этих химических 
групп в  молекулу происходит либо за  счет мета-
болического аппарата клетки [86, 87], либо за счет 
ферментативной активности ЦКБ [88, 89]. Всем 
требованиям биоортогональной химической груп-
пы удовлетворяет азидная группировка, так как ей 
свойственна высокая реакционная способность 
при селективности реакций, устойчивости в водной 
среде и низкой реакционной способности по отно-
шению к функциональным группам биологических 
молекул. Введение небольшой азидной группы при-
водит лишь к незначительным структурным пер-
турбациям биомолекулы. Включенная в клеточный 
объект биоортогональная метка может ковалентно 
связываться с флуорофором за счет высокоселек-
тивных химических «клик»-реакций, классическим 
примером которых служит циклоприсоединение ази-
да к алкинам (рис. 9), катализируемое одновалент-
ной медью [90, 91]. Однако катализируемые медью 
реакции могут применяться в  основном в  опытах 
in vitro, поскольку в живых системах катализатор 
должен доставляться к месту реакции. Кроме того, 
медь в концентрациях, используемых для мечения, 
токсична. Бертоцци и соавт. [92] разработали метод 
модификации, в котором алкин включен в состав на-
пряженного восьмичленного кольца (рис. 9). В этой 
системе алкин проявляет повышенную реакцион-
ную способность и не требует катализатора. Позднее 
получили дифторциклооктины [93] с гораздо более 
высокой реакционной способностью, позволяющей 
применять «клик»-химию для меченных азидом био-
молекул в живых организмах [94]. Еще один пример 
биоортогональной реакции, используемой для мече-
ния in vivo, – реакция лигирования по Штаудингеру 
(рис. 9) [95, 96].

Реакции с образованием сульфидов и металл-
хелатных комплексов флуорофора с ЦКБ
Один из перспективных методов конъюгации син-
тетических флуорофоров с ЦКБ – введение с по-
мощью генетических манипуляций небольшой по-
следовательности аминокислот в  целевой белок. 
Эта последовательность должна иметь достаточно 
высокое сродство к выбранному флуоресцентному 
маркеру. Например, последовательность Cys-Cys-
Pro-Gly-Cys-Cys, благодаря вставке -Pro-Gly-, об-
разует структуру, подобную шпильке [97]. Четыре 

остатка цистеина, таким образом, образуют кластер, 
имеющий высокое сродство к органическим соедине-
ниям мышьяка [98]. В частности, дважды замещен-
ное мышьяком производное флуоресцеина FlAsH 
(λex

 = 508 нм, λ
em 

= 528 нм) образует с такой тетраци-
стеиновой последовательностью комплекс с констан-
той диссоциации в пикомольном интервале (рис. 10А) 
[8, 99]. Кроме того, FlAsH обладает ярко-зеленой 
флуоресценцией только в связанном с тетрацисте-
иновой последовательностью виде, что существенно 
снижает фоновую флуоресценцию. Кроме FlAsH, су-
ществует ReAsH (λ

ex
 = 593 нм, λ

em
 = 608 нм), маркер 

на основе резоруфина (рис. 10А), который обладает 
флуоресценцией в красной области спектра [8, 100].

Следует отметить, что FlAsH и ReAsH проникают 
через мембрану, что облегчает их введение в клетку. 
Их недостаток – побочные реакции с монотиолами, 
однако неспецифическое связывание может быть по-
давлено избытком дитиотреитола. Мечение с помо-
щью FlAsH и ReAsH затруднено также в окислитель-
ных условиях вследствие окислительных реакций 
последовательности тетра-Cys.

В  еще одном методе включения флуорофора 
в  ЦКБ используются координационные соедине-
ния с  металлами [101]. Комплексообразователем 
здесь служит полигистидиновая последователь-
ность ((His)

n
, где n ≥ 6), которая образует комплексы 

с нитрилотриацетатом никеля (Ni2+-NTA) (рис. 10Б). 
Для  специфического мечения белков с поли-His-
последовательностью синтезированы производные 
цианиновых меток с ковалентно присоединенными 
одним или двумя Ni2+-NTA. Двузамещенные произ-
водные Cy3 и Cy5 показали более высокую аффин-
ность по сравнению с однозамещенными и исполь-
зовались в экспериментах FRET для определения 
расстояний при образовании комплекса ДНК с поли-
His-меченым белком [102].

Ключевой недостаток системы поли-His/Ni2+-NTA 
для in vivo экспериментов – низкая аффинность свя-
зывания (значения K

d
 в пределах 1–20 мкM), что не-

гативно сказывается на стабильном включении метки 
и, в конечном итоге, на визуализации ЦКБ. Пиелер 
и  соавт. синтезировали производные флуоресце-
ина с ковалентно связанными 1–4 остатками NTA 
и охарактеризовали их взаимодействие с поли-His-
последовательностью (His6 и His10). Стабильность 
связывания мультивалентных хелатирующих групп 
возрастала более чем на 4 порядка и достигала суб-
наномолярного уровня в сравнении с моно-NTA [103].

Еще одно серьезное препятствие для примене-
ния Ni2+-NTA-комплекса in vivo – плохое прохож-
дение через клеточную мембрану. Для  доставки 
Ni2+-NTA внутрь клетки Тампе и  соавт. исполь-
зовали мембранотранслоцирующий ТАТ-пептид 
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Рис. 10. Реакции с образованием сульфидов и металл-хелатных комплексов флуорофора с целевым клеточным 
белком (ЦКБ), содержащим тетра-Cys (A), гекса-His (Б) и тетра-Asp (В) аминокислотные последовательности
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(49RKKRRQRRR57) [104]. Полученный комплекс 
trisNTA/His6-TAT49−57 использовали в качестве 
переносчика флуоресцентно меченного NTA в клет-
ку – в цитозоль и ядро, далее trisNTA преимуще-
ственно связывался уже с His10-меченым внутри-
клеточным белком. При  этом транслоцирующий 
His6-TAT49−57 пептид высвобождался, поскольку 
имел большую аффинность связывания (K

d
 = 0.1 нM) 

с His10 [103].
Другой подход к получению мембранопроницае-

мых конструкций применили Сан и соавт. [105]. Они 
синтезировали соединение, в котором NTA ковалент-
но связан с флуорофором и арилазидом (Ni2+-NTA-
AC). Ni2+-NTA-AC прекрасно проходил через кле-
точную мембрану и связывался с внутриклеточными 
белками, несущими поли-His-последовательность. 
После активации светом арилазид ковалентно свя-
зывался с ЦКБ, что приводило к 13-кратному уве-
личению флуоресценции и образованию устойчивой 
связи с флуоресцентной меткой.

Помимо тетрацистеиновой и поли-His-последо
вательностей для мечения ЦКБ использовали также 
поли-Asp ((Asp

4
)

n
, где n = 1–3). Хамачи и соавт. син-

тезировали многоядерные комплексы Zn2+, меченные 
флуоресцеином (на рис. 10В показан двухъядерный 
комплекс Zn2+) [106]. Увеличение аффинности в этом 
случае наблюдалось при большей длине цепи поли-
Asp. С помощью тетраядерных комплексов Zn2+ про-
ведено флуоресцентное мечение мускаринового аце-
тилхолинового рецептора, при котором сохранялась 
его исходная активность.

Сайт-направленное мечение с помощью 
ферментативных реакций
Еще один метод включения флуорофора в ЦКБ ос-
нован на ферментативных реакциях. В этих техно-
логиях используются так называемые методы SNAP-
tag [107], CLIP-tag [108], HALO-tag [109] и TMP-tag 
[110–112].

В методе SNAP-tag O6-алкилгуанинтрансфераза 
(АГТ, рис. 11А) используется в качестве белка слия-
ния с ЦКБ. АГТ имеет молекулярную массу 20 кДа, 
она переносит алкильные группы с O6 алкилиро-
ванного остатка гуанина на остаток цистеина в ак-
тивном центре фермента (см. обзор [113]). Показано, 
что при инкубации клеток, экспрессирующих АГТ-
ЦКБ, с O6-бензилгуаниновым субстратом, в котором 
бензильная группа в пара-положении несет флуоро-
фор, происходит флуоресцентное мечение АГТ-ЦКБ 
по цистеину в активном центре АГТ [9]. Получены 
также мутантные формы АГТ, которые катализиру-
ют реакцию переноса алкил-радикала на АГТ-ЦКБ 
в 50 раз быстрее, чем фермент дикого типа [107]. 
В настоящее время технология SNAP-tag наиболее 

часто используется для мечения внутри- и внекле-
точных белков. 

Метод CLIP-tag похож на SNAP-tag, в нем ис-
пользуется мутантная форма АГТ, субстратами 
которой являются флуоресцентные аналоги O2-
бензилцитозина (рис. 11Б) [108]. Несмотря на сход-
ство этих технологий, SNAP-tag и CLIP-tag имеют 
различную субстратную специфичность и могут при-
меняться для визуализации одновременно несколь-
ких клеточных объектов.

В методе HALO-tag белком слияния служит ген-
но-инженерный вариант фермента галоалкандега-
логеназы, которая вступает в специфическую реак-
цию с галогензамещенными алканами, ковалентно 
связанными с флуорофором (рис. 11В) [114, 115]. Эта 
реакция, в которой образуется ковалентная связь 
между ферментом и флуоресцентно меченным ал-
каном, высокоспецифична и позволяет быстро вво-
дить метку в белки in vitro и in vivo (103–106 M−1 с−1) 
в физиологических условиях, причем, что важно, эта 
реакция необратима.

Стоит отметить, что во всех перечисленных мето-
дах для достижения высокого контраста требуется 
тщательная отмывка непрореагировавшей метки. 
Для устранения этого недостатка были синтезирова-
ны флуорогенные субстраты для SNAP-tag, которые 
содержат ферментативно удаляемый тушитель флу-
оресценции (рис. 11А). В результате ферментативной 
реакции с SNAP-tag химическая группа-тушитель 
отщепляется, что дает почти 50-кратное увеличе-
ние интенсивности флуоресценции. Преимущество 
таких «no wash» флуорофоров показано с помощью 
пространственно-временной динамики рецепторов 
эпидермального фактора роста в процессе миграции 
клеток [116].

Альтернативную систему представляет собой TMP-
tag, в котором в качестве фермента, соединенного 
с ЦКБ, используется мутант дигидрофолатредуктазы 
(еДГФР L28C) из Escherichia coli (мол. масса ~18 кДа). 
В результате ферментативной реакции флуоресцент-
но меченный 2,4-диамино-5-(3,4,5-триметоксибензил)
пиримидин (триметоприм, или TMP) связывается 
с еДГФР-ЦКБ (рис. 11Г), экспрессируемой в живот-
ных клетках. Система имеет достаточно низкие зна-
чения фоновой флуоресценции и быструю кинетику 
[111]. Для дальнейшего снижения фоновой флуорес-
ценции, обусловленной несвязавшейся или неспеци
фически связавшейся флуоресцентной меткой, по-
лучено нефлуоресцирующее TMP-производное, 
содержащее флуорофор и его тушитель. В процес-
се ферментативной реакции TMP-лиганд связыва-
ется с еДГФР-ЦКБ, при этом тушитель удаляется. 
Эффективность данного метода показана при мечении 
гистонов в ядрах клеток HEK 293T [117].
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Рис. 11. Ферментативные методы мечения ЦКБ с использованием SNAP-tag (А), CLIP-tag (Б), HALO-tag (В) 
и TMP-tag (Г)

ЦКБ ЦКБ

ЦКБЦКБ

ЦКБ ЦКБ

ЦКБЦКБ

A

Б

В

Г

Флуо

Флуо

Флуо

Флуо

Флуо

Флуо

Флуо

Флуо

Тушитель

SNAP-
tag

SNAP-tag

SNAP-
tag

CLIP-
tag

CLIP-
tag

CLIP-tag

HALO-
tag

HALO-tag

HALO-
tag

TMP-tag

еДГФР 
L28C

еДГФР 
L28C



ОБЗОРЫ

 ТОМ 8  № 4 (31)  2016 | ACTA NATURAE | 49

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние годы методы визуализации биомоле-
кул в живых системах с помощью синтетических 
флуорофоров претерпели значительные изменения, 
последовательно преодолевая различные экспери-
ментальные и концептуальные ограничения, что, 
в первую очередь, касается сайт-направленных ре-
акций, позволяющих вводить флуоресцентную метку 
в ЦКБ. На основе новых фотопереключаемых флу-
орофоров стремительно развивались современные 
технологии, такие, как субдифракционная микро-
скопия, позволяющая визуализировать клеточные 
объекты с разрешением в нанометровом диапазоне.

Метод биоортогонального мечения позволил вво-
дить в ЦКБ синтетические флуорофоры, которые 
по своим размерам значительно меньше ФБ. Этот ме-
тод также предоставляет возможность мечения вну-
тренних сайтов ЦКБ, в отличие от N- и C-концевых 
областей при использовании ФБ. Кроме того, спек-
тральные свойства синтетических флуорофоров 
подвергаются более легкой настройке по сравнению 
с ФБ. Также с помощью синтетических флуорофоров 
возможно осуществлять мечение небелковых объ-
ектов (нуклеотидов, липидов, гликанов, метаболитов 
и т.п.).

Хотя конструкции, применяемые в  фермента-
тивных методах введения флуорофора (SNAP-
tag, CLIP-tag, HALO-tag и TMP-tag), сопоставимы 
по размеру с ФБ, эти методы позволяют вводить лю-
бые небольшие молекулы в ЦКБ. Ферментативные 
методы включения флуорофоров в ЦКБ в последние 
годы все чаще привлекаются для решения сложных 

задач современной биологии и медицины. Следует 
отметить, что описано использование этих техноло-
гий в трансгенных животных [118].

В настоящее время метод с образованием металл-
хелатных комплексов и сульфидов также часто ис-
пользуется для флуоресцентного мечения in vivo. 
В отличие от предыдущих, в нем используется не-
большой пептидный фрагмент, слитый с ЦКБ. Со 
времени появления первой публикации, в которой 
описано использование FlAsH, созданы новые флуо-
рофоры с большей аффинностью связывания и боль-
шей яркостью флуоресценции. На основе металл-хе-
латных технологий получены также ЦКБ, меченные 
фотопереключаемыми флуоресцентными метками. 

Учитывая множество прикладных задач, суще-
ствующих в  визуализации биомолекул в  живых 
системах, маловероятным представляется созда-
ние единого универсального флуорофора, удовлет-
воряющего всем возможным требованиям. Кроме 
того, исследование сложных систем с несколькими 
целевыми объектами требует применения одновре-
менно нескольких различных флуорофоров. В этой 
связи дальнейший прогресс в этой области целиком 
зависит от синтеза новых флуорофоров, удовлет-
воряющих таким требованиям флуоресцентной ми-
кроскопии, как высокая фотостабильность, низкая 
фототоксичность при длительной визуализации объ-
екта, а также возможность мечения множественных 
объектов в живых системах. 

Работа выполнена за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 14-50-00131).
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Светлой памяти Ксении Бессарионовны Шаповаловой, 
вместе с которой автор исследовал стриопаллидар-
ный контроль миозинового фенотипа

ВВЕДЕНИЕ. МИОЗИНОВЫЙ ФЕНОТИП
Типы волокон скелетных мышц исследуются фи-
зиологами с 1873 года [1], когда было установлено, 
что  в  состав мышц входят волокна с различными 
функциональными свойствами, которые распола-
гаются мозаичным образом. «Медленные» волокна 
характеризуются высокой устойчивостью к утомле-
нию и большей продолжительностью сокращения, 
но  пониженной максимальной силой и  скоростью 
сокращения. «Быстрые» волокна обладают высокой 
скоростью и большой силой сокращения, но быстрой 
утомляемостью. В последние десятилетия стало из-
вестно, что эти свойства определяются преоблада-
ющей изоформой тяжелых цепей миозина (ТЦМ). 
Известно четыре изоформы и соответственно четы-
ре типа волокон: I – «медленный»; IIА – «быстрый»; 

IId/x – «быстрый» и самый «быстрый» – IIB, пред-
ставленный только в мышцах мелких млекопитаю-
щих [2] (рис. 1, таблица). Изоформы миозина, пре-
обладающие в волокне, определяют его миозиновый 
фенотип, а соотношение волокон различного типа 
составляет композицию мышцы или ее миозиновый 
фенотип. Помимо волокон, в которых доминирует ка-
кой-либо определенный тип изоформ ТЦМ, в мышцах 
присутствуют волокна, содержащие две (или боль-
ше) разные изоформы ТЦМ. Такие волокна называют 
гибридными. Экспрессия каждой из изоформ миози-
на детерминируется иннервацией волокон. Волокна, 
иннервированные одним мотонейроном, составляют 
двигательную единицу и в подавляющем большин-
стве случаев характеризуются единым миозиновым 
фенотипом [3]. Позно-тонические, или постуральные 
мышцы, имеющие высокий тонус и поддерживающие 
позу организма в условиях нормального гравитацион-
ного поля, содержат наибольшее количество волокон 
медленного типа I. Согласно современным представ-
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РЕФЕРАТ Скелетные мышцы образованы волокнами разного типа, которые располагаются мозаичным об-
разом и различаются функциональными свойствами. «Медленные» волокна отличаются высокой степенью 
устойчивости к утомлению и большой продолжительностью сокращения, но пониженной максимальной 
силой и скоростью сокращения. «Быстрые» волокна обладают высокой скоростью и силой сокращения, 
но высокой утомляемостью. В последние десятилетия стало известно, что все эти свойства определяют-
ся преобладанием той или иной изоформы тяжелых цепей миозина (ТЦМ), т.е. миозиновым фенотипом. 
При гравитационной разгрузке в космическом полете и моделируемой микрогравитации в эксперимен-
тальных условиях на Земле часть медленных волокон превращается в быстрые за счет изменений интен-
сивности экспрессии соответствующих генов в постуральной камбаловидной мышце m. soleus. В обзоре 
рассмотрены феноменология и механизмы изменений миозинового фенотипа в условиях гравитационной 
разгрузки, а также гипотезы об изменении нейрональных механизмов контроля мышечных волокон и мо-
лекулярных механизмах регуляции экспрессии миозиновых генов, таких, как ингибирование сигнального 
пути кальцинейрин/NFATc1, эпигеномные изменения, работа специфических микроРНК. В заключитель-
ной части обзора обсуждается адаптивное значение процессов трансформации миозинового фенотипа. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА гравитационная разгрузка, изоформы тяжелых цепей миозина, миозиновый фенотип, 
регуляция экспрессии миозиновых генов, скелетная мышца, типы мышечных волокон. 
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лениям мотонейрон, управляя волокнами с помощью 
паттерна импульсации (10 Гц для «медленных» и 50–
60 Гц для «быстрых» двигательных единиц) и секре-
ции соответствующих нейротрофических агентов, 
влияет на экспрессию миозиновых генов, т.е. на мио-
зиновый фенотип волокна [3, 4]. 

Миозиновый фенотип весьма стабилен, однако су-
ществуют воздействия, способные существенно изме-
нить экспрессию миозиновых генов и обусловить тем 

самым трансформацию медленных волокон в быстрые 
или наоборот. Например, низкочастотная электро-
стимуляция в течение нескольких недель приводит 
к появлению около 30–40% волокон медленного типа 
в преимущественно «быстрых» мышцах [4]. Такой же 
эффект в «быстрой» мышце голени m. plantaris на-
блюдается у животного с удаленной или тенотомиро-
ванной трехглавой мышцей голени, т.е. с так называ-
емой компенсаторной перегрузкой [4]. Во всех этих 

Изоформы ТЦМ и типы мышечных волокон млекопитающих

Изоформа ТЦМ β α Iβ IIA IId/x IIB
Орган Миокард Скелетная мышца

Видовая специфика Все виды млекопитающих Мелкие млекопитающие

Скорость сокращения
Устойчивость к утомлению

Рис. 1. Иммуноцитохимическое выявление мышечных волокон, экспрессирующих изоформы ТЦМ Iβ, ТЦМ IIA, 
ТЦМ IIB, на поперечном срезе m. рlantaris крысы методом тройного мечения. Показаны волокна основных ти-
пов, а также гибридные волокна 

Совмещение меток

ТЦМ Iβ ТЦМ IIA ТЦМ IIB
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случаях ведущую роль в изменении миозинового фе-
нотипа приписывают изменению паттерна сократи-
тельной активности мышцы в результате изменения 
характера импульсации мотонейрона (или в случае 
прямой электростимуляции – ее паттерну). 

МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ МИОЗИНОВОГО 
ФЕНОТИПА, ЗАВИСЯЩИЕ ОТ МЫШЕЧНОЙ 
АКТИВНОСТИ
Хроническая активность «медленных» волокон со-
провождается двумя феноменами: постоянно повы-
шенным уровнем ионов кальция в миоплазме и сни-
женным уровнем макроэргических фосфатов [4–6]. 
Поэтому поиск сигнальных механизмов, регулирую-
щих экспрессию генов ТЦМ, сводился к выявлению 
путей, зависимых от концентрации ионов кальция 
и  макроэргических фосфатов. Наиболее важным 
сигнальным каскадом, влияющим на  экспрессию 
«медленных» изоформ ТЦМ (а также регулирую-
щим экспрессию многих других генов), считают путь 
кальцинейрин/NFAT. Кальцинейрин – это белок, 

локализованный в Z-диске саркомера. При взаимо-
действии с  комплексом кальций-кальмодулин он 
проявляет фосфатазную активность и дефосфори-
лирует NFATс1 (ядерный фактор активированных 
Т-клеток), который получает возможность проник-
новения в миоядра [6, 7] (рис. 2). В ядре этот фактор 
либо накапливается в гетерохроматине (откуда по-
степенно переносится в эухроматин) [8], либо непо-
средственно взаимодействует с MEF-2, транскрип-
ционным фактором, специфически связывающим 
промотор гена медленных ТЦМ. Таким образом за-
пускается интенсивная транскрипция гена «мед-
ленных» ТЦМ [7, 8]. Реакция дефосфорилирования 
NFAT ингибируется белками Z-диска кальсарци-
нами-1 и -2, которые функционируют в медленных 
и быстрых волокнах соответственно. При нокауте 
генов этих белков наблюдается значительное пере-
распределение миозинового фенотипа в медленную 
сторону [9, 10] (рис. 2). Экспрессия генов кальсарцина 
(особенно кальсарцина-2) подавляется при двойном 
нокауте Е3-убиквитинлигаз MuRf-1 и MuRf-2 [11]. 

Рис. 2. Схема функционирования сигнального пути кальцинейрин/NFATc1. (По Liu и соавт. [16] с модификация-
ми). ECC – электромеханическое сопряжение, CaN – кальцинейрин. Пояснения в тексте 
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Можно предположить, что экспрессия кальсарци-
на-2 стимулируется присутствием в ядре убиквитин-
лигаз семейства MuRf. Показано, что при изменении 
состояния титина/тайтина/коннектина киназный до-
мен титина, локализованный в районе M-диска, ос-
вобождает/дефосфорилирует MuRf-2, что приводит 
к его импорту в миоядра [12]. Не исключено, что из-
менение титина приводит в конечном счете к по-
вышению экспрессии кальсарцина-2, способствует 
стабилизации быстрого миозинового фенотипа и пре-
дотвращает любую трансформацию в  медленную 
сторону. Однако повышенной экспрессии гена каль-
сарцина недостаточно для полного ингибирования 
фосфатазной активности кальцинейрина. Известно, 
что кальсарцин-2 может быть иммобилизован на ци-
тоскелетных компонентах Z-диска – α-актининах-2 
и -3, причем иммобилизация на α-актинине-2 оказы-
вается более устойчивой [13]. Поэтому в отсутствие 
гена α-актинина-3 или при его дефиците кальсарцин 
устойчиво иммобилизуется, и в волокне реализуется 
медленный фенотип (рис. 3). 

Дефосфорилирование сигнального белка GSK-3β 
(киназа гликогенсинтазы) способствует экспорту 
NFAT из ядра и сдвигает равновесие в сторону «бы-
стрых» изоформ [14] (рис. 2). При этом ингибирую-
щая активность GSK-3β может супрессироваться 
оксидом азота через сGMP-путь [15]. 

Другой механизм регуляции миозинового фено-
типа, также кальций-зависимый, реализуется через 
киназную активность кальций-кальмодулин-киназы 
(СаМК). При активации комплексом кальций-каль-
модулин этот фермент фосфорилирует гистонде-
ацетилазу 4 (HDAC4), не позволяя ей войти в про-
странство миоядра [16]. При низкой концентрации 
комплекса кальций-кальмодулин и соответственно 
низкой киназной активности CaMK HDAC4 оказы-
вается недофосфорилированной, и часть ее моле-
кул проникает в миоядра [17]. В миоядрах HDAC4 
деацетилирует не  только гистон H3, но  и  транс-
крипционный фактор MEF-2, взаимодействующий 
с промотором гена myf7 (т.е. гена ТЦМ Iβ) [17]. Это 
приводит к снижению как общей транскрипционной 
активности генома, так и экспрессии ТЦМ Iβ (рис. 4). 
Интересно, что и в этом случае существует «сдержи-
вающий» механизм: HDAC4 может быть убиквити-
нирована и разрушена. При этом сохраняется мед-
ленный характер миозинового фенотипа [18].

Соотношение фосфорилированных и  нефосфо-
рилированных макроэргических фосфатов, другой 
физиологический триггер сигнальных процессов, 
регулирует активность АМP-зависимой протеин-
киназы (АМПК), контролирующей основные пути 
энергетического метаболизма мышечного волокна 
[19]. Кроме того, АМПК фосфорилирует гистонде-

ацетилазы HDAC4 и 5, что существенно облегчает 
экспрессию «медленной» изоформы ТЦМ и ряда ге-
нов, контролирующих регуляторные белки окисли-
тельного метаболизма [20, 21]. При этом активность 
АМПК может модулироваться (стимулироваться) 
оксидом азота [22]. 

Еще один механизм модуляции миозинового фено-
типа обеспечивает регуляцию экспрессии гена ТЦМ 
Iβ (ген myh7) по типу положительной обратной связи 
с участием микроРНК. Кроме основного гена ТЦМ 
Iβ (ген myh7), геном млекопитающих содержит ген 
myh7b (myh14), который экспрессируется в скелет-

Рис. 3. Схема депонирования кальсарцина в структуре 
α-актинина-2 и -3. (По Seto и соавт. в модификации 
[13]). Пояснения в тексте 

Мышца, содержащая α-актинин-3

кальцинейрин  
(неактивный)

кальцинейрин 
(активный)

α-актинин-2 α-актинин-3 кальсарцин-2
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ной мышце взрослых млекопитающих в виде мРНК; 
на уровне белка этот ген экспрессируется только 
в экстраокулярной мышце [23]. Однако его интро-
ны кодируют микроРНК miR-499. Экспрессию гена 
myh7b стимулирует miR-208b, кодируемая интро-
ном основного гена медленного миозина myh7. В свою 
очередь, miR-499 препятствует экспрессии специфи-
ческих блокаторов промотора гена myh7 (Sox6, Pur-β 
и Thrap1) [24] (рис. 5). Интересно, что экспрессия гена 
myh7b стимулируется при сверхэкспрессии MEF-2 
(основного транскрипционного стимулятора ТЦМ 
Iβ) [25]. Это предполагает, что при повышении кон-
центрации комплекса кальций/кальмодулин MEF-2, 
который может дефосфорилироваться кальцинейри-
ном [26], проникает в ядро и регулирует экспрессию 
myh7. Он одновременно стимулирует синтез miR-
499, не допускающей блокаду экспрессии ТЦМ Iβ 
[25]. Таким образом, экспрессия miR-499 и miR-208b 
обеспечивает беспрепятственный синтез медленного 
миозина при наличии соответствующего физиологи-
ческого стимула (ионов кальция). 

МИОЗИНОВЫЙ ФЕНОТИП В УСЛОВИЯХ 
ГРАВИТАЦИОННОЙ РАЗГРУЗКИ 
Изменения миозинового фенотипа волокон при гра-
витационной разгрузке зарегистрированы во мно-
гих лабораториях, в  частности, обнаружено, что 
в m. soleus задних конечностей крыс при вывешива-
нии (рис. 6) увеличивается содержание (%) волокон 
типа II и уменьшается доля волокон типа I [27–30]. 

 После семидневного космического полета наблю-
дали сдвиг соотношения типов волокон от «медлен-
ных» к «быстрым» в m. soleus и m. extensor digitorum 
longus крыс [31, 32]. В 12.5–14-дневном полете обна-
ружено снижение на 20–25% содержания волокон 
типа I в m. soleus и m. adductor longus [33, 34]. Нами 
впервые выявлено увеличение относительного содер-
жания волокон типа II в m. soleus и m. vastus lateralis 
у обезьян после 12.5-суточного космического полета 
на биоспутнике «КОСМОС-2229» [35]. В тех случаях, 
когда сдвиг соотношения волокон не удавалось об-
наружить с помощью окраски на миофибриллярную 
АТР-азу, как правило, наблюдалось увеличение ко-

Рис. 4. Схема функционирования сигнального пути кальций-кальмодулин-киназа/гистондеацетилаза 4/5 (по 
Liu и соавт. [17] с модификациями). HDAC – гистондеацетилаза, CaMK – кальций-кальмодулин-киназа, MEF-2 – 
транскрипционный фактор (myocyte enhancement factor) 
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личества волокон, реагирующих с антителами про-
тив «быстрого» миозина, и уменьшение содержания 
волокон, реагирующих с антителами против «мед-
ленного» миозина [36–41]. С помощью электрофореза 
в опытах с вывешиванием обнаружено появление но-
вой изоформы тяжелых цепей миозина – 2d, или 2x 
[40]. Неоднократно при вывешивании или после кос-
мического полета выявляли увеличение доли воло-
кон, содержащих как «медленные», так и «быстрые» 
формы тяжелых цепей миозина [37, 41]. Уменьшение 
доли волокон, экспрессирующих «медленную» изо-
форму ТЦМ, и увеличение доли волокон, экспресси-
рующих «быстрые» изоформы, наблюдали и в пробах 
m. soleus, взятых у астронавтов после 6-месячного 
полета [42]. Сдвиг соотношения изоформ ТЦМ в «бы-
струю» сторону обнаружен в  m. vastus lateralis 
у астронавтов после 11-суточного полета при помощи 
электрофоретического анализа [43]. В нашей лабора-
тории уменьшение доли волокон с ТЦМ «медленно-
го» типа в m. soleus наблюдали уже после 7-суточной 
экспозиции в условиях «сухой» иммерсии [44, 45]. 
Интересно, что выраженность трансформации мио-
зинового фенотипа в быструю сторону, как правило, 
не превышает 15–20% волокон, тогда как другие эф-
фекты мышечной разгрузки затрагивают большин-
ство волокон данной мышцы. Этот факт заставляет 
предположить, что окончательная стабилизация бы-

строго фенотипа в условиях разгрузки достигается 
лишь в части трансформированных волокон.

НЕЙРОНАЛЬНЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ 
МИОЗИНОВОГО ФЕНОТИПА В УСЛОВИЯХ 
ГРАВИТАЦИОННОЙ РАЗГРУЗКИ
Ряд наблюдений свидетельствует о том, что устра-
нение опорной афферентации является основным 
механизмом, приводящим к «отключению» электри-
ческой активности двигательных единиц постураль-
ной мышцы в условиях гравитационной разгрузки 
(для обзора см. [44]). Применение механической сти-
муляции опорных зон стопы в этих условиях позво-
ляет поддерживать нормальный уровень электриче-
ской активности постуральной мышцы. Интересно, 
что  применение механической стимуляции опор-
ных зон стопы на фоне экспозиции в условиях «су-
хой» иммерсии позволило избежать снижения доли 
«медленных» волокон [44, 45]. При  вывешивании 
крыс, у которых подошва одной из задних ног вза-
имодействовала с искусственной опорой, в m. soleus 
этой ноги, в отличие от контралатеральной конеч-
ности, не наблюдалась трансформация миозинового 
фенотипа в быструю сторону [46]. Низкочастотная 
хроническая электростимуляция m. soleus крысы 
на фоне традиционной модели вывешивания так-
же позволяет предотвратить трансформацию мио-

Myh6  
(ТЦМ Iα)

miR-208

Thrap1

Sox6
Рur-β

Myh7
(ТЦМ Iβ)

miR-208b

Myh7b

MEF-2

miR-499

Рис. 5. Уча-
стие микроРНК 
в регуляции 
экспрессии ТЦМ 
Iβ (по McCarthy 
и соавт. [25]). 
Пояснения в тек-
сте
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зинового фенотипа [47, 48]. Такие же эффекты на-
блюдали и  при  хроническом растяжении мышцы 
или при использовании резистивных упражнений 
на фоне гравитационной разгрузки (вывешивание 
или 84-суточная гипокинезия) [49–51]. Результаты 
этих работ свидетельствуют о том, что низкоинтен-
сивная мышечная активность и резистивные воз-
действия предотвращают изменение миозинового 
фенотипа. На основе приведенных наблюдений мож-
но предположить, что сдвиг миозинового фенотипа 
при гравитационной разгрузке обусловлен, в том 
числе, изменениями нейронального контроля актив-
ности двигательных единиц. Действительно, в экс-
периментах с трехсуточной сухой иммерсией у чело-
века обнаружена инактивация двигательных единиц 
медленного типа [52]. Эти результаты подтверждены 
в экспериментах с регистрацией электрической ак-
тивности m. soleus и быстрых синергистов у Macaca 
mulatta в космическом полете [53] и при вывешива-
нии крыс, а также их экспозиции в условиях поле-
та по параболе Кеплера [54]. Можно предположить, 
что именно «отключение» медленных двигательных 
единиц приводит к изменению миозинового фенотипа 
во всех перечисленных случаях. Подтверждением 
этой гипотезы могут служить результаты, получен-
ные на модели «спинальной изоляции», при которой 
перерезают все афферентные и нисходящие вхо-
ды в поясничный отдел спинного мозга при интакт-
ных моторных окончаниях. В этих экспериментах 
при полном «отключении» спинальных мотонейро-
нов наблюдается сдвиг миозинового фенотипа в «бы-
струю» сторону [55]. Повышение устойчивости по-
зных синергий у животных с помощью хронической 
подачи карбохолина в структуры стриопаллидума 
в условиях вывешивания сопровождалось даже уве-
личением доли волокон медленного типа в m. soleus 
[56]. Отключение афферентной активности m. tibialis 
anterior, антагонисте m. soleus, на фоне вывешива-
ния с помощью тенотомии позволяло предотвратить 
увеличение доли волокон быстрого типа в камбало-
видной мышце крысы [57]. Можно себе представить, 
что  при  гравитационной разгрузке активация m. 
tibialis anterior [58] или уменьшение интенсивности 
возбуждающих стриопаллидарных влияний [56] обу-
словливают снижение импульсной активности «мед-
ленных» двигательных единиц m. soleus и тем самым 
приводят к изменению миозинового фенотипа ее во-
локон. 

Другой гипотетический нейрофизиологический 
механизм инактивации двигательных единиц m. so-
leus в условиях микрогравитации обсуждается в свя-
зи с изучением мышечных эффектов вестибулярной 
деафферентации животных. С этой целью были про-
ведены опыты с деафферентацией вестибулярных 

рецепторов с помощью инъекции арсенилата [59]. 
После месячной адаптации крыс к вестибулярной 
деафферентации в m. soleus наблюдали уменьшение 
доли волокон, экспрессирующих ТЦМ Iβ, и площади 
их поперечного сечения, а также увеличение доли 
волокон, экспрессирующих быстрые изоформы ТЦМ. 
Привлекает внимание внешнее сходство обнаружен-
ного феномена и трансформации миозинового фено-
типа в космическом полете. Они указывают на воз-
можность того, что  функциональные изменения 
вестибулярного аппарата в условиях невесомости 
могут способствовать изменению характера экспрес-
сии миозиновых изоформ. Эта точка зрения доста-
точно уязвима. Во-первых, трансформация миози-
нового фенотипа в медленную сторону наблюдается 
и в наземных моделях невесомости, когда функция 
вестибулярного аппарата изменена незначительно 
(см. выше). Во-вторых, аналогичные исследования, 
проведенные с использованием хирургической ве-
стибулярной деафферентации (лабиринтэктомии), 
привели к изменениям противоположной направлен-
ности в m. soleus животных. Обнаружен сдвиг миози-
нового фенотипа m. soleus в сторону увеличения доли 
медленных волокон [60, 61]. К сожалению, приведен-
ными публикациями исчерпываются наши знания 
о вестибулярных влияниях на миозиновый фенотип 
постуральной мышцы. Очевидно, вопросов остается 
гораздо больше, чем ответов. Дальнейшие исследо-
вания помогут ликвидировать белые пятна в этой об-
ласти знания.

ЭКСПРЕССИЯ МИОЗИНОВЫХ ГЕНОВ В УСЛОВИЯХ 
ГРАВИТАЦИОННОЙ РАЗГРУЗКИ 
В начале обзора сказано, что изменения миозиново-
го фенотипа при функциональной разгрузке (disuse) 

Рис. 6. Метод вывешивания крыс по Ильину–Новикову 
в модификации Morey-Holton 
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определяются снижением экспрессии гена «медлен-
ной» изоформы ТЦМ и увеличением экспрессии ге-
нов «быстрых» изоформ ([4] и др.). Интересно просле-
дить за динамикой этого процесса. Stevens и соавт. 
впервые показали, что уже на 4-е сутки вывеши-
вания у крыс породы Wistar наблюдалось неболь-
шое снижение содержания мРНК ТЦМ Iβ, которое 
на 7-е сутки принимает форму тенденции и состав-
ляет примерно 20% [62]. Ученым из University of 
California, Irwin на крысах линии Sprague-Dowley 
удалось обнаружить статистически значимое сни-
жение мРНК ТЦМ Iβ уже после 24 ч вывешивания 
[63]. На крысах Wistar нами выявлено значимое сни-
жение содержания мРНК ТЦМ Iβ на 7-е сутки вы-
вешивания, однако некоторая тенденция к  этому 
наблюдалась уже на 3-и сутки [64] (рис. 7А). Таким 
образом, во всех этих работах показано снижение 
экспрессии мРНК медленной изоформы тяжелых це-

пей миозина, однако скорость этого процесса варьи-
рует в разных исследованиях. Отмечен также ранний 
и существенный рост содержания в мышце мРНК, 
кодирующих изоформы тяжелых цепей миозина 
IIBи IId/x (рис. 7В,Г). Интересно, что после 3–4 суток 
вывешивания в пулах отдельных волокон не находят 
ни одного «чисто» медленного волокна, т.е. в каждом 
волокне идет постепенное замещение ТЦМ Iβ изо-
формами быстрых типов [65]. По нашим данным, ди-
намика содержания мРНК ТЦМ IIA [66] отличает-
ся как от динамики мРНК ТЦМ Iβ, так и ТЦМ IId/x 
и IIB. Уже после 3 суток вывешивания содержание 
мРНК ТЦМ IIA демонстрирует снижение, которое 
продолжается до 7 суток. Содержание мРНК ТЦМ 
IIA после 14 суток вывешивания оказывается столь 
высоким, что не отличается от контрольных значе-
ний (рис. 7Б). Итак, изменениям миозинового фено-
типа при гравитационной разгрузке предшествует 

Рис. 7. Динами-
ка экспрессии 
мРНК изоформ 
ТЦМ в m. soleus 
крысы в условиях 
разгрузки (вы-
вешивания) [64] 
HS3 – 3 суток 
вывешивания, 
HS7 – 7 суток 
вывешивания, 
HS14 –14 суток 
вывешивания. 
Данные полу-
чены методом 
количественной 
полимеразной 
цепной реакции 
в реальном вре-
мени

А� Б

В� Г
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изменение паттерна экспрессии мРНК, кодирующих 
соответствующие изоформы ТЦМ, поэтому поиск мо-
лекулярных механизмов трансформации миозиново-
го фенотипа в большой степени сводится к изучению 
механизмов регуляции экспрессии миозиновых ге-
нов. 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ 
ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ИЗОФОРМ ТЯЖЕЛЫХ ЦЕПЕЙ 
МИОЗИНА В ПОСТУРАЛЬНОЙ МЫШЦЕ В УСЛОВИЯХ 
РАЗГРУЗКИ 
Механизмы сдвига экспрессии генов изоформ ТЦМ 
в быструю сторону остаются в значительной степени 
неизученными. При исследовании роли сигнальной 
системы кальцинейрин/NFATc1 на фоне гравита-
ционной разгрузки обнаружено, что через 14 суток 
вывешивания крыс по Morey-Holton наблюдается 
интенсивный транспорт NFATс1 в ядра волокон m. 
soleus [67]. Однако содержание NFATс1 в миоядрах 
мышц человека после 60 суток постельной гипокине-
зии существенно уменьшено [68]. Налицо явное про-
тиворечие этих данных между собой. Вопрос об ин-
тенсивности импорта NFAT в ядро при разгрузке 
остается неясным. С использованием циклоспорина 
А, ингибитора дефосфорилирования NFATс1 [69, 70], 
в нашей лаборатории и в лаборатории K.M. Baldwin 
было показано, что экспрессия мРНК ТЦМ медлен-
ного типа при действии циклоспорина А, ингибитора 
кальцинейрина, на фоне вывешивания еще больше 
снижается. Это указывает на возможную компен-
саторную функцию этого сигнального пути при раз-
грузке. При этом различия между интенсивностью 
снижения экспрессии мРНК ТЦМ медленного типа 
при разгрузке и в тех же условиях, но при введении 
циклоспорина А, невелики, хоть и статистически 
значимы. Сходство амплитуды изменений в этом экс-
перименте указывает на то, что снижение экспрес-
сии ТЦМ медленного типа при разгрузке в большой 
степени обусловлено ингибированием сигнального 
пути кальцинейрин/NFATc1.

 Трансформация в  сторону быстрого фенотипа 
не происходит при вывешивании мышей с нокаутом 
по обеим убиквитинлигазам семейства MuRf [71]. 
Поэтому MuRf-зависимая экспрессия кальсарци-
на-2, возможно, является важным элементом, обе-
спечивающим стабилизацию быстрого миозинового 
фенотипа при действии гипотетических механиз-
мов, компенсаторно направленных на сохранение 
«медленного» фенотипа. Нами впервые обнаруже-
на специфичная для изоформ динамика экспрессии 
мРНК кальсарцинов в ходе моделируемой гравита-
ционной разгрузки (рис. 8) [66]. На 3-и сутки вывеши-
вания уровень экспрессии кальсарцина-1 был таким 
же, как в контроле, затем снижался вплоть до 14 су-

ток. Уровень мРНК кальсарцина-2 уже на 3-и сутки 
был в 2 раза выше, чем в контроле, и продолжал ра-
сти до 14 суток. 

С учетом как опубликованных, так и собственных 
данных можно предположить, что в той части воло-
кон, которая содержит значительную долю быстрых 
изоформ ТЦМ, повышение экспрессии кальсарци-
на-2 приводит к предотвращению компенсаторно-
го усиления кальцинейринового пути и тем самым 
к стабилизации быстрого фенотипа в них. В других 
волокнах (преимущественно медленных) снижение 
экспрессии кальсарцина-1 может интенсифициро-
вать кальцинейриновый путь и тем самым стабили-
зировать их медленный фенотип. Таким образом, 
к 7-м суткам формируются устойчивые популяции 
медленных и быстрых волокон при существенном 
сдвиге в сторону волокон быстрого типа. Кроме того, 
нам удалось обнаружить статистически значимое 
увеличение содержания MuRF-1 и MuRF-2 в ядер-
ной фракции гомогената m. soleus после 3 суток вы-
вешивания, т.е. именно в тот период времени, когда 
увеличивается экспрессия кальсарцина-2 [66]. Этот 
феномен вместе с эффектами нокаута генов murf [11] 
позволяет предположить существование причинно-
следственной связи между транслокацией MuRF-1 
и  MuRF-2 в  ядра на  начальном этапе разгрузки 
и усилением экспрессии кальсарцина-2. 

Возможно, что  в  этих процессах важную роль 
играет «депонирование» кальсарцина в структуре 
α-актинина-2. В  нашей лаборатории обнаружено 
снижение содержания α-актинина-2 в пробах soleus 
крысы после вывешивания крыс в течение 7 суток 
[72]. Поэтому можно представить себе освобождение 
связанного кальсарцина-2 вследствие деградации 
α-актинина-2 в условиях моделируемой гравита-
ционной разгрузки. Деградацию цитоскелета в ус-
ловиях разгрузки обычно приписывают кальций-
зависимым цистеиновым протеазам – кальпаинам. 
Поэтому интересно, что при повышенной экспрессии 
кальпастатина, эндогенного ингибитора кальпаинов, 
у вывешенных мышей не происходит трансформа-
ции миозинового фенотипа в быструю сторону [73]. 
Отсутствие трансформации у таких мышей может 
свидетельствовать о том, что активация кальпаинов 
может быть одним из факторов, способствующих 
трансформации миозинового фенотипа при  раз-
грузке. Поскольку активацию кальпаинов при гра-
витационной разгрузке связывают с накоплением 
ионов кальция в миоплазме [74–76], то следует ожи-
дать, что блокирование поступления ионов кальция 
в волокно при использовании нифедипина на фоне 
гравитационной разгрузки приведет к снижению 
активности кальпаинов и  менее выраженной де-
градации цитоскелетных белков. При этом дегра-
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дация α-актинина-2 окажется не столь глубокой, 
как при вывешивании без дополнительных воздей-
ствий, и депо кальсарцина останется полным. В этом 
случае снижение экспрессии ТЦМ Iβ будет полно-
стью или частично предотвращено. В подтверждение 
этой гипотезы нами установлено, что при хрониче-
ском введении нифедипина не происходит трансфор-
мации мышечных волокон m. soleus крысы при выве-
шивании [77]. Однако механизмы участия кальпаинов 
в регуляции экспрессии ТЦМ изучены недостаточно. 

В 2015 году в опытах с вывешиванием крыс нам 
удалось наблюдать активацию (т.е. уменьшение не-
гативного фосфорилирования) другого эндоген-
ного ингибитора сигнального пути кальцинейрин/

NFATc1 – киназы гликогенсинтазы GSK-3β, кото-
рая при отсутствии негативного фосфорилирования 
фосфорилирует NFATc1 и способствует его экспор-
ту из ядра [66]. Активность этого фермента может 
быть подавлена при  высоком содержании оксида 
азота в волокне, который действует через гуанилат-
циклазный механизм [78]. Нами ранее было показа-
но, что при гравитационной разгрузке содержание 
оксида азота в m. soleus крысы значительно снижено 
[79]. При этом введение L-аргинина, повышающего 
продукцию оксида азота, предотвращало снижение 
содержания мРНК ТЦМ Iβ. По-видимому, снижение 
содержания оксида азота в волокне в условиях раз-
грузки можно рассматривать как один из факторов 

Рис. 8. Экспрессия мРНК и содержание белков семейства кальсарцинов в m. soleus крысы в условиях разгрузки 
(вывешивания) [64]. HS3 – 3 суток вывешивания, HS7 – 7 суток вывешивания, HS14 – 14 суток вывешивания. Дан-
ные получены методом количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени и методом вестерн-
блотинга (третий график) 
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стабилизации быстрого фенотипа, который действу-
ет через GSK-3β. 

Salanova и соавт. [68] связывают снижение интен-
сивности импорта NFATc1 в миоядра при функци-
ональной разгрузке с действием другого механиз-
ма: с  уменьшением экспрессии каркасного белка 
Homer-1, которое наблюдалось в m. soleus и m. vastus 
lateralis человека после длительной постельной ги-
покинезии. В этой работе функция Homer-1 описа-
на как функция каркасного обеспечения сближения 
и взаимодействия кальцинейрина и NFATc1 в пост-
синаптической зоне и в зоне Z-диска. Механизмы ре-
гуляции экспрессии этого белка не установлены. 

О роли соотношения макроэргических фосфатов 
в контроле миозинового фенотипа в условиях раз-
грузки можно судить лишь в том случае, если на том 
или ином этапе процесса наблюдается значимое из-
менение этого соотношения. Действительно, в ран-
них работах группы Ohira обнаружено, что после 
10-суточного вывешивания крыс действительно 
повышается уровень креатинфосфата в m. soleus 
[80]. Оказалось, что  снижение уровня фосфори-
лированных макроэргических фосфатов при вве-
дении β-гуанидинпропионовой кислоты предот-
вращает трансформацию миозинового фенотипа 
в быструю сторону у вывешенных животных [81]. 
Известно, что  действие хронического введения 
β-гуанидинпропионовой кислоты реализуется че-
рез АМПК-зависимые сигнальные механизмы [82]. 
Как меняется активность АМПК в условиях раз-
грузки не  было известно до  недавнего времени. 
Результаты двух работ в этой области явно противо-
речат друг другу [83, 84]. В нашей лаборатории по-
казано, что при гравитационной разгрузке с исполь-
зованием классической модели «сухой» иммерсии 
в течение 3 суток в m. soleus человека наблюдает-
ся глубокое снижение уровня фосфорилирования 
АМПК [85]. Предполагают, что основным механиз-
мом влияния АМПК на экспрессию генов является 
фосфорилирование/дефосфорилирование молекул 
HDAC. Можно предположить, что их действие (де-
ацетилирование гистона Н3 и транскрипционного 
фактора MEF-2) должно проявляться в условиях мо-
делируемой гравитационной разгрузки. И действи-
тельно, при вывешивании крыс повышается аце-
тилирование гистона H3 в локусе генов «быстрых» 
изоформ миозина [86]. Совсем недавно обнаружили, 
что при действии классического ингибитора HDAC 
на фоне вывешивания крыс в m. soleus волокна мед-
ленного типа не трансформируются в быстрые [87]. 

В условиях разгрузки модулируется и механизм 
микроРНК-зависимой регуляции экспрессии миози-
нового гена (см. «Введение»). В камбаловидной мыш-
це крыс при вывешивании снижается экспрессия 

микроРНК miR-499 и miR-208b, а значит, возника-
ют условия для работы специфических блокаторов 
промотора гена myh7, т.е. для снижения экспрессии 
медленного миозина [25]. С этими данными согласу-
ются и результаты группы Tsika, свидетельствую-
щие о повышении экспрессии блокаторов промотора 
гена myh7, Рur-α, Рur-β и SP3 и их связывании со 
специфическими сайтами на промоторе в условиях 
вывешивания [88, 89]. Эти процессы могут быть ре-
зультатом снижения экспрессии гена myh7b и miR-
499. О физиологических регуляторах специфических 
блокаторов экспрессии гена myh7 и регуляторных 
miR-499 и miR-208b известно мало.

Приведенные в обзоре данные о регуляции экс-
прессии гена myh7, показывают, что, несмотря на из-
учение молекулярных механизмов, определяющих 
снижение экспрессии медленной изоформы ТЦМ 
в условиях гравитационной разгрузки, составить 
целостную картину о работе этих механизмов пока 
не удается. Можно предполагать, что функциони-
рование сложной системы эндогенных ингибиторов 
сигнального пути кальцинейрин/NFATc1 направле-
но на преодоление компенсаторных ответов мышцы 
и стабилизацию быстрого фенотипа. В то же время 
неизвестно, какие эпигеномные процессы запускают 
процесс инактивации гена myh7 и снижения экспрес-
сии медленной изоформы ТЦМ на самой начальной 
стадии гравитационной разгрузки в течение первых 
24 ч. 

Еще меньше известно о  том, какие механизмы 
стимулируют работу промоторов генов «быстрых» 
изоформ ТЦМ. Предполагают, что в отсутствие сти-
муляторов «медленной» изоформы ТЦМ связыва-
ние ДНК с транскрипционным регулятором MyoD 
усиливает экспрессию генов «быстрого» миозина 
[90]. При этом у вывешенных животных с нокаутом 
MyoD не  происходит трансформации в  быструю 
сторону [91]. Этот факт позволяет предположить, 
что MyoD существенно влияет на экспрессию генов 
быстрых изоформ ТЦМ при гравитационной раз-
грузке. Интересно, что  стимулирующее действие 
MyoD на экспрессию «быстрых» изоформ миозина 
ингибируется NFATc1 [92]. Другой механизм ре-
ципрокной регуляции характерен для экспрессии 
ТЦМ IIA, с одной стороны, и IId/x и IIB, с другой. 
Обнаружено, что при спинальной изоляции экспрес-
сия ТЦМ IIA снижается, а ТЦМ IId/x повышается 
[93]. Аналогичный феномен мы наблюдали на ранней 
стадии гравитационной разгрузки в экспериментах 
с вывешиваниием крыс [66]. Установлено, что сра-
зу за геном ТЦМ IIA располагается промотор гена 
ТЦМ IId/x, транскрипция с которого осуществля-
ется в двух направлениях. Транскрипция со смыс-
ловой цепи запускает транскрипцию гена IIx, с ком-
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плементарной цепи синтезируется антисмысловая 
РНК, которая приводит к разрушению мРНК ТЦМ 
IIA [93]. Таким образом, активация экспрессии гена 
«быстрой» изоформы миозина вызывает снижение 
экспрессии гена ТЦМ IIA. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Регуляция экспрессии миозиновых генов интенсив-
но изучается в настоящее время, однако ясное пред-
ставление о давно известном и неразгаданном до сих 
пор феномене изменения характера экспрессии этих 
генов в условиях гравитационной разгрузки отсут-
ствует. Ответы на основные вопросы, касающиеся 
описываемого феномена, должны быть получены 
в ближайшем будущем. Адаптивное значение транс-
формации мышечных волокон в условиях гравита-
ционной разгрузки в многочисленных публикациях, 
связанных с этой проблемой, не затрагивается. В ус-
ловиях гипогравитации «отключаются» преимуще-
ственно постуральные экстензоры, прежде всего m. 
soleus, а в ней – волокна, экспрессирующие медлен-
ную изоформу ТЦМ и, следовательно, реализующие 
медленный «тонический» режим сократительной 
активности. Изменение характера постуральных 
синергий в условиях реальной и моделируемой не-
весомости приводит к  устранению «тонического» 
компонента двигательной функции. Поэтому сдвиг 
миозинового фенотипа в быструю сторону может 
быть составной частью таких адаптивных перестро-
ек двигательного аппарата млекопитающих. Другой 
взгляд на адаптивное значение сдвига миозиново-
го фенотипа основан на известных различиях тро-
фических механизмов, т.е. механизмов поддержа-

ния структуры и метаболизма мышечных волокон 
медленного и быстрого типов. В элегантной работе 
группы Ohira [94] показано, что денервация m. so-
leus у вывешенных крыс не приводит к нарастанию 
атрофических изменений, т.е. к редукции площади 
поперечного сечения волокон. При тех же условиях 
атрофия m. plantaris была существенно меньше, чем 
в m. soleus, но была намного более выраженной, если 
мышца при этом еще и денервировалась. Из этого 
следует, что нейротрофические неимпульсные вли-
яния в быстром волокне эффективно предотвраща-
ют интенсивное развитие атрофических процессов. 
Эта стратегия не характерна для волокон медленного 
типа, поддержание структуры которых полностью 
определяется интенсивностью и длительностью со-
кратительной деятельности. Можно предположить, 
что трансформация миозинового фенотипа медлен-
ных волокон, превращающая их в быстрые, позво-
ляет увеличить количество волокон, сохраняющих 
объем миофибриллярного аппарата в условиях без-
деятельности за счет нейротрофических влияний.  
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ВВЕДЕНИЕ
При движении клетки скоординированные процессы 
полимеризации актина и взаимодействие актиновых 
филаментов с клеточной мембраной толкают актив-
ный край клетки вперед и приводят к образованию 
филоподий. Эти процессы координируются актин
связывающими белками. Нарушения в функциони-
ровании актинсвязывающих белков, приводящие 
к нарушениям подвижности клетки, являются от-
личительной особенностью необластических клеток. 
Белки семейства BAR служат связующим звеном 
между динамикой актина и мембранными перестрой-
ками у всех эукариот. Изначально BAR-домены были 
определены как консервативные участки белков жи-
вотных BIN и амфифизина, а также дрожжевых бел-
ков Rvs161 и Rvs167 [1]. Помимо BAR-домена, белки 
этого семейства содержат другие домены, необхо-
димые для связывания со специфическими белка-
ми и липидами, что определяет их функцию и рас-
положение в клетке [2] (рис. 1). Предпочтительное 
связывание BAR-доменов с изогнутыми участками 
мембраны позволяет привлекать нужные белки к ме-
стам мембранных перестроек. 

BAR-доменные белки могут воздействовать на по-
лимеризацию актина разными способами. В некото-
рых случаях они активируют факторы нуклеации 
актина WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) 
и WAVE (Wiskott-Aldrich Verprolin Protein) [3], дру-
гие BAR-доменные белки взаимодействуют с Rho 
GTP-азами [4]. Большинство BAR-доменов при-
влекают к мембране специфичные для конкретно-
го клеточного процесса белки за счет SH3-доменов, 
которые сами способны взаимодействовать со мно-
жеством белков, содержащих богатые пролином 
последовательности [5, 6]. Это ставит вопрос о фак-
торах, определяющих специфичность привлечения 
определенных белков. Существует гипотеза, согласно 
которой белки-партнеры узнают не отдельные SH3-
домены, а специфическое расположение нескольких 
SH3-доменов [7] (см. ниже). 

Помимо привлечения белков-партнеров, SH3-
домены часто выполняют функцию регуляции ак-
тивности BAR-доменов [8, 9]. Как правило, связы-
вание SH3 с  BAR-доменом переводит структуру 
в автоингибированное состояние, для снятия кото-
рого необходимо взаимодействие с  белком-акти-
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в регуляции динамики клеточных 
мембран

Т. Б. Станишнева-Коновалова1, Н. И. Деркачева2, С. В. Полевова1, О. С. Соколова1*
1Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, биологический факультет, 
119234, Москва, Ленинские горы, 1, стр. 12
2Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И. Евдокимова, 
кафедра биохимии, 127473, Москва, ул. Делегатская, 20, стр. 1
*E-mail: sokolova184@gmail.com
Поступила в редакцию 10.03.2016
Принята к печати 22.08.2016

РЕФЕРАТ Многие процессы жизнедеятельности клетки связаны с перестройкой биологических мембран. 
Семейство BAR-доменных белков играет ключевую роль в формировании и детекции локальных изгибов 
мембран и привлечении к мембранам других белков, в том числе регулирующих перестройки актинового 
цитоскелета. Основываясь на структурных и филогенетических свойствах, BAR-домены принято делить 
на несколько групп, по-разному воздействующих на мембраны и выполняющих разные функции в клетке. 
Однако в последнее время появляется все больше свидетельств функциональных различий даже в преде-
лах одной группы этого семейства. В настоящем обзоре рассмотрены принципы взаимодействия различных 
групп BAR-доменов и их отдельных представителей с мембранами. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА BAR-домены, динамика мембран, липидные мембраны.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АС – амфипатическая спираль; ПН – поверхностное натяжение; ФИ(4,5)Ф2 – 

фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат.
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ватором [9]. У F-BAR белка Nervous wreck (Nwk) 
связывание SH3-домена с F-BAR не блокирует его 
способность связываться с мембраной, а лишь уве-
личивает необходимое для связывания количество 
фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата (ФИ(4,5)Ф

2
) 

[10]. 
Интересный пример регуляции активности 

BAR-домена показывает белок PICK, функции ко-
торого связаны с интернализацией и экспонирова-
нием на  поверхность клетки AMPA-рецепторов 
[11]. PICK ингибируется другим BAR-доменным 
белком – ICA69 [12], причем на сегодняшний день 
не ясно, обусловлено это образованием гетеродиме-
ра из BAR-доменов ICA69 и PICK или совместной 
олигомеризацией их гомодимеров. Второй вариант 
кажется более вероятным, учитывая стабильность 
димеров BAR-доменных белков и  потенциальное 
участие C-концевого участка ICA69 во взаимодей-
ствии.

По данным базы Uniprot семейство BAR включа-
ет в настоящее время более 220 белков [13], только 
для  четверти из  них получены кристаллические 
структуры [14]. Общее свойство всех BAR-доменов – 
формирование димеров с положительно заряжен-
ной поверхностью, которая связывается с отрица-
тельно заряженными липидными мембранами [15, 

16]. По структурным и филогенетическим свойствам 
BAR-домены делятся на несколько групп: классиче-
ские BAR/N-BAR, F-BAR и I-BAR (рис. 1) [17]. 

КЛАССИЧЕСКИЕ BAR-ДОМЕНЫ И N-BAR-ДОМЕНЫ
Классический BAR-домен представляет собой димер, 
в котором каждый мономер состоит из трех изогну-
тых антипараллельно направленных альфа-спира-
лей [15]. Димеры классических BAR и N-BAR име-
ют серповидную форму и связываются с мембраной 
своей вогнутой поверхностью. Большинство белков, 
содержащих классические BAR-домены, присут-
ствуют в нервных клетках млекопитающих, где уча-
ствуют в формировании синаптических контактов, 
и в процессах, связанных с передачей сигнала [18]. 

Одними из наиболее изученных BAR-доменных 
белков являются амфифизины, функции которых 
связаны с эндоцитозом в нейронах [19]. У млекопи-
тающих имеется два гена, кодирующих амфифизи-
ны. Изоформа амфифизина 2, так же как амфифизин 
дрозофилы, экспрессируется не в нейронах, а в мы-
шечных клетках, где участвует в  формировании 
и стабилизации Т-трубочек [20, 21]. Мутации в ам-
фифизине 2/BIN1 человека вызывают наследствен-
ное нейромышечное заболевание, называемое цен-
тронуклеарная, или миотубулярная миопатия [22]. 

Рис. 1. До-
менные 
структу-
ры белков 
семейства 
BAR (слева) 
и структуры 
димеризован-
ных BAR-
доменов 
(справа)

арфаптин 
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Единственный консервативный участок различных 
амфифизинов – N-концевой BAR-домен. 

Кристаллическую структуру BAR-домена амфи-
физина дрозофилы получили в 2004 году и предска-
зали, что подобные домены могут встречаться у мно-
гих групп белков [15]. На основании структурного 
сходства к семейству BAR-доменов была отнесена 
определенная ранее структура C-концевого домена 
арфаптина [23] и расшифрованная позднее структу-
ра эндофилина [24]. На тот момент в ряде работ уже 
отмечали важную роль эндофилина в эндоцитозе 
и его взаимодействие с амфифизином и динамином 
[25, 26].

Согласно результатам рентгеноструктурного ана-
лиза, на концах BAR-домена, между α-спиралями 
2 и 3 и на его вогнутой поверхности присутствуют 
кластеры положительно заряженных аминокислот-
ных остатков (а.о.) (рис. 2), мутации которых снижали 
способность BAR-домена связываться с мембраной 
и модифицировать липосомы in vitro. Показано так-

же, что N-концевая последовательность амфифизи-
на длиной 26 а.о. имеет неупорядоченную структу-
ру в растворе, но складывается в амфипатическую 
спираль (АС) при  взаимодействии с  липидами. 
Встраивание АС помогает BAR-домену формировать 
изгиб мембраны [27]. В дальнейшем АС обнаружили 
у многих (но не у всех) BAR-доменных белков. 

I-BAR-ДОМЕНЫ
I-BAR-домен был впервые определен как гомологич-
ный N-концевой домен белков IRSp53 и MIM мле-
копитающих и назван IM-доменом (IRSp53/MIM) 
[28]. Позднее, из-за структурного сходства с BAR-
доменами, этот домен получил называние I-BAR 
(Inverse BAR) [29]. I-BAR-доменные белки представ-
лены как у высших, так и у низших эукариот, однако 
не найдены у дрожжей. 

Подобно классическим BAR-доменам, I-BAR-
домены состоят из трех α-спиралей и формируют 
димеры, многие из которых в опытах in vitro связы-
ваются с липосомами и модифицируют их кривизну 
[30–32]. Димер I-BAR имеет менее изогнутую фор-
му, чем классический BAR (рис. 1). Кластеры поло-
жительно заряженных аминокислот, отвечающих 
за связывание с отрицательно заряженными липида-
ми в мембране, располагаются у них не на вогнутой, 
а на выпуклой поверхности (рис. 2), и они вызывают 
изгиб мембраны в противоположную по сравнению 
с BAR сторону [28, 33].

Ген, кодирующий IRSp53, активно экспрессиру-
ется в различных клетках и тканях млекопитающих, 
особенно в нейронах. У мышей с нокаутом IRSp53 
нарушены способность к  обучению и  память [34]. 
IRSp53 содержит CRIB-мотив, который связывается 
с GTP-азой Cdc42, и SH3-домен, взаимодействующий 
с WAVE. В комплексе с Cdc42 и белком Eps8 он может 
вызывать формирование филоподий [35], а в ком-
плексе с  WAVE – ламеллоподий [36]. Регуляция 
IRSp53 происходит за счет фосфорилирования двух 
остатков треонина, что  приводит к  связыванию 
с ним белка 14-3-3 и последующей инактивации [37]. 
IRTKS, ближайший гомолог IRSp53, в меньших ко-
личествах присутствует в мозге, но найден в мочевом 
пузыре, печени, семенниках, сердце и легких. В от-
личие от IRSp53 он не связывается с Cdc42, а его экс-
прессия в клетках вызывает образование кластеров 
коротких актиновых филаментов, а не филоподии, 
однако конкретные биологические функции IRTKS  
неизвестны [38]. MIM (Missing-In-Metastasis) полу-
чил свое название благодаря тому, что его экспрессия 
была понижена в некоторых метастазирующих ли-
ниях клеток [39], однако более поздние исследования 
показали, что в других метастазирующих линиях 
его экспрессия может быть, наоборот, повышена [40]. 

Рис. 2. Деформация мембраны BAR-доменами. По-
ложительный и отрицательный электростатические 
потенциалы поверхности белка показаны синим и крас-
ным цветами соответственно, поверхность мембраны 
обозначена красной пунктирной линией

BAR

F-BAR

I-BAR



ОБЗОРЫ

 ТОМ 8  № 4 (31)  2016 | ACTA NATURAE | 69

В процессе развития организма MIM активно экс-
прессируется в сердце, скелетных мышцах и цен-
тральной нервной системе. Сверхэкспрессия MIM 
в клеточных линиях млекопитающих приводит к ис-
чезновению стрессовых фибрилл актина и появле-
нию множества небольших выступов на поверхности 
клеток [41]. Активность MIM, как и IRSp53, регули-
руется фосфорилированием остатка в центральной 
части белка (вне I-BAR-домена) [42]. Получены дан-
ные об участии MIM в образовании цилий [43], одна-
ко точная его роль в развитии и физиологии живот-
ных не ясна. Белок ABBA, ближайший гомолог MIM, 
экспрессируется в глиальных клетках центральной 
нервной системы мышей, но отсутствует в нейронах. 
В культуре глиальных клеток C6-R АВВА локализу-
ется в области кортикального актина, а его нокдаун 
приводит к дефектам в формировании ламеллоподий 
[44]. 

В 2011 году была расшифрована атомная струк-
тура I-BAR-домена белка Pinkbar (Planar Intestinal- 
and Kidney-specific BAR), которая обладает 
практически нулевой кривизной [45]. Этот белок экс-
прессируется в эпителиальных клетках кишечни-
ка и почки и участвует в структуризации мембраны 
в зоне межклеточных контактов. I-BAR-домен белка 
Pinkbar, в отличие от других известных, способен 
формировать уплощенные участки мембраны и со-
бираться в стабильные плоские олигомеры, причем 
как на липидной мембране, так и в растворе [29, 45]. 
Следствием олигомеризации доменов, помимо де-
формации мембраны, является кластеризация заря-
женных липидов ФИ(4,5)Ф2

 в мембране. По сравне-
нию с классическими BAR-доменами I-BAR-домены 
обладают более высоким электростатическим потен-
циалом и способны формировать кластеры ФИ(4,5)Ф

2
 

на микроскопических масштабах [33]. 

F-BAR-ДОМЕНЫ
Еще одна широкая группа BAR-доменных бел-
ков имеет домен F-BAR (Fes/CIP4 homology-BAR). 
F-BAR-белки найдены у всех эукариот, кроме расте-
ний, они считаются важнейшими регуляторами изги-
ба клеточных мембран [46]. Большая часть известных 
F-BAR-доменных белков вовлечена в клатрин-зави-
симый или кавеолин-зависимый эндоцитоз. Многие 
также участвуют в образовании филоподий и ламел-
лоподий, но если филоподии необходимы для фор-
мирования аксонов [47], то ламеллоподии, напротив, 
ингибируют этот процесс [48]. Обе эти структуры 
могут обеспечивать миграцию нормальных клеток 
и участвовать в распространении метастазирующих 
[49]. Еще один важный процесс, нарушение которого 
приводит к развитию опухолей, – клеточное деление, 
также происходящее с участием F-BAR-доменных 

белков. К заболеваниям, связанным с изменением 
уровня экспрессии или мутациями в генах, кодиру-
ющих белки этой группы, относятся нарушения раз-
вития, неврологические и аутовоспалительные забо-
левания, инвазивные опухоли, гипертрофия сердца, 
нарушения углеводного обмена и дисфункция почек, 
что делает F-BAR-доменные белки потенциальной 
терапевтической мишенью [50].

Впервые F-BAR-домен обнаружили в белке CIP4 
(CDC42-Interacting Protein 4) [51]. Консервативный 
N-концевой участок (60 аминокислотных остат-
ков) белков CIP4 и FES был назван FCH (FES/CIP4 
Homology). Он расположен рядом с доменом, похо-
жим по структуре на BAR-домен, и вместе с ним об-
разует функциональную единицу – F-BAR. Анализ 
кристаллических структур F-BAR-доменов белков 
млекопитающих FBP17 и CIP4 показал, что F-BAR-
домены имеют менее изогнутую и более удлинен-
ную форму, чем классические BAR-домены [16] 
(рис. 1). Они состоят из пяти α-спиралей: короткой 
N-концевой, трех длинных и короткой C-концевой, 
за которой следует небольшая последовательность, 
ответственная за гомодимеризацию. Поверхности, 
которыми мономеры взаимодействуют друг с дру-
гом, содержат в основном гидрофобные остатки и не-
сколько заряженных (рис. 2). Мутации консерватив-
ных положительно заряженных аминокислотных 
остатков на вогнутой стороне F-BAR-димеров при-
водили к снижению способности белков связываться 
с мембраной и модифицировать липосомы in vitro [16, 
52]. 

Исследования последних лет указывают на из-
бирательность связывания фосфолипидов некото-
рыми F-BAR-доменами [53, 54]. Так, у дрожжевого 
белка Rgd1p, активирующего GTP-азы Rho3 и Rho4 
[55], обнаружен сайт связывания фосфоинозитидов, 
отсутствующий у других F-BAR-доменных белков 
дрожжей – Bzz1p и Hof1p [56]. Опыты in vitro по-
казали предпочтительное связывание Rgd1p с ли-
посомами, содержащими ФИ(4,5)Ф2

. Получение 
кристаллографической структуры Rgd1p в  ком-
плексе с мио-инозитол-1,2,3,4,5,6-гексакисфосфатом 
(ИнзФ6), выступающим в роли аналога фосфоино-
зитидной липидной головки, позволило определить 
аминокислотные остатки, составляющие сайт связы-
вания фосфоинозитидов. 

Белки CIP4, FBP17 и  FCHo2 также обладают 
специфичностью к фосфоинозитидам и имеют соот-
ветствующий сайт связывания [16, 52, 57]. Такой же 
сайт обнаружен у человеческого белка Gmip [58], 
который активирует GTP-азу RhoA и играет важ-
ную роль в перестройке кортикального актина в ран-
нем митозе [59], а также в миграции нейронов [60]. 
И в том, и в другом процессе фосфоинозитиды явля-
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ются важными регуляторами. Таким образом, специ
фичность связывания некоторых F-BAR-доменов 
с липидами позволяет привлекать F-BAR-доменные 
белки к определенным участкам мембраны. Кроме 
этого, связывание F-BAR-доменов ограничивает 
диффузию липидов, а следовательно, и трансмем-
бранных белков, что может иметь важное значение 
для пространственной организации белков в  кон-
кретном клеточном процессе [54, 61]. 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ BAR-ДОМЕННЫХ БЕЛКОВ 
С МЕМБРАНОЙ
Основные функции BAR-доменов заключаются 
в формировании мембранного изгиба, его распро-
странении и стабилизации и/или распознавании 
с последующим привлечением цитозольных белко-
вых факторов к определенному месту клетки [17]. 
При этом возникновение изгиба и его распростране-
ние являются связанными процессами: локальные 
деформации мембраны, обусловленные одним диме-
ром, облегчают связывание других димеров. 

Начальные этапы формирования мембранного из-
гиба происходят за счет электростатического связы-
вания BAR-домена с мембраной и в некоторых слу-
чаях встраивания в мембрану N-концевой АС [62]. 
В основе связывания лежит взаимодействие поло-
жительно заряженных аминокислот с отрицательно 
заряженными липидами, причем некоторые BAR-
домены предпочтительно связываются с фосфоино-
зитидами [56]. Встраивание АС в один монослой спо-
собствует образованию изгиба из-за возникающей 
асимметрии в структуре бислоя [63]. Показано так-
же, что АС некоторых BAR-белков играют ключевую 
роль во фрагментировании небольших липосом [64]. 
Однако экспериментальные данные о связывании 
с мембранами BAR-доменов, не имеющих АС [65, 66], 
не позволяют однозначно ответить на вопрос о роли 
АС в генерации мембранного изгиба.

Для распространения изгиба необходимо взаимо-
действие многих BAR-доменов. Структуру, которую 
они образуют на поверхности мембраны, называют 
скаффолдом. Считается, что формирование скаф-
фолда присуще всем BAR-доменным белкам, и его 
структура во многом определяет результат воздей-
ствия на мембрану. В свою очередь, структура скаф-
фолда зависит от концентрации белка и натяжения 
мембраны. Методом крупно-зернистой молекуляр-
ной динамики показано, что N-BAR-домены при их 
низкой концентрации собираются на плоских мем-
бранах и липосомах в нитевидные структуры и сет-
ки, а при достижении поверхностной плотности 20% 
начинают формировать мембранный выступ [67]. 
N-BAR-белок эндофилин, функции которого связа-
ны с эндоцитозом, способен индуцировать формиро-

вание трубок на гигантской липосоме при плотности 
около 5% и малом поверхностном натяжении (ПН). 
Для формирования трубок при большом ПН требу-
ется большая плотность белков, а при ПН выше 0.25 
мН/м формирование трубок полностью ингибирует-
ся. Влияние ПН на сборку скаффолда обусловлено 
тем, что связывание димеров концевыми участками 
опосредуется локальными мембранными деформа-
циями, которым препятствует высокое значение ПН. 
Это говорит о том, что уменьшение ПН может запу-
скать механизм быстрой активации эндоцитоза [68]. 

 ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ BAR-ДОМЕНОВ К ИЗГИБУ 
МЕМБРАНЫ
Изучение интенсивности флуоресценции белков 
на мембранных трубках, образованных гигантски-
ми липосомами, показало, что BAR-домены могут 
работать как детекторы мембранного изгиба: плот-
ность расположения BAR-доменов, связанных с мем-
бранными трубками, в десятки или сотни раз выше, 
чем на плоской мембране. Предпочтительное связы-
вание с мембранными трубками показано для всех 
протестированных BAR-доменных белков: амфи-
физина [69], эндофилина [70], BIN1 [71], синдапина 
[65] и IRSp53 [66]. Чтобы объяснить, почему похожие 
по структуре BAR-домены воздействуют на мембра-
ны по-разному, необходимо рассмотреть способы ор-
ганизации множества BAR-доменов на мембране. 

Так как рентгеноструктурный анализ не может 
дать представления о взаимодействии белков с пол-
норазмерной мембраной, реконструкции олигомеров 
BAR-доменов, связанных с мембранными трубками, 
получены методом криоэлектронной микроскопии [7, 
72, 73] (рис. 3). 

Изучение организации F-BAR-доменов эндофи-
лина на мембранной трубке показало, что они распо-
лагаются под углом 10° [7] (рис. 3А). Большие участ-
ки свободной мембраны между соседними тяжами 
(около 50 Å) могут быть обусловлены необходимостью 
обеспечить доступ GTP-азам, с которыми эндофи-
лин взаимодействует в  процессе эндоцитоза [74]. 
SH3-домены полноразмерного эндофилина при его 
взаимодействии с мембранной трубкой также рас-
полагались на поверхности в виде димеров. Это под-
тверждено опытами с поперечными сшивками ци-
стеинов, экспериментально введенных в SH3-домены 
[75]. Предположили, что такая пространственная ор-
ганизация может узнаваться GTP-азой динамином, 
имеющей две расположенные рядом богатые проли-
ном последовательности [75]. 

Еще одной олигомерной структурой, изученной 
с помощью криоэлектронной микроскопии и спираль-
ной реконструкции, стала структура BAR-доменов 
изоформы амфифизина 2, вовлеченного в организа-
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цию Т-трубочек [72] (рис. 3Б). BAR-домены амфифи-
зина упакованы значительно плотнее, чем в струк-
туре эндофилина, и таким образом, что один конец 
BAR-домена направлен в мембрану, а другой от нее. 
В отличие от эндофилина, они стабильно соедине-
ны друг с другом АС, которые, как предполагается, 
участвуют в инициации изгиба. Как следствие, тру-
бочки, формируемые амфифизином, намного более 
жесткие. Это согласуется с биологическими функ-
циями белков: амфифизин формирует стабильные 
Т-трубочки, а эндофилин динамичные структуры, 
быстро образующиеся и разбирающиеся в процессе 
эндоцитоза [76]. 

С  помощью рентгеновской кристаллографии 
удалось не только получить структуры отдельных 
F-BAR-доменов, но  и  предложить схему их вза-
имодействия с мембранами. В кристаллах F-BAR-

домены формируют плоские скаффолды, в которых 
BAR-домены расположены в боковой ориентации. 
Между собой BAR-домены взаимодействуют конце-
выми и латеральными участками. При взаимодей-
ствии с мембраной BAR-домены поворачиваются 
так, что изогнутая сторона, несущая положительно 
заряженные аминокислотные остатки, оказывает-
ся повернутой к мембране, плоский скаффолд пре-
образуется в кольцевой, а затем в спиральный, за-
кручивающийся вокруг формирующейся трубки [16] 
(рис. 3В). Это предположение подтверждено данны-
ми криоэлектронной микроскопии [73] и молекуляр-
ного моделирования [77].

Изолированные I-BAR-домены могут активно 
формировать мембранный изгиб [33], но поскольку 
у полноразмерных I-BAR-белков эта способность 
менее выражена [41] ввиду автоингибирования, 
они могут связываться с уже изогнутой мембраной. 
Функции восприятия и генерации изгиба мембраны 
не являются взаимоисключающими, поэтому можно 
предположить, что поведение белка зависит от его 
концентрации: при низкой концентрации они распоз-
нают существующий изгиб мембраны и привлекают 
к ней другие белки, а при высоких могут собираться 
в олигомеры (рис. 3Г) и активно участвовать в рас-
пространении изгиба [78]. С другой стороны, I-BAR-
домены белка Pinkbar формируют не изгибы, а упло-
щенные мембранные участки. В соответствии с этим 
их олигомеры имеют плоскую форму, хотя в них при-
сутствуют характерные для BAR-доменов концевые 
взаимодействия (рис. 3Д). 

СТАБИЛИЗАЦИЯ ИЗГИБА МЕМБРАНЫ
Важность N-концевых АС для стабилизации взаи-
модействия с липидами установлена с помощью раз-
личных методов [15, 79]. В опытах in vitro отсутствие 
АС приводило к неспособности эндофилина модифи-
цировать липосомы и образовывать трубки. Это по-
казано также методом молекулярной динамики [7]. 
В более позднем исследовании методом электронного 
парамагнитного резонанса было показано, что АС эн-
дофилина проникают в липидный бислой на 8–11 Å 
ниже уровня фосфатных групп и не находятся в пря-
мом контакте друг с  другом [80]. Предполагали, 
что важность АС для олигомеризации белка может 
быть связана с совместной координацией липидов. 
Встраивание АС в верхний липидный монослой при-
водит к образованию положительного мембранного 
изгиба из-за возникающей асимметрии в структуре 
бислоя.

Структура эндофилинов, установленная с  по-
мощью криоэлектронной микроскопии, указыва-
ла на то, что вставки соседних (параллельно длин-
ной оси трубки) димеров не взаимодействуют друг 

Рис. 3. Олигомеризация BAR-доменов на мембранах. 
А – построенная по изображениям криоэлектронной 
микроскопии модель мембранной трубочки диа-
метром 28 нм, вокруг которой собраны олигомеры 
эндофилина (сверху). Показано предполагаемое 
расположение BAR-домена (оранжевый) и допол-
нительных спиралей (голубой и фиолетовый) (снизу) 
[7]. Б – олигомеры, образованные BAR-доменами 
амфифизина 2 [72]. В – схема олигомеризации BAR-
доменов на мембране и формирования мембранных 
трубочек [16]. Г – взаимодействие между димеризо-
ванными BAR-доменами CIP4 [73]. Д – взаимодействие 
между димеризованными I-BAR-доменами Pinkbar [45]
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с другом и направлены к мембране. Это отличало 
их от расположения в кристаллической структуре 
и в связанном с липосомами состоянии. Различие 
впоследствии объяснили двумя конформационными 
состояниями: при высоких концентрациях белка, до-
статочных для формирования олигомера, N-BAR-
домен оказывается ближе к  мембране, что  спо-
собствует более глубокому встраиванию АС [80] 
и препятствует спонтанному мембранному изгибу 
и стабилизирует мембранную трубку. Переключение 
между конформациями эндофилина может быть свя-
зано с фосфорилированием Ser75: появление нега-
тивного заряда мешает встраиванию АС в мембра-
ну и стабилизации трубочек. Известно, что мутации 
LRRK2-киназы, связанные с болезнью Паркинсона, 
приводят к повышению фосфорилирования Ser75 
и нарушениям эндоцитоза в синапсах [81]. 

Помимо привлечения белков-партнеров, SH3-
домен эндофилина регулирует активность N-BAR-
домена. Методом молекулярной динамики показано, 
что в растворе SH3-домен связывается с N-концевой 
АС за счет гидрофобных взаимодействий и форми-
рования солевых мостиков между заряженными 
остатками [8]. Отрицательный электростатический 
потенциал при  этом концентрируется на  SH3-
домене, а положительный на АС, поэтому когда бе-
лок подходит к мембране, АС поворачивается к ней, 
а SH3-домен отворачивается от нее. С одной сторо-
ны, в такой автоингибированной форме SH3-домен 
не взаимодействует с другими белками в растворе, 
а с другой, белок «ищет» в мембране место, подходя-
щее по электростатическому потенциалу и имеющее 
дефекты в упаковке липидов, куда может произойти 
встраивание АС. 

В  последние годы появляются свидетельства 
того, что  активность по  формированию мембран-
ных трубок или  инвагинаций мембраны харак-
терна не  для  всех без  исключения BAR-доменов. 
Дрожжевой белок Cdc15p, вовлеченный в цитокинез, 
олигомеризуется в филаменты и не вызывает моди-
фикацию мембраны [82]. Олигомеризация Cdc15p 
необходима для  формирования контрактильного 
кольца, однако в этом случае белок не вызывает из-
менение формы мембраны, а лишь привлекает к ней 
другие белки. Отсутствие способности формировать 
трубки также показано для шести F-BAR-доменов 
млекопитающих. Возможно, общая функция F-BAR-
доменных белков состоит в  привлечении и  про-
странственной организации около мембраны других 
белков, и лишь в некоторых случаях они непосред-
ственно изменяют форму мембраны [83]. Один из та-
ких белков – F-BAR-доменный белок Nervous wreck 
(Nwk), гомологи которого присутствуют у  многих 
организмов, от насекомых до высших позвоночных. 

Два гомолога этого белка вовлечены в мембранные 
перестройки в стереоцилиях и нейронах мозжечка 
млекопитающих [84, 85]. 

НЕТРАДИЦИОННАЯ ОРИЕНТАЦИЯ. F-BAR-
ДОМЕННЫЙ БЕЛОК NERVOUS WRECK
Рост нейронов и образование новых связей – про-
цессы, лежащие в основе обучения и памяти, – кон-
тролируются факторами роста. Рецепторы, связав-
шиеся с факторами роста, убираются внутрь клетки 
путем эндоцитоза и направляются в специфические 
клеточные компартменты, где могут подвергаться 
модификации, деградации или взаимодействовать 
с другими белками [86]. Определение механизмов, 
которые контролируют скорость и направление по-
тока эндосом с рецепторами, имеет большое значение 
для понимания процессов передачи сигнала. Нервно-
мышечный синапс Drosophila melanogaster служит 
удобной моделью для изучения регуляции синапти-
ческого роста, поскольку за 4 дня площадь мышцы 
увеличивается более чем в 100 раз, что сопровожда-
ется значительным увеличением количества контак-
тов с нейронами. Регуляция процесса роста нейро-
нов включает как ретроградные сигналы от мышцы, 
так и антероградные сигналы от нейрона к мышце 
[87]. Известно, что мутации белков-регуляторов эн-
доцитоза приводят к избыточному количеству ответ-
влений аксона, поскольку препятствуют затуханию 
сигнала от рецепторов фактора роста [88–90]. 

F-BAR-белок Nervous wreck (Nwk) имеет огра-
ниченную гомологию с  другими F-BAR-белками. 
Исследования in vitro показали, что, в отличие от дру-
гих F-BAR-белков, Nwk вызывает образование кле-
точных выступов, а не инвагинаций (рис. 4А) [91]. 

Для  изучения взаимодействия F-BAR-домена 
Nwk с мембраной была построена его модель по го-
мологии с известной кристаллической структурой 
гомологичного F-BAR-домена FCHO2, имеющая 
специфическую S-образную форму [92] (рис. 4Б). 
Мы использовали электронную микроскопию для из-
учения способов организации F-BAR-доменов белков 
Cip4 и Nwk на липидах и обнаружили, что F-BAR-
домены Cip4, как и ожидалось, собирались в линей-
ные филаменты, а F-BAR-домены Nwk образуют 
V-образные, N-образные и зигзагообразные струк-
туры более высокого порядка [92]. Важно, что в от-
сутствие липидов такие структуры не наблюдались. 
На  основании полученных результатов предло-
жен механизм взаимодействия Nwk с мембранами. 
Зигзагообразные структуры формируют на мембра-
не «гребешок», геометрия которого зависит от угла 
между димерами и частоты встречаемости димеров, 
обращенных вогнутой стороной к мембране. В клет-
ках этот гребешок может образовывать кольцо, 
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маркирующее участок мембраны, который далее 
преобразуется в клеточный выступ с помощью ми-
кротрубочек и актиновых филаментов (рис. 4В) [92]. 

Важную роль при этом играют концевые участки 
димера, ответственные за олигомеризацию, и элек-
тростатические взаимодействия между мембраной 
и вогнутой стороной F-BAR [92]. Формирование вы-
ступов также требует полимеризации актиновых 
филаментов, однако уже сформированные выступы 
не реагируют на обработку ингибитором полимери-
зации актина латрункулином B. Это указывает на то, 
что актин необходим только для их формирования 
[93]. Интересно, что  возникшие выступы отлича-
ются по структуре от филоподий, поскольку кроме 
актиновых филаментов содержат микротрубочки. 
Обработка нокодазолом, деполимеризатором микро-
трубочек, также не приводит к разрушению высту-
пов. 

Очевидно, что функционирование Nwk в нейро-
нах обеспечивается не только его F-BAR-доменом, 
но и двумя SH3-доменами, каждый из которых свя-
зывается с определенными белками. В рециркули-
рующих эндосомах Nwk взаимодействует с белком 
из группы сортирующих нексинов SNX16, который, 

в свою очередь, связан с пресинаптическим рецеп-
тором роста Tkv [94]. Взаимодействие Nwk с SNX16 
приводит к понижению сигнала от Tkv и необходи-
мо для возвращения рецептора на мембрану. Кроме 
того, Nwk связывает белки-регуляторы эндоцито-
за Dap160, динамин и Wsp. Опыты с мутантными 
SH3a- и SH3b-доменами показали, что SH3a связы-
вает динамин и Wsp, а SH3b отвечает за связывание 
с  Dap160 [95]. Wsp активирует Arp2/3-комплекс, 
который запускает полимеризацию актина, необхо-
димую для осуществления эндоцитоза [96]. Однако 
Nwk активирует Wsp значительно слабее, чем SH3-
доменные белки млекопитающих, например, Nck 
активируют WASP [97]. Усиление эффекта дости-
гается за счет совместного действия Nwk с другим 
активатором Wsp, GTP-азой Cdc42. Таким образом, 
посредством SH3-доменов Nwk взаимодействует 
с эндоцитарным аппаратом и вместе с Cdc42 активи-
рует Wsp/Arp2-3-зависимую полимеризацию актина 
для регуляции синаптического роста. 

Другая важная функция SH3-доменов Nwk – ре-
гуляция активности F-BAR. Показано, что  SH3b-
домен связывается с F-BAR, однако это не приводит 
к потере способности последнего связываться с мем-
браной, а лишь повышает количество отрицательно 
заряженных липидов, необходимое для связывания 
[10]. При этом как сам F-BAR-домен, так и полно-
размерный белок модифицировали гигантские ли-
посомы, однако слишком большой негативный за-
ряд препятствовал деформации мембраны [10]. 
Одним из возможных объяснений может служить 
то, что при меньшей концентрации ФИ(4,5)Ф2

 боль-
шая часть F-BAR-доменов оказывается связанной 
с мембраной вогнутой стороной, что способствует де-
формации. С другой стороны, не исключено, что при-
чиной является изменение свойств самой мембраны. 
Увеличение концентрации ФИ(4,5)Ф

2
 в мембране 

приводит к возрастанию упорядоченности липидов, 
которое характеризуется выпрямлением углеводо-
родных хвостов, возрастанием толщины бислоя, по-
нижением коэффициента латеральной диффузии 
и т.д. [98, 99]. Образование таких липидных микродо-
менов может препятствовать деформации мембраны 
или динамичному перемещению белков, необходи-
мому для формирования олигомеров [100]. Состав 
мембраны сходным образом способен регулировать 
и другие BAR-доменные белки: повышенное содер-
жание ФИ(4,5)Ф

2
 подавляет деформирующую мем-

брану активность F-BAR-домена FBP17 в опытах 
in vivo [101]. Ранее считалось, что связывание SH3-
доменов с F-BAR приводит к полному автоингибиро-
ванию, которое снимается либо связыванием с дру-
гими белками [102], либо повышением негативного 
заряда в мембране [103]. Пример Nwk, однако, ука-

Рис. 4. Нетрадиционная активность F-BAR-домена 
Nwk [92]. А – формирование проникающих внутрь 
клетки трубочек при сверхэкспрессии типичных 
F-BAR-доменов и формирование клеточных выступов 
при сверхэкспрессии F-BAR-домена Nwk. Б – модель 
димеризованного F-BAR-домена Nwk (каждый моно-
мер покрашен в свой цвет). В – схема формирования 
клеточных выступов при олигомеризации F-BAR-
доменов Nwk и полимеризации актина 

А

Б

В

~20 нм ~20 нм 

~1
 м

км
 

Формирование клеточного выступа

актин 
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зывает на более сложный механизм, который требует 
дальнейших исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Получение кристаллических структур BAR-доменов 
позволило описать механизмы изменения формы 
мембран на молекулярном уровне, а с помощью ис-
следований in vitro и метода электронной микроско-
пии удалось объяснить, каким образом схемы олиго-
меризации BAR-доменов приводят к формированию 
различных мембранных структур. Показано как ак-
тивность некоторых белков семейства BAR может 
регулироваться внутри- и межбелковыми взаимо-
действиями, а также за счет чего может достигать-

ся специфичность привлечения белков-партнеров. 
Однако, несмотря на  значительное продвижение 
в понимании роли BAR-доменных белков в жизнеде-
ятельности клетки, многие проблемы остаются нере-
шенными. Учитывая, что изменения уровня экспрес-
сии и мутации в генах, кодирующих BAR-доменные 
белки, связаны со множеством серьезных заболева-
ний, исследования в этой области представляют со-
бой интерес не только для биологии, но и для меди-
цины.  

Работа поддержана грантом РНФ  
(№ 14-14-00234).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Sakamuro D., Elliott K.J., Wechsler-Reya R., Prendergast G.C. 

// Nat. Genet. 1996. V. 14. № 1. P. 69–77.
2. Qualmann B., Koch D., Kessels M.M. // EMBO J. 2011. V. 30. 

P. 3501–3515.
3. Padrick S.B., Cheng H.C., Ismail A.M., Panchal S.C., Doolittle 

L.K., Kim S., Skehan B.M., Umetani J., Brautigam C.A., Leong 
J.M., et al. // Mol. Cell. 2008. V. 32. № 3. P. 426–438.

4. Itoh T., De Camilli P. // Biochim. Biophys. Acta – Mol. Cell 
Biol. Lipids. 2006. V. 1761. № 8. P. 897–912.

5. Ferguson S.M., Brasnjo G., Hayashi M., Wölfel M., Collesi C., 
Giovedi S., Raimondi A., Gong L., Ariel P., Paradise S., et al. // 
Science. 2007. V. 316. № 5824. P. 570–574.

6. Solomaha E., Szeto F.L., Yousef M.A., Palfrey H.C. // J. Biol. 
Chem. 2005. V. 280. № 24. P. 23147–23156.

7. Mim C., Cui H., Gawronski-Salerno J.A., Frost A., Lyman E., 
Voth G.A., Unger V.M. // Cell. 2012. V. 149. № 1. P. 137–145.

8. Vázquez F.X., Unger V.M., Voth G.A. // Biophys. J. 2013. V. 104. 
№ 2. P. 396–403.

9. Rao Y., Ma Q., Vahedi-Faridi A., Sundborger A., Pechstein A., 
Puchkov D., Luo L., Shupliakov O., Saenger W., Haucke V. // 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010. V. 107. № 18. P. 8213–8218.

10. Kelley C.F., Messelaar E.M., Eskin T.L., Sokolova O.S., 
Nicastro D., Rodal A.A., Kelley C.F., Messelaar E.M., Eskin 
T.L., Wang S., et al. // CellReports. 2015. V. 13. № 11. P. 1–13.

11. Rocca D.L., Martin S., Jenkins E.L., Hanley J.G. // Nat. Cell 
Biol. 2008. V. 10. № 3. P. 259–271.

12. Cao M., Xu J., Shen C., Kam C., Huganir R.L., Xia J. // J. 
Neurosci. 2007. V. 27. № 47. P. 12945–12956.

13. The UniProt Consortium. // Nucl. Acids Res. 2013. V. 41. 
Database issue. P. D43–D47.

14. Berman H.M., Westbrook J., Feng Z., Gilliland G., Bhat T.N., 
Weissig H., Shindyalov I.N., Bourne P.E. // Nucl. Acids Res. 
2000. V. 28. № 1. P. 235–242.

15. Peter B.J., Kent H.M., Mills I.G., Vallis Y., Butler P.J.G., Evans 
P.R., McMahon H.T. // Science. 2004. V. 303. № 5657. P. 495–499.

16. Shimada A., Niwa H., Tsujita K., Suetsugu S., Nitta K., 
Hanawa-Suetsugu K., Akasaka R., Nishino Y., Toyama M., 
Chen L., et al. // Cell. 2007. V. 129. № 4. P. 761–772.

17. Frost A., Unger V.M., De Camilli P. // Cell. 2009. V. 137. № 2. 
P. 191–196.

18. Kessels M.M., Qualmann B. // J. Cell Sci. 2015. P. 1–9.
19. David C., McPherson P.S., Mundigl O., de Camilli P. // Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA. 1996. V. 93. № 1. P. 331–335.

20. Lee E., Marcucci M., Daniell L., Pypaert M., Weisz O.A., 
Ochoa G.-C., Farsad K., Wenk M.R., De Camilli P. // Science. 
2002. V. 297. № 5584. P. 1193–1196.

21. Razzaq A., Robinson I.M., Mcmahon H.T., Skepper J.N., Su Y., 
Zelhof A.C., Jackson A.P., Gay N.J., Kane C.J.O. // Genes Dev. 
2001. V. 15. P. 2967–2979.

22. Nicot A.S., Toussaint A., Tosch V., Kretz C., Wallgren-
Pettersson C., Iwarsson E., Kingston H., Garnier J.M., 
Biancalana V., Oldfors A., Mandel J.L., Laporte J. // Nat. 
Genet. 2007. V. 39(9). P. 1134–1139.

23. Tarricone C., Xiao B., Justin N., Walker P.A., Rittinger K., 
Gamblin S.J., Smerdon S.J. // Nature. 2001. V. 411. № 6834. 
P. 215–219.

24. Weissenhorn W. // J. Mol. Biol. 2005. V. 351. № 3. P. 653–661.
25. Ringstad N., Gad H., Löw P., Di Paolo G., Brodin L., 

Shupliakov O., De Camilli P. // Neuron. 1999. V. 24. № 1. 
P. 143–154.

26. Guichet A., Wucherpfennig T., Dudu V., Etter S., Wilsch-
Bräuniger M., Hellwig A., González-Gaitán M., Huttner W.B., 
Schmidt A.A. // EMBO J. 2002. V. 21. № 7. P. 1661–1672.

27. Gallop J.L., Jao C.C., Kent H.M., Butler P.J.G., Evans P.R., 
Langen R., McMahon H.T. // EMBO J. 2006. V. 25. № 12. 
P. 2898–2910.

28. Yamagishi A., Masuda M., Ohki T., Onishi H., Mochizuki N. 
// J. Biol. Chem. 2004. V. 279. № 15. P. 14929–14936.

29. Mattila P.K., Pykäläinen A., Saarikangas J., Paavilainen 
V.O., Vihinen H., Jokitalo E., Lappalainen P. // J. Cell Biol. 2007. 
V. 176. № 7. P. 953–964.

30. Suetsugu S., Murayama K., Sakamoto A., Hanawa-Suetsugu 
K., Seto A., Oikawa T., Mishima C., Shirouzu M., Takenawa 
T., Yokoyama S. // J. Biol. Chem. 2006. V. 281. № 46. P. 35347–
35358.

31. Millard T.H., Bompard G., Heung M.Y., Dafforn T.R., Scott 
D.J., Machesky L.M., Fütterer K. // EMBO J. 2005. V. 24. № 2. 
P. 240–250.

32. Lee S.H., Kerff F., Chereau D., Ferron F., Klug A., Dominguez 
R. // Structure. 2007. V. 15. № 2. P. 145–155.

33. Saarikangas J., Zhao H., Pykäläinen A., Laurinmäki P., 
Mattila P.K., Kinnunen P.K.J., Butcher S.J., Lappalainen P. // 
Curr. Biol. 2009. V. 19. № 2. P. 95–107.

34. Kim M.-H., Choi J., Yang J., Chung W., Kim J.-H., Paik S.K., 
Kim K., Han S., Won H., Bae Y.-S., et al. // J. Neurosci. 2009. 
V. 29. № 5. P. 1586–1595.

35. Krugmann S., Jordens I., Gevaert K., Driessens M., 



ОБЗОРЫ

 ТОМ 8  № 4 (31)  2016 | ACTA NATURAE | 75

Vandekerckhove J., Hall A. // Curr. Biol. 2001. V. 11. № 21. 
P. 1645–1655.

36. Scita G., Confalonieri S., Lappalainen P., Suetsugu S. // 
Trends Cell Biol. 2008. V. 18. P. 52–60.

37. Robens J.M., Yeow-Fong L., Ng E., Hall C., Manser E. // Mol. 
Cell. Biol. 2010. V. 30. № 3. P. 829–844.

38. Millard T.H., Dawson J., Machesky L.M. // J. Cell Sci. 2007. 
V. 120. № 9. P. 1663–1672.

39. Lee Y.-G., Macoska J.A., Korenchuk S., Pienta K.J. // 
Neoplasia. 2002. V. 4. № 4. P. 291–294.

40. Machesky L.M., Johnston S.A. // J. Mol. Med. (Berl.). 2007. 
V. 85. № 6. P. 569–576.

41. Woodings J.A., Sharp S.J., Machesky L.M. // Biochem. J. 
2003. V. 371. Pt 2. P. 463–471.

42. Wang Y., Zhou K., Zeng X., Lin J., Zhan X. // J. Biol. Chem. 
2007. V. 282. № 10. P. 7624–7631.

43. Bershteyn M., Atwood S.X., Woo W.M., Li M., Oro A.E. // 
Dev. Cell. 2010. V. 19. № 2. P. 270–283.

44. Saarikangas J., Hakanen J., Mattila P.K., Grumet M., 
Salminen M., Lappalainen P. // J. Cell Sci. 2008. V. 121. 
P. 1444–1454.

45. Pykäläinen A., Boczkowska M., Zhao H., Saarikangas J., 
Rebowski G., Jansen M., Hakanen J., Koskela E.V, Peränen 
J., Vihinen H., et al. // Nat. Struct. Mol. Biol. 2011. V. 18. № 8. 
P. 902–907.

46. Heath R.J.W., Insall R.H. // J. Cell Sci. 2008. V. 121. № 12. 
P. 1951–1954.

47. Dent E.W., Kwiatkowski A.V., Mebane L.M., Philippar U., 
Barzik M., Rubinson D.A., Gupton S., van Veen J.E., Furman 
C., Zhang J., et al. // Nat. Cell Biol. 2007. V. 9. № 12. P. 1347–
1359.

48. Tanaka E., Sabry J. // Cell. 1995. V. 83. № 2. P. 171–176.
49. Machesky L.M. // FEBS Lett. 2008. V. 582. № 14. P. 2102–2111.
50. Liu S., Xiong X., Zhao X., Yang X., Wang H. // J. Hematol. 

Oncol. 2015. V. 8. № 1. P. 1–14.
51. Aspenström P. // Curr. Biol. 1997. V. 7. № 7. P. 479–487.
52. Tsujita K., Suetsugu S., Sasaki N., Furutani M., Oikawa T., 

Takenawa T. // J. Cell Biol. 2006. V. 172. № 2. P. 269–279.
53. Wang Q., Navarro M.V.A.S., Peng G., Molinelli E., Goh S.L., 

Judson B.L., Rajashankar K.R., Sondermann H. // Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 2009. V. 106. № 31. P. 12700–12705.

54. Zhao H., Michelot A., Koskela E.V., Tkach V., Stamou D., 
Drubin D.G., Lappalainen P. // Cell Rep. 2013. V. 4. № 6. 
P. 1213–1223.

55. Roumanie O., Peypouquet M.F., Bonneu M., Thoraval D., 
Doignon F., Crouzet M. // Mol. Microbiol. 2000. V. 36. № 6. 
P. 1403–1414.

56. Moravcevic K., Alvarado D., Schmitz K.R., Kenniston J.A., 
Mendrola J.M., Ferguson K.M., Lemmon M. // Structure. 2015. 
V. 23. № 2. P. 352–363.

57. Henne W.M., Kent H.M., Ford M.G., Hegde B.G., Daumke O., 
Butler P.J., Mittal R., Langen R., Evans P.R., McMahon H.T. // 
Structure. 2007. V. 15. № 7. P. 839–852.

58. Aresta S., de Tand-Heim M.-F., Beranger F., de Gunzburg J. 
// Biochem. J. 2002. V. 367. № 1. P. 57–65.

59. Andrieu G., Quaranta M., Leprince C., Cuvillier O., 
Hatzoglou A. // Carcinogenesis. 2014. V. 35. № 11. P. 2503–2511.

60. Ota H., Hikita T., Sawada M., Nishioka T., Matsumoto M., 
Komura M., Ohno A., Kamiya Y., Miyamoto T., Asai N., et al. // 
Nat. Commun. 2014. V. 5. № 5. P. 4532.

61. Tanaka-Takiguchi Y., Itoh T., Tsujita K., Yamada S., 
Yanagisawa M., Fujiwara K., Yamamoto A., Ichikawa M., 
Takiguchi K. // Langmuir. 2013. V. 29. № 1. P. 328–336.

62. Isas J.M., Ambroso M.R., Hegde P.B., Langen J., Langen R. // 
Structure. 2015. V. 23. № 5. P. 873–881.

63. McMahon H.T., Boucrot E. // J. Cell Sci. 2015. V. 128. № 6. 
P. 1065–1070.

64. Boucrot E., Pick A., Çamdere G., Liska N., Evergren 
E., McMahon H.T., Kozlov M.M. // Cell. 2012. V. 149. № 1. 
P. 124–136.

65. Ramesh P., Baroji Y.F., Reihani S.N.S., Stamou D., 
Oddershede L.B., Bendix P.M. // Sci. Rep. 2013. V. 3. P. 1565.

66. Prévost C., Zhao H., Manzi J., Lemichez E., Lappalainen 
P., Callan-Jones A., Bassereau P. // Nat. Commun. 2015. V. 6. 
P. 8529.

67. Simunovic M., Voth G.A. // Nat. Commun. 2015. V. 6. P. 7219.
68. Shi Z., Baumgart T. // Nat. Commun. 2015. V. 6. P. 5974.
69. Sorre B., Callan-Jones A., Manzi J., Goud B., Prost J., 

Bassereau P., Roux A. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2012. 
V. 109. № 1. P. 173–178.

70. Zhu C., Das S.L., Baumgart T. // Biophys. J. 2012. V. 102. № 8. 
P. 1837–1845.

71. Wu T., Shi Z., Baumgart T. // PLoS One. 2014. V. 9. № 4. P. 
e93060.

72. Adam J., Basnet N., Mizuno N. // Sci. Rep. 2015. V. 5. P. 15452.
73. Frost A., Perera R., Roux A., Spasov K., Destaing O., Egel-

man E.H., De Camilli P., Unger V.M. // Cell. 2008. V. 132. № 5. 
P. 807–817.

74. Ringstad N., Nemoto Y., De Camilli P. // Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 1997. V. 94. № 16. P. 8569–8574.

75. Faelber K., Posor Y., Gao S., Held M., Roske Y., Schulze D., 
Haucke V., Noé F., Daumke O. // Nature. 2011. V. 477. № 7366. 
P. 556–560.

76.  Mizuno N., Jao C.C., Langen R., Steven A.C. // J. Biol. Chem. 
2010. V. 285. № 30. P. 23351–23358.

77. Левцова О.В., Давлетов И.Д., Соколова О.С., Шайтан К.В. 
// Биофизика. 2011. T. 56. № 2. P. 242–247. 

78. Zhao H., Pykäläinen A., Lappalainen P. // Curr. Opin. Cell 
Biol. 2011. V. 23. № 1. P. 14–21.

79. Cui H., Mim C., Vázquez F.X., Lyman E., Unger V.M., Voth 
G.A. // Biophys. J. 2013. V. 104. № 2. P. 404–411.

80. Ambroso M.R., Hegde B.G., Langen R. // Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA. 2014. V. 111. № 19. P. 6982–6987.

81. Matta S., van Kolen K., da Cunha R., van den Bogaart 
G., Mandemakers W., Miskiewicz K., De Bock P.-J., Morais 
V.A., Vilain S., Haddad D., et al. // Neuron. 2012. V. 75. № 6. 
P. 1008–1021.

82. Mcdonald N.A., Vander Kooi C.W., Ohi M.D., Gould K.L. // 
Dev. Cell. 2015. V. 35. № 6. P. 725–736.

83. Traub L.M. // Dev. Cell. 2015. V. 35. № 6. P. 664–666.
84. Cao H., Yin X., Cao Y., Jin Y., Wang S., Kong Y., Chen Y., Gao 

J., Heller S., Xu Z. // PLoS One. 2013. V. 8. № 2. P. 1–11.
85. Sun X., Pinacho R., Saia G., Punko D., Meana J.J., Ramos B., 

Gill G. // Dev. Neurobiol. 2015. V. 75. № 1. P. 93–108.
86. Sadowski L., Pilecka I., Miaczynska M. // Exp. Cell Res. 2009. 

V. 315. № 9. P. 1601–1609.
87. Collins C.A., DiAntonio A. // Curr. Opin. Neurobiol. 2007. 

V. 17. № 1. P. 35–42.
88. Dickman D.K., Lu Z., Meinertzhagen I.A., Schwarz T.L. // 

Curr. Biol. 2006. V. 16. № 6. P. 591–598.
89. Khodosh R., Augsburger A., Schwarz T.L., Garrity P.A. // 

Development. 2006. V. 133. № 23. P. 4655–4665.
90. Wang X., Shaw W.R., Tsang H.T.H., Reid E., O’Kane C.J. // 

Nat. Neurosci. 2007. V. 10. № 2. P. 177–185.
91. Cherbas L., Willingham A., Zhang D., Yang L., Zou Y., Eads 

B.D., Carlson J.W., Landolin J.M., Kapranov P., Dumais J., et al. 
// Genome Res. 2011. V. 21. № 2. P. 301–314.

92. Becalska A.N., Kelley C.F., Berciu C., Stanishneva-
Konovalova T.B., Fu X., Wang S., Sokolova O.S., Nicastro D., 
Rodal A.A. // Mol. Biol. Cell. 2013. V. 24. № 15. P. 2406–2418.



76 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 4 (31)  2016

ОБЗОРЫ

93. Kelley C.F., Becalska A.N., Berciu C., Nicastro D., Rodal A.A. 
// Commun. Integr. Biol. 2015. V. 8. № 2. P. e1000703.

94. Rodal A.A., Blunk A.D., Akbergenova Y., Jorquera R.A., 
Buhl L.K., Littleton J.T. // J. Cell Biol. 2011. V. 193. № 1. 
P. 201–217.

95. Rodal A.A., Motola-Barnes R.N., Littleton J.T. // J. Neurosci. 
2008. V. 28. № 33. P. 8316–8325.

96. Kaksonen M., Toret C.P., Drubin D.G. // Nat. Rev. Mol. Cell 
Biol. 2006. V. 7. № 6. P. 404–414.

97. Tomasevic N., Jia Z., Russell A., Fujii T., Hartman J.J., 
Clancy S., Wang M., Beraud C., Wood K.W., Sakowicz R. // 
Biochemistry. 2007. V. 46. № 11. P. 3494–3502.

98. Stanishneva-Konovalova T.B., Sokolova O.S. // Comput. 
Theor. Chem. 2015. V. 1058. P. 61–66.

99. Lupyan D., Mezei M., Logothetis D.E., Osman R. // Biophys. 
J. 2010. V. 98. № 2. P. 240–247.

100. Ruiz-Herrero T., Hagan M.F. // Biophys. J. 2015. V. 108. № 3. 
P. 585–595.

101.  Tsujita K., Takenawa T., Itoh T. // Nat. Cell Biol. 2015. V. 17. 
№ 6. P. 749–758.

102. Roberts-Galbraith R.H., Gould K.L. // Cell Cycle. 2010. V. 9. 
№ 20. P. 4091–4097.

103. Wu T., Baumgart T. // Biochemistry. 2014. V. 53. № 46. 
P. 7297–7309.



ОБЗОРЫ

 ТОМ 8  № 4 (31)  2016 | ACTA NATURAE | 77

ВВЕДЕНИЕ
Многочисленные исследования α-спиральных пеп-
тидов, проведенные за  последние четверть века, 
не только способствовали лучшему пониманию сво-
рачивания белка в нативную, биологически актив-
ную конформацию, но и представляют значительный 
интерес для разработки лекарственных препаратов, 
эффективных при заболеваниях, связанных с на-
рушениями межбелковых взаимодействий [1–3]. 
С начала 1990-х годов собран большой объем экспе-
риментальных данных по сворачиванию и стабиль-
ности α-спиралей в мономерных пептидах [4, 5]. Эти 
данные показывают, что аминокислотные последо-
вательности α-спиралей, как правило, не оптимизи-
рованы для обеспечения высокой конформационной 

стабильности. Это может быть важным фактором 
в предотвращении накопления ошибочных интерме-
диатов сворачивания глобулярных белков. Поэтому 
конструирование коротких α-спиральных пептидов 
и белков с достаточной конформационной стабиль-
ностью при заданных условиях среды (температуры, 
рН и ионной силы) по-прежнему остается интересной 
и практически важной проблемой белковой инжене-
рии [1, 6].

Огромный объем экспериментальных данных 
по физическим взаимодействиям, которые влияют 
на стабильность α-спиралей в белках и мономер-
ных пептидах, позволяет создать теоретические мо-
дели, описывающие переходы α-спираль–клубок, 
и разработать на этой основе новые высокоэффек-
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РЕФЕРАТ Наиболее часто встречающимся элементом вторичной структуры во многих глобулярных во-
дорастворимых белках и пептидах являются α-спирали. Повышенная конформационная стабильность 
α-спиралей – одна из главных причин высокой термостабильности белков термофильных бактерий. Кроме 
того, α-спирали часто участвуют во взаимодействиях белков не только с другими белками, но и с нуклеи-
новыми кислотами, а также с липидами клеточных мембран. Именно поэтому конструирование высоко-
стабильных α-спиральных пептидов, используемых в качестве высокоактивных и высокоспецифичных 
ингибиторов межбелковых и других взаимодействий, в последнее время находит все больше практических 
применений в медицине. Для улучшения конформационной стабильности α-спиральных пептидов и термо-
стабильных белков в последнее время разработано несколько подходов, которые мы обсудим в этом обзоре. 
Кроме того, будут рассмотрены методы улучшения прохождения пептидов и белков через клеточные мем-
браны и устойчивости к действию внутриклеточных протеаз. Особое внимание уделено методу SEQOPT 
(http://mml.spbstu.ru/services/seqopt/), который используется для конструирования конформационно 
стабильных коротких α-спиралей.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА α-спираль, конформационная стабильность, проницаемость мембран, сопротивляемость 
внутриклеточному протеолизу, факторы термостабильности.
СОКРАЩЕНИЯ SEQOPT – метод глобальной оптимизации аминокислотных последовательностей 
α-спиралей; МД – метод молекулярной динамики; HC (alpha-helix content) – содержание (%) α-спиральной 
конформации в белке; PDB – база данных пространственных структур белков; AGADIR, ALB, HELIX – ста-
тистико-механические модели, описывающие конформационные переходы α-спираль–клубок в коротких 
мономерных пептидах; КД – спектроскопия кругового дихроизма.
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тивные вычислительные методы конструирования 
α-спиральных пептидов с высокой конформационной 
стабильностью.

Стабилизацию α-спиралей неоднократно исполь-
зовали для конструирования промышленно важных 
ферментов, способных работать при повышенных 
температурах [7, 8]. В представленной работе обсуж-
даются также различные способы повышения термо-
стабильности глобулярных белков, включая такие 
молекулярные механизмы, как изменения аминокис-
лотного состава белков термофильных организмов, 
введение дополнительных ионных пар и водородных 
связей, использование аминокислот с повышенной 
склонностью к α-спиральной конформации, обра-
зование дополнительных дисульфидных мостиков, 
усиление гидрофобных взаимодействий, замены 
на остатки пролина в петлях, связывание с ионами 
металлов, более плотная упаковка и др.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ БЕЛКОВ
Термостабильные ферменты используются во мно-
гих современных биотехнологических процессах 
как в лабораторных условиях, так и в широкомас-
штабном промышленном производстве [9, 10].

Природным источником термофильных белков 
служат гипертермофильные микроорганизмы, оп-
тимально растущие при температурах от 80 до 110°C. 
Эти организмы, первоначально найденные в горя-
чих геотермальных источниках, относятся в основ-
ном к архебактериям. Ферменты из этих организ-
мов также имеют оптимум активности при высоких 
температурах (>70°C), а некоторые из них активны 
при температурах значительно выше 100°C. При этом 
термостабильные ферменты обычно неактивны 
при температурах ниже 40°C [11].

Способность надежно предсказывать такие основ-
ные физико-химические свойства мутантных бел-
ков, как стабильность и растворимость в воде, имеет 
большое значение в молекулярной биологии и био-
технологии. Ранее во многих работах изучали фак-
торы, влияющие на стабильность и растворимость 
белков, а также разрабатывали модели для предска-
зания последствий точечных мутаций в белках [11–
14]. В настоящее время ясно, что существует много 
факторов, которые могут повредить стабильности 
белковой структуры или ее активности. 

Особенности структурной организации термо-
стабильных белков и ферментов, позволяющие им 
функционировать при температуре 100°С и выше, ак-
тивно изучали как в экспериментальных, так и в те-
оретических работах с середины 80-х годов (всего, 
согласно базе данных Medline, опубликовано около 
3000 работ) [12, 15–18].

В основе дискуссии лежит сравнительный ана-
лиз гомологичных белков из мезофильных и тер-
мофильных микроорганизмов (далее мезофиль-
ных и  термофильных белков соответственно). 
Описанные к настоящему времени пространствен-
ные структуры термостабильных белков не выяви-
ли в организации вторичной или третичной струк-
туры какой-либо особенности, специфичной только 
для термофилов, по сравнению с их мезофильными 
аналогами. Различия же, выявляемые на  уровне 
аминокислотных последовательностей, весьма раз-
нородны. Такое разнообразие характеристик тер-
морезистентных белков может быть вызвано тем, 
что термофильность обусловлена суммированием 
действия различных факторов, возникающих бла-
годаря подходящей комбинации слабых взаимодей-
ствий, вовлеченных в стабилизацию белка.

Недавно показали, что  механизмы адаптации 
к высоким температурам у разных организмов мо-
гут зависеть от их эволюционной истории [19]. Вместе 
с тем замечено, что аминокислотные замены, предпо-
ложительно сопряженные с терморезистентностью 
белка, часто локализуются в α-спиралях [20–22]. 
Следовательно, анализ энергетического баланса мо-
лекулярных взаимодействий внутри α-спиралей мо-
жет прояснить причины стабильности термофиль-
ных белков при высоких температурах. 

Изменения в аминокислотном составе белков 
термофильных организмов
Изменения в аминокислотном составе белков термо-
фильных организмов по сравнению с их мезофиль-
ными аналогами были одним из первых исследован-
ных факторов, влияющих на термостабильность [23, 
24]. Этот статистический анализ показал, что в тер-
мофильных белках остатки глицина, серина, лизина 
и аспарагиновой кислоты часто заменены на аланин, 
треонин, аргинин и глутаминовую кислоту соответ-
ственно [25]. Функция этих замен в основном состо-
ит в повышении внутренней и понижении внешней 
гидрофобности термостабильных белков. Кроме 
того, эти замены несколько усиливают стабильность 
α-спиралей и плотность упаковки аминокислот в тер-
мостабильных белках. В последнее время предпри-
няты многие дополнительные исследования различ-
ных физических факторов, которые могут приводить 
к изменению аминокислотного состава термофиль-
ных белков (см. обзор на эту тему [18]).

В  серии работ [26–28] нами показано, что 
α-спирали термостабильных белков в целом более 
конформационно стабильны, чем такие же α-спирали 
из высокогомологичных белков мезофильных и псих-
рофильных бактерий. При этом состав α-спиралей 
термостабильных белков меняется за счет увели-
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чения содержания аминокислот с высокой склон-
ностью к  образованию α-спиралей (аланин, лей-
цин) и  соответственно уменьшения содержания 
β-разветвленных остатков (валин, изолейцин и тре-
онин). Кроме того, обнаружено значительное уве-
личение представленности аминокислот, которые 
могут стабилизировать α-спирали за счет сильных 
взаимодействий их боковых цепей с боковыми це-
пями других аминокислот (например, глутаминовой 
кислоты и аргинина). Сходные результаты получены 
и в работе других исследователей, которые также 
обнаружили значительное уменьшение содержания 
β-разветвленных остатков с  низкой склонностью 
к образованию α-спиралей в термофильных белках 
[29].

В работе Matthews и соавт. [30] показано, что вве-
дение остатков пролина повышает термостабиль-
ность белка за счет уменьшения энтропии разверну-
того состояния. 

Дополнительные гидрофобные взаимодействия яв-
ляются важным механизмом стабилизации структу-
ры в термостабильных белках. Показано, что в сред-
нем каждая дополнительная метильная группа, 
погруженная в структуру белка, добавляет примерно 
1.3 (±0.5) ккал/моль в стабильность свернутой кон-
формации белка [31]. 

Ионные пары и связывание с ионами металлов
Сравнение пространственных структур термофиль-
ных белков и их аналогов из мезофильных организ-
мов показало, что первые часто имеют существенно 
большее количество ионных пар, которые значитель-
но стабилизируют их структуру при высоких тем-
пературах [32]. Один из наиболее ярких примеров 
такого рода – увеличение содержания ионных пар, 
наблюдаемое в гипертермофильной люмазинсинтазе 
из Aquifexae olicus по сравнению с ее мезофильным 
аналогом из Bacillus subtilis более чем на 90% [33].

Уже давно известно, что  ионы металлов часто 
стабилизируют и активируют некоторые фермен-
ты. Например, изомераза ксилозы из Streptomyces 
rubiginosus связывает два иона из набора Co2+, Mg2+ 
или Mn2+, один из которых непосредственно вовле-
чен в катализ, а второй преимущественно в стабили-
зацию структуры фермента [34]. Показано, что не-
которые термостабильные ферредоксины содержат 
атомы металлов, которых нет в их мезофильных го-
мологах [35].

Увеличение количества нековалентных 
взаимодействий
Предполагается, что увеличение нелокальных неко-
валентных взаимодействий (например, ионных пар, 
водородных связей и Ван-дер-Ваальсовых контак-

тов), связывающих несмежные части белка, может 
значительно улучшать термостабильность белка. 
Данные, накопленные в последнее время, в целом 
подтверждают эту гипотезу. Например, на основе 
гомологичных белков рубредоксинов из Pyrococcus 
furiosus и Clostridium pasteurianum построены хи-
меры [36]. Относительные стабильности этих хи-
мер по  сравнению с  рубредоксинами P. furiosus 
и  C. pasteurianum указывают на  существенные 
для термостабильности белка взаимодействия между 
ядром белка и одним из β-листов за счет водородных 
связей и гидрофобных взаимодействий. Причем от-
дельно ни ядро, ни β-лист не обеспечивают необхо-
димую стабилизацию. Сравнение одинаковых белков 
из термофильных и мезофильных организмов (373 
пары белков http://phys.protres.ru/resources/termo_
meso_base.html) показало, что первые имеют более 
плотно упакованную опушку глобулы, а плотность 
упаковки внутренней части белка и его ядра свора-
чивания примерно одинакова в обоих случаях [37].

Водородные связи
Другой такой фактор – образование дополнительных 
водородных связей, стабилизирующих структуру 
многих термостабильных белков при высоких тем-
пературах [38–40]. В частности, изучение механизма 
влияния водородных связей на термостабильность 
РНКазы T1 показало, что каждая дополнительная 
водородная связь в среднем добавляет 1.3 ккал/моль 
в стабильность этого белка [38].

В другой работе [39] обнаружили сильную корре-
ляцию между термостабильностью белка GAPDH 
(glyceroaldehyde-3-phosphate dehydrogenase) и ко-
личеством водородных связей между полярными 
незаряженными группами в  нем. Предположили, 
что существуют две основные причины, объясняю-
щие, как наличие дополнительных водородных свя-
зей может влиять на термостабильность белка: 1) 
энергия дегидратации таких групп намного меньше, 
чем энергия дегидратации заряженных групп ион-
ных пар; 2) выигрыш в энтальпии для таких водород-
ных связей значительно выше из-за электростатиче-
ских заряд-дипольных взаимодействий. 

Образование дисульфидных мостиков
Образование дополнительных дисульфидных мости-
ков – еще один важный фактор, стабилизирующий 
структуру белка при высоких температурах [41, 42]. 
Как полагают, этот эффект главным образом связан 
с уменьшением конфигурационной энтропии развер-
нутого состояния белка. 

В некоторых случаях эффект введения в струк-
туру белка множественных дисульфидных мостиков 
имел аддитивный характер [43]. В частности, в моле-
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куле лизоцима фага T4 (фермент без дисульфидов) 
были спроектированы мутанты с дисульфидными 
мостами между остатками 3–97, 9–164 и 21–142, ко-
торые оказались значительно более термостабиль-
ными, чем белок дикого типа. 

Однако в других случаях такая аддитивность от-
сутствовала [42, 44, 45]. Более того, в некоторых слу-
чаях образование дисульфидных мостиков вообще 
не влияет на термостабильность белка [45] или даже 
понижает ее [42], что указывает на наличие в струк-
туре белка участков с различной термочувствитель-
ностью. Интересно, что, по крайней мере в некото-
рых случаях, величина эффекта термостабилизации 
белка с помощью искусственных дисульфидных мо-
стиков примерно пропорциональна логарифму ко-
личества аминокислотных остатков, разделяющих 
два остатка цистеина, образующих дисульфидный 
мостик [16, 43].

В последнее время этот подход к конструированию 
термостабильных белков приобрел дополнительную 
популярность в связи с появлением новых теорети-
ческих подходов, позволяющих на основе известной 
пространственной структуры белка рассчитывать 
не только все возможные комбинации искусственных 
дисульфидных мостиков, но и примерно оценивать 
их энергию и вероятность самопроизвольного обра-
зования [46].

Направленная эволюция
Основным экспериментальным методом улучшения 
свойств ферментов является метод направленной 
эволюции [47]. Главное преимущество этого подхо-
да состоит в том, что он не требует знания никаких 
деталей структуры изменяемого фермента. Метод 
основан на контролируемом экспериментатором про-
цессе искусственной ускоренной эволюции микро-
организмов, поставленных в жесткие условия окру-
жающей среды. В отличие от естественной эволюции, 
это более интенсивный и избирательный процесс, 
он имеет определенную специфическую цель, огра-
ничен во времени и имитирует такие протекающие 
в природе процессы, как случайный мутагенез, ре-
комбинации и отбор.

Работы по направленной эволюции промышленно 
важных белков с помощью химического и радиацион-
ного мутагенеза начали проводить с начала 80-х го-
дов, а в 90-х они получили широкое развитие в связи 
с наступлением эры промышленной молекулярной 
биотехнологии. Бурное развитие этой отрасли дикту-
ется необходимостью получения новых все более эф-
фективных и безопасных для здоровья человека био-
катализаторов природного происхождения. В 1994 г. 
появился новый подход – метод перетасовки ДНК 
[48], который доказал свою эффективность, и на его 

основе было создано множество различных разно-
видностей основного варианта. Например, с помощью 
этого подхода получен термостабильный субтилизин 
Е, в 15 раз более активный, чем белок дикого типа 
из B. subtilis при 37°C [49]. Изучение его структуры 
показало, что большинство мутаций, приводящих 
к повышению термостабильности белка, находятся 
в петлях, соединяющих элементы вторичной струк-
туры [50]. В другом эксперименте термостабильность 
и активность п-нитробензолэстеразы из B. subtilis 
были увеличены с помощью пяти циклов неточно-
го ПЦР, сопровождаемых одним шагом перетасов-
ки ДНК [51]. Термостабильность мутантного белка 
увеличилась на 10°C, а активность была выше, чем 
у фермента дикого типа при любой температуре.

ВЫЧИСЛИТЕЛЬНЫЕ МЕТОДЫ ДЛЯ РАЦИОНАЛЬНОГО 
КОНСТРУИРОВАНИЯ ТЕРМОСТАБИЛЬНЫХ БЕЛКОВ
Для предсказания конформационной стабильности 
белков и конструирования термостабильных мутан-
тов были предложены многие теоретические модели 
и компьютерные алгоритмы, основанные на физиче-
ских и химических принципах [52–54]. Полученные 
результаты достаточно убедительно показывают, 
что эти подходы могут стать надежным инструмен-
том белковой инженерии в ближайшем будущем. 

Метод молекулярной динамики (МД) – один 
из основных, хорошо зарекомендовавших себя вы-
числительных подходов к моделированию конфор-
мационной подвижности белков, сворачивания их 
в нативную конформацию и рационального дизайна 
мутантов с измененными свойствами [55]. Для того 
чтобы устранить необходимость моделировать 
слишком длинные молекулярно-динамические тра-
ектории, создана теоретическая модель и соответ-
ствующее программное обеспечение, позволяющее 
предсказывать подвижные и более стабильные об-
ласти в белках с известной пространственной струк-
турой без моделирования детальной молекулярной 
динамики этого белка [56].

Многократные траектории MД того же самого бел-
ка при идентичных условиях позволяют определить 
структуру и последовательность его промежуточ-
ных состояний при термическом разворачивании [57]. 
Эти наблюдения могут обеспечить подсказки о том, 
как ферменты начинают разворачиваться и какие их 
области наиболее подходят для стабилизации [58]. 

Кроме МД применяются и другие подходы, ос-
нованные на современных методах перебора и оп-
тимизации энергии конформеров боковых цепей 
аминокислотных остатков исследуемых белков [59]. 
Например, используя компьютерный алгоритм гло-
бальной оптимизации, основанный на DEE-теореме, 
накладывающей условия для выявления ротаме-
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ров, которые не могут быть членами конформации, 
обладающей глобальным минимумом энергии [60]. 
При помощи данного подхода был сконструирован 
термостабильный мутант G-белка стрептококка [61]. 
Мутантный белок имел температуру плавления бо-
лее 100°C, что на 20°C больше по сравнению с белком 
дикого типа. 

Недавно был разработан энергетический по-
тенциал для  оценки влияния точечных мутаций 
на стабильность глобулярных белков с известной 
пространственной структурой [62]. Эти расчеты до-
ступны также через Интернет-сервер http://foldx.
embl.de/. Расчеты включают не только оценки изме-
нения свободной энергии белка при заменах амино-
кислот, но и расчеты положения заряженных групп, 
водных мостиков и центров связывания металлов, 
которые также могут оказывать значительное влия-
ние на конформационную стабильность белков. 

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА КОНФОРМАЦИОННУЮ 
СТАБИЛЬНОСТЬ α-СПИРАЛЕЙ В КОРОТКИХ 
ПЕПТИДАХ
В отличие от белков в коротких пептидах длиной 
10–20 остатков, отсутствуют многие возможности 
стабилизации структуры, которые есть у  глобу-
лярных белков. Еще в начале 80-х годов считалось, 
что короткие пептиды не могут поддерживать ста-
бильные конформации в воде даже при относительно 
низких температурах [63]. Однако в середине 70-х 
годов в  теоретических работах Финкельштейна 
и  Птицына было предсказано, что  короткие пеп-
тиды, состоящие из аминокислот с высокой склон-
ностью к  α-спиральной структуре, могут иметь 
достаточно стабильные α-спиральные конформа-
ции в  водных растворах [64–68]. Позднее эти те-
оретические предсказания были подтверждены 
экспериментально на основе исследования синте-
тических пептидов, последовательности которых по-
вторяли последовательности α-спиралей рибонукле-
азы А [69, 70]. Теоретическая модель, разработанная 
Финкельштейном и Птицыным, описывает вероят-
ности образования α-спиралей, β-структур и изгибов 
в коротких пептидах и глобулярных белках на основе 
классического подхода Зима–Брэгга с модификаци-
ями, позволяющими учесть некоторые дополнитель-
ные взаимодействия, такие, как электростатические 
взаимодействия заряженных боковых цепей между 
собой и с макродиполем α-спирали, а также гидро-
фобные взаимодействия боковых цепей некоторых 
аминокислот. На основе этой теоретической модели 
создана компьютерная программа (ALB), способная 
успешно предсказывать не только примерный уро-
вень конформационной стабильности α-спиральных 
пептидов [4], но и, с вероятностью ~65%, распреде-

ление элементов вторичной структуры в глобуляр-
ных белках [71]. Основной недостаток этой моде-
ли – отсутствие учета некоторых взаимодействий 
(например, так называемый CappingBox и/или на-
личие пролина в  первом N-концевом положении 
α-спирали), позиционных зависимостей склонности 
аминокислот в первом и последнем витке спирали, 
а также влияние различных специальных после-
довательностей соседних с  α-спиралью участков 
рассматриваемого пептида, которые, как показано 
позднее, играют значительную роль в стабилизации 
α-спиральной конформации в белках и пептидах. 

Начиная с  конца 80-х и  особенно в  90-е годы, 
описано большое количество экспериментов, в ко-
торых для  изучения различных взаимодействий 
в α-спиралях использовали аминокислотные замены 
в коротких синтетических пептидах на основе поли-
аланина [72]. Этот подход позволил накопить доста-
точно данных и перейти к количественному описа-
нию кооперативных механизмов конформационных 
переходов в α-спиральную конформацию для пепти-
дов с произвольными последовательностями [5, 73].

В настоящее время считается, что у каждой из 20 
природных аминокислот имеется характерная вну-
тренняя, связанная с ковалентной структурой, тен-
денция к  участию в  образовании α-спиральных 
конформаций в пептидах и белках (например, из-
менения конфигурационной энтропии боковых 
цепей аминокислот при  переходе из  случайной 
в  α-спиральную конформацию) [74]. Кроме этого, 
на стабильность α-спиральных конформаций бел-
ков влияют взаимодействия боковых цепей (между 
остатками в положениях i,i+3 и i,i+4), электроста-
тические взаимодействия заряженных и полярных 
остатков с  макродиполем α-спирали и  Capping-
взаимодействия между остатками, примыкающи-
ми к α-спирали со свободными NH- и CO-группами 
основной цепи белка в первом и последнем витке 
α-спирали [5, 73].

Кроме того, описаны локальные мотивы аминокис-
лотных последовательностей, включающие остатки, 
прилегающие к  α-спирали, которые либо специ
фически упаковываются против остатков первого 
(N-концевого) и последнего (С-концевого) витка спи-
рали, либо образуют с ними сеть специфических во-
дородных связей [75].

Обычно предполагается, что структурные склон-
ности аминокислот не  зависят от  их положения 
в α-спирали [4, 76, 77]. Однако первый и последний 
виток α-спирали не эквивалентны остальной части 
спирали. Как можно видеть из рис. 1, подвижность 
боковой цепи валина в центральных позициях спи-
рали сильно ограничена по сравнению с положением 
в ее первом витке. Отсутствие учета этого фактора 
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значительно снижает точность теоретических моде-
лей переходов α-спираль/случайный клубок в описа-
нии экспериментальных наблюдений по измерению 
стабильности α-спиральных пептидов со сложными 
аминокислотными последовательностями [78–80].

ХИМИЧЕСКИЕ СПОСОБЫ СТАБИЛИЗАЦИИ 
α-СПИРАЛЬНЫХ СТРУКТУР
Поскольку α-спирали часто служат структурной 
основой межмолекулярных интерфейсов белковых 
комплексов, их часто используют в разработках пеп-
тидных ингибиторов, направленных против обра-
зования этих комплексов. Прицельное разрушение 
определенных белок-белковых взаимодействий с по-
мощью α-спиральных или β-структурных пептидов 
является актуальной проблемой химической биоло-
гии, активно решаемой в настоящее время.

Однако использование пептидных ингибиторов 
имеет свои серьезные ограничения. Прежде всего, 
это недостаточная стабильность α-спиральной кон-
формации коротких пептидов с аминокислотными 
последовательностями, полученными из  природ-
ных белков. Кроме того, такие пептиды плохо про-
никают через клеточную мембрану и легко дегра-
дируются протеазами. В течение последних 30 лет 
разработаны различные методологии химической 
модификации коротких α-спиральных пептидов 
для повышения стабильности α-спиральных кон-
формаций, а  также их устойчивости к  действию 

протеаз (рис. 2). Химические модификации для ста-
билизации α-спиральных конформаций включают: 
1) введение в аминокислотную последовательность 
пептида остатков с  ограниченной подвижностью, 
таких, как α-α-диалкилированные остатки [81]; 2) 
ковалентное сшивание боковых цепей аминокислот, 
расположенных на  соседних витках α-спиралей, 
включая образование ковалентных мостиков на ос-
нове дисульфидных связей [82], лактамных струк-
тур [83] и  углеводородов [3]; 3) кэппинг группы 
на N- или С-концах пептида [84]; а также различные 
комбинации всего вышеперечисленного [2].

В некоторых случаях химические модификации, 
стабилизирующие α-спирали, одновременно оказа-
лись способными улучшить и клеточную проницае-
мость этих пептидов, что делает их хорошими инги-
биторами внутриклеточных мишеней. В частности, 
за последнее время появилось большое количество 
данных о повышенной проницаемости мембран не-
которых типов раковых клеток человека для хими-
чески модифицированных α-спиральных пептидов 
[85].

КОНСТРУИРОВАНИЕ СТАБИЛЬНЫХ α-СПИРАЛЕЙ 
БЕЛКОВ С ПОМОЩЬЮ ГЛОБАЛЬНОЙ 
ОПТИМИЗАЦИИ ИХ АМИНОКИСЛОТНЫХ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ
Одним из эффективных способов решения задачи 
стабилизации структуры биологически активных 

i → i+4

i → i+3

N-конец С-конец

N-cap

Солевой мостик

C-cap

Рис. 1. Структура и факторы, влияющие на конформационную стабильность α-спиралей в белках и мономерных 
пептидах
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α-спиральных пептидов с использованием только 
природных аминокислот является SEQOPT – недав-
но разработанный метод глобальной оптимизации 
аминокислотных последовательностей α-спиралей 
в мономерных пептидах и глобулярных белках [1]. 
Этот метод позволяет конструировать α-спирали 
белков с максимально возможной конформационной 
стабильностью при данных условиях (конформаци-
онное окружение, pH, температура и ионная сила 
раствора) с помощью глобальной оптимизации ами-
нокислотных последовательностей с произвольным 
фиксированием любых комбинаций аминокислот. 
Теоретической основой предлагаемого метода явля-
ется модель AGADIR, описывающая термодинамику 
сворачивания α-спиралей при различных условиях 
окружающей среды (температура, pH и ионная сила 
раствора и т.д.) [77], успешно использованная также 
для конструирования мутантных белков с повышен-
ной конформационной стабильностью [7]. Эта модель 
хорошо воспроизводит имеющиеся эксперименталь-
ные данные по стабильности α-спиральной конфор-
мации огромного количества коротких пептидов [73, 
77–80, 86–88].

Зависимость энергетических параметров модели 
от температуры, pH и ионной силы растворителя 
была включена в расчеты как описано в работе [86]. 

Хотя гарантированная сходимость к глобальному 
минимуму в настоящее время не может быть полу-
чена для большинства практически значимых много-
мерных задач, показано, что разработанный метод 
имеет высокую эффективность в оптимизации ами-
нокислотных последовательностей α-спиральных 
пептидов. Измерения КД нескольких синтетических 
пептидов с оптимизированными последовательно-
стями оказались в хорошем согласии с теоретически-
ми расчетами как в терминах абсолютных, так и от-
носительных величин α-спирального содержания [6]. 

Как известно, короткие пептиды обычно весьма 
подвижны и не имеют какой-то одной выделенной 
конформации. На рис. 3 представлены распределе-
ния заселенностей всех возможных сегментов в ко-
ротких пептидах длиной 13 аминокислотных остат-
ков. Последовательность (AETAAAKFLRAHA) 
одного из этих пептидов (см. панель 3А) соответству-
ет α-спирали С рибонуклеазы А – одного из первых 
пептидов, значительная стабильность α-спиральной 

Рис. 2. Основ-
ные способы 
химических 
модификаций 
для увеличения 
конформацион-
ной стабильности 
α-спиральных 
структур

Лактам	 Триазол	 Легирование металлом

Фотоуправляемый макроцикл	 Дисульфидный мостик	 Углеводородная сшивка



84 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 4 (31)  2016

ОБЗОРЫ

конформации которого в воде (HС ~21%, 5оС, pH 7, 
ионная сила 100 ммоль/л, N- и С-концы ацетили-
рованы и амидированы соответственно) показана 
экспериментально. Для сравнения на рис. 3Б пред-
ставлены данные для  пептида такой  же длины, 
но имеющего оптимизированную последовательность 
DYMERWYRYYNEF и HC ~ 88%. 

Из этих рисунков видно, что у пептида с аминокис-
лотной последовательностью, взятой из глобулярного 
белка, в растворе заселенными оказались в основном 
несколько спиральных сегментов, начинающихся 
с аланина в четвертом положении. При этом заселен-
ности каждого такого сегмента меняются случайным 
образом в зависимости от его длины и соответствен-
но аминокислот С-концевой части данного участка. 
В результате первые четыре, а также последние две 
аминокислоты этого пептида почти не имеют шансов 
участвовать в образовании α-спиральной конформа-
ции, средняя длина которой около шести аминокис-
лотных остатков. В результате спиральное содержа-
ние этого пептида довольно низкое – около 21%. 

Оптимизированная последовательность, в отличие 
от природной, ведет себя совершенно иным образом. 
Наиболее высокую заселенность имеет спиральный 
сегмент, покрывающий всю последовательность 
пептида. Следующими по заселенности идут сегмен-
ты, отличающиеся от максимально длинного одним 
или двумя остатками, потерявшими α-спиральную 
конформацию с N- и C-концов.

В результате общее спиральное содержание пеп-
тида с  оптимизированной последовательностью 
достигает почти 90%. Естественно, с увеличением 
длины пептида стабильность α-спиральной конфор-
мации возрастает, приближаясь к 100%. Значительно 
выше и средняя длина α-спирального участка пеп-
тида. Эти результаты показывают не только воз-
можности метода SEQOPT, но и то, что потенциал 
20 природных кислот вполне позволяет получать 
достаточно стабильные конформации в  коротких 
α-спиральных пептидах длиной всего 10–20 остатков.

В обновленной версии SEQOPT (сервер доступен 
http://mml.spbstu.ru/services/seqopt/, см. рис. 4) 
введена новая, практически важная функция алго-
ритма, позволяющая установить минимально допу-
стимый уровень растворимости α-спиральных пеп-
тидов с оптимизированными последовательностями. 
Насколько известно авторам, это первая работа в но-
вой и многообещающей области глобальной оптими-
зации аминокислотных последовательностей белков.

ПРОНИЦАЕМОСТЬ КЛЕТОЧНЫХ МЕМБРАН 
ДЛЯ ПЕПТИДОВ
В последнее время высокостабильные α-спиральные 
пептиды, используемые в качестве высокоактивных 

и высокоспецифичных ингибиторов межбелковых 
взаимодействий, находят все большее практиче-
ское применение в медицине в качестве антибиоти-
ков различного назначения, а также для разруше-
ния некоторых комплексов, играющих ключевую 

Рис. 3. Распределение заселенностей всех возможных 
сегментов в коротких пептидах длиной 13 аминокис-
лотных остатков (согласно AGADIR [77]). А – С-пептид 
из рибонуклеазы А (ac-AETAAAKFLRAHA-nh2) [69, 
70]; Б – пептид с оптимизированной последовательно-
стью такой же длины ac-DYMERWYRYYNEF-nh2
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роль в жизнедеятельности клеток человека [2]. Одна 
из главных проблем использования пептидов в меди-
цине состоит в возможности их проникновения через 
клеточные мембраны. 

Клеточная стенка препятствует попаданию чу-
жеродных молекул внутрь клетки, что затрудняет 
использование сконструированных высокостабиль-
ных пептидов в терапевтических целях. Известно не-
сколько подходов к решению этой проблемы. Один 
из них основан на использовании специальных ре-
цепторов, распознающих определенные химические 

соединения и включающих механизмы активного 
транспорта внутрь клетки [89]. Другим способом яв-
ляется разрушение клеточной мембраны и проник-
новение сквозь открывшиеся поры. 

Известен и хорошо изучен целый класс пептидов, 
обладающих антимикробными свойствами и прони-
кающих сквозь клеточные мембраны, в том числе 
способных переносить через мембрану как другие 
пептиды, так и химические соединения другой при-
роды [102, 103]. Эти пептиды были выделены из бел-
ков различных организмов – от вирусов до высших 
(табл. 1).

Успешное применение пептидов с антибактери-
альной активностью для доставки лекарственных 
средств внутрь клеток показано в ряде эксперимен-
тов [101, 104, 105], при этом эффективность их про-
никновения в различные клетки существенным об-
разом не отличается. Сигнальные пептиды другой 
группы также способны проникать в клетки. Общий 
механизм их действия остается неустановленным 
[89]. В табл. 2 представлены аминокислотные после-
довательности пептидов и указана их способность 
проникать в клетки одноклеточных микроорганиз-
мов.

Эти пептиды могут быть синтезированы или кло-
нированы вместе с необходимыми терапевтическими 
агентами.

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ ПРОТЕОЛИЗ α-СПИРАЛЬНЫХ 
ПЕПТИДОВ
Одна из основных проблем, ограничивающих раз-
витие пептидных терапевтических средств, – их 
неустойчивость к протеолизу и связанные с этим 
проблемы с доставкой к молекулярным мишеням. 
Протеолиз обычно происходит в кишечнике, в ми-

Таблица 1. Наиболее часто используемые пептиды с антибактериальной активностью, способные проникать 
сквозь клеточную мембрану

Пептид Аминокислотная последовательность Вторичная структура Ссылка
Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK α-cпиральная [90]

Tat GRKKRRQRRRPPQ неструктурированная,  
PPII-спиральная [91]

Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV α-cпиральная [92]
S4

13
 -PV ALWKTLLKKVLKAPKKKRKV α-cпиральная [93]

Magainin 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS α-cпиральная [94]
Buforin II TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK α-cпиральная [95]

Apidaecins RP - - - - - PRPPHPR неструктурированная [96]
Transportan (TP10) GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL α-cпиральная [97]

MAP KLALKLALKALKAALKLA α-cпиральная [98]
sC18 GLRKRLRKFRNKIKEK α-cпиральная [99]

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES α-cпиральная [100]
Bac7 PFPRPGPRPIPRPLPFPRPGPRPIPRP PPII- и α-cпиральная [101]

Рис. 4. Изображение интерфейса программы SEQOPT 
для задания таких параметров, как pH, температура, 
ионная сила, начальная последовательность для опти-
мизации и фиксируемые положения аминокислотных 
остатков, требования по минимальной растворимости, 
время расчета
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кроворсинках на внутренних стенках тонкого ки-
шечника, в энтероцитах, гепатоцитах, антигенпред-
ставляющих клетках и плазме, поэтому пероральное 
применение пептидных препаратов, как правило, 
не представляется возможным и требуется инъек-
ционное введение. Однако даже при парентеральном 
введении деградация пептидных препаратов в крови 
в сочетании с быстрой почечной фильтрацией дела-
ют применение пептидных препаратов дорогим и не-
удобным [112]. Кроме того, синтетические терапев-
тические пептиды, как правило, по большей части 
неструктурированы и поэтому быстро расщепляются 
в естественных условиях внутриклеточными протеа-
зами, часто с периодом полураспада порядка минут.

Устойчивость α-спиральных пептидов к действию 
протеаз можно усилить путем введения различных 
факторов, стабилизирующих конформационную 
стабильность α-спирали, – дополнительных солевых 
мостиковых связей или других модификаций, таких, 
как лактамные мостики [113, 114], а также образова-
ния пептидных олигомерных структур [115]. 

Поскольку природные пептиды в целом обладают 
сравнительно коротким временем жизни в плазме, 
для его увеличения разработаны несколько подхо-
дов. Первый подход направлен на ограничение фер-
ментативной деградации путем выявления возмож-
ных сайтов расщепления пептида с последующими 
структурными модификациями, например, замеще-
нием аминокислот в сайте расщепления. Повысить 
степень устойчивости пептидов к расщеплению мож-
но также путем усовершенствования укладки вто-
ричной структуры пептида. Такой подход предпо-
лагает использование структурно-индуцированных 
проб – (SIP)-хвост, лактамных мостиков, а также 
сшивки либо циклизацию пептидной цепи [3, 83, 116].

Для увеличения времени жизни пептида исполь-
зуют также стратегии связывания пептидов с цир-
кулирующим белком альбумином в качестве транс-

портного средства и пептидное ацилирование [117]. 
Связывание полиэтиленгликоля с пептидами часто 
применяют для увеличения периода полувыведения 
пептидных препаратов из плазмы крови [118].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние годы биологически активные пептиды 
приобретают все большую популярность в качестве 
потенциальных лекарственных средств в связи с их 
высокой активностью, нетоксичностью и умеренной 
стоимостью. Проблемы, связанные с недостаточной 
конформационной стабильностью, способностью 
проникать через клеточные мембраны, а также с бы-
строй деградацией внутриклеточными протеазами, 
в значительной мере удается преодолеть с помощью 
современных методов конструирования высокоста-
бильных пептидов на основе только природных ами-
нокислот или с использованием нескольких типов их 
химических модификаций. SEQOPT – недавно раз-
работанный вычислительный метод конструирова-
ния α-спиральных пептидов, содержащих только 20 
природных аминокислот, позволяет получать пеп-
тиды с максимально возможной стабильностью их 
α-спиральной конформации. Метод позволяет учесть 
конформационное окружение, условия окружающей 
среды (pH, температура и ионная сила раствора), ми-
нимально допустимый уровень растворимости, а так-
же произвольно фиксировать любые комбинации 
аминокислот, необходимые для биологической ак-
тивности пептидов. Конформационная стабильность 
мономерных пептидов с оптимизированной струк-
турой приближается к конформационной стабиль-
ности α-спиральных участков вторичной структуры 
глобулярных белков. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда  

(грант № 14-34-00023).

Таблица 2. N-Концевые пептиды, способствующие проникновению в клетки микроорганизмов

Аминокислотная  
последовательность

Candida 
albicans

Saccharomyces 
cerevisiae

Staphylococcus 
aureus

Bacillus 
subtilis

Escherichia 
coli Ссылка

VLTNENPFSDP + + + [106]
YKKSNNPFSD + + + [107]
RSNNPFRAR + + + [107]

CMVSCAMPNPF + [108]
LLDLMD + [109]
LMDLAD + + [109]

RQIKIWFQNRRMKWKK + [110]
YGRKKRRQRRRCKGGAKL + [110]

CFFKDEL + [111]
GASDYQRLGC + + [111]
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ВВЕДЕНИЕ
5 ′-Фосфорилированные нуклеозиды являются 
важными метаболитами биосинтеза ДНК и  РНК, 
а также косубстратами и кофакторами огромного 
числа биохимических превращений [1–3]. Важная 
роль этих соединений в живой клетке определяет 
интерес к синтезу не только природных представи-
телей этого класса, но и их разнообразных анало-
гов с целью направленного влияния на метаболизм 
в норме и при патологии [4–8]. Большое число ну-
клеозидов, модифицированных по гетерооснованию 
и углеводному фрагменту, используются в качестве 
важных средств против вирусных инфекций и зло-

качественных новообразований [9–13]. Действие 
модифицированных нуклеозидов опосредовано че-
рез внутриклеточное превращение в первую оче-
редь в 5′-монофосфаты и далее, как правило, в 5′-
ди- и трифосфаты, которые и выступают в качестве 
антиметаболитов. Известно, что первая стадия ме-
таболической активации модифицированных нукле-
озидов – превращение в 5′-монофосфаты – опре-
деляет их биологические свойства. Следует также 
отметить, что нуклеозид-5′-монофосфаты, моди-
фицированные по гетерооснованию и/или по угле-
водному фрагменту, представляют значительный 
интерес в качестве исходных соединений для хи-
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РЕФЕРАТ Предложена новая стратегия биосинтеза биологически важных нуклеотидов, заключающаяся 
в мультиферментативном каскадном превращении D-пентоз в пуриновые нуклеотиды c использованием 
ферментов нуклеинового обмена термофильных микроорганизмов (рибокиназы, фосфорибозилпиро-
фосфатсинтетазы и аденин-фосфорибозилтрансферазы). Клонирован ген рибокиназы термофильного 
микроорганизма Thermus sp. 2.9, два разных гена фосфорибозилпирофосфатсинтетазы (PRPP-cинтетазы) 
и ген аденин-фосфорибозилтрансферазы (APR-трансферазы) из Thermus thermophilus HB27. Получены 
высокопродуктивные штаммы-продуценты Escherichia coli, разработаны методы выделения упомянутых 
ферментов, изучена их субстратная специфичность. Показана возможность использования этих фер-
ментов для превращения D-пентоз в 5-фосфаты, а затем под действием рибокиназы и PRPP-cинтетаз – 
в 5-фосфо-α-D-пентофуранозо-1-пирофосфаты, конденсация которых с аденином и рядом его структурных 
аналогов, катализируемая APR-трансферазой, приводила к получению искомых нуклеотидов. На примере 
2-хлор(фтор)-аденозинмонофосфата (2Cl-AMP и 2F-AMP) показана возможность использования системы 
термофильных ферментов в одном реакционном объеме для получения биологически активных нуклеоти-
дов из D-рибозы и соответствующих гетерооснований в присутствии ATP, рибокиназы, PRPP-cинтетазы 
и APR-трансферазы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА аденин-фосфорибозилтрансфераза термофильных микроорганизмов, рибокиназа, суб-
стратные свойства, ферментативный синтез нуклеотидов, фосфорибозилпирофосфатсинтетаза.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БСА – бычий сывороточный альбумин; ИПТГ – изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозид; ПААГ – полиакриламидный гель; ПМСФ – фенилметансульфонилфторид; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция; APR-трансфераза (TthAPRT) – аденин-фосфорибозилтрансфераза 
из Thermus thermophilus; LB – среда Луриа–Бертани (Luria–Bertani); PRPP-cинтетаза (TthPRPPS) – фос-
форибозилпирофосфатсинтетаза из T. thermophilus; RK (TspRK) – рибокиназа из Thermus sp.; 2Cl-AMP – 
2-хлораденозин-5’-монофосфат; 2F-AMP – 2-фтораденозин-5’-монофосфат; Pi – неорганический фосфат; 
PRPP – 5-фосфорибозил-α-1-пирофосфат.
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мического синтеза производных по  фосфату 
(пролекарств) и  ферментативного превращения 
в  5′-трифосфаты для  последующего включения 
в  олигонуклеотиды [14–16]. Разработка эффек-
тивных биосинтетических подходов к получению 
5′-монофосфатов модифицированных нуклеозидов 
привлекает большое внимание исследователей, ра-
ботающих в области повышения эффективности хи-
миотерапевтических средств.

Моно-  и   полиферментативному синтезу 
нуклеозид-5′-моно- и 5′-трифосфатов посвящено 
большое число публикаций [17–21], среди которых 
наше внимание привлекли фосфорибозилтрансфе-
разы, недавно успешно использованные в каскадном 
пятикомпонентном синтезе пуриновых рибозид-5′-
монофосфатов [22–24]. Известно, что нуклеозид-
фосфорилазы термофильных микроорганизмов ме-
нее чувствительны к структуре субстратов [25, 26], 
что позволяет работать при 70–80оС и существенно 
увеличивает эффективность ферментативной ре-
акции за счет повышения растворимости гетероци-
клических субстратов [27]. Все эти данные вызвали 
наш интерес к получению рекомбинантных фер-
ментов: рибокиназы, фосфорибозилпирофосфат-
синтетазы и  аденин-фосфорибозилтрансферазы 
из термофильных микроорганизмов и изучению их 
субстратных свойств с целью определения потен-
циала этих ферментов в каскадном синтезе пури-
новых нуклеозид-5-монофосфатов согласно схеме 
на рис. 1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование
Гены TT_RS05985, TT_RS06430, TT_RS06315, коди-
рующие TthPRPPS1, TthPRPPS2 и TthAPRT, соот-
ветственно амплифицировали на матрице геномной 
ДНК штамма Thermus thermophilus HB27 с помощью 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использова-
нием синтетических праймеров. Ген QT17_05185, 
кодирующий RK из Thermus sp. 2.9, был оптими-
зирован по встречаемости кодонов для экспрессии 
в Escherichia coli и синтезирован химико-фермен-
тативным способом из перекрывающихся олигону-
клеотидов. Все гены клонировали в экспрессионный 
вектор pET-23d+ по сайтам узнавания рестриктаз 
NcoI и XhoI.

Культивирование штаммов-продуцентов
Штаммы E. coli BL21(DE3), Rosetta(DE3) и C3029/
pGTf2 трансформировали полученными экс-
прессионными векторами pER-PRPPS1-Tth, 
pER-PRPPS2-Tth, pER-APRT-Tth и  pER-RK-
Tsp. Штаммы-продуценты, производные E. coli 
BL21(DE3) и Rosetta(DE3), культивировали при 37°С 
в среде LB, содержащей ампициллин (100 мкг/мл). 
Культивирование штаммов-продуцентов, произ-
водных E. coli C3029/pGTf2, проводили в среде LB, 
содержащей 50 мкг/мл ампициллина, 20 мкг/мл 
хлорамфеникола и  1 нг/мл тетрациклина. После 
достижения культурами оптической плотности 

Рис. 1. Схема полиферментативного каскадного cинтеза модифицированных аденозин-5′-монофосфатов
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= 0.8 вносили ИПТГ до конечной концентрации 
0.4 мМ и продолжали культивирование при 23 и 37оС. 
Длительность выращивания варьировала от 4 до 16 ч 
в зависимости от штамма. По окончании культивиро-
вания клеточную биомассу отделяли центрифугиро-
ванием, гомогенизировали в соотношении 1 : 10 (w/v) 
в буферном растворе 50 мМ Трис-HCl, pH 8.5, 150 мМ 
NaCl, 2 мМ ПМСФ и  разрушали с  помощью уль-
тразвукового дезинтегратора Labsonic P (Sartorius, 
Германия) в течение 10 мин при 4oC (цикл – 0.4 с, 
амплитуда – 30%). Содержание целевых ферментов 
в растворимой и нерастворимой клеточных фрак-
циях определяли денситометрическим анализом 
электрофоретических гелей с помощью программы 
ImageLab 5.0 (Bio-Rad, США) [28]. Выбор останови-
ли на штаммах-продуцентах, содержащих макси-
мальное количество целевого белка в супернатанте: 
E. coli BL21(DE3)/pER-APRT-Tth (культивирова-
ние в течение 4 ч при 37°C после внесения ИПТГ), E. 
coli Rosetta(DE3)/pER-PRPPS1-Tth (4 ч при 37°C), 
E. coli С3029/pGTf2/pER-PRPPS2-Tth (5 ч при 37°С) 
и E. coli С3029/pGTf2/pER-RK-Tsp (16 ч при 23°С). 
Штаммы выращивали в 5–6 л культуральной среды.

Выделение и очистка TthPRPPS1, TthPRPPS2 
и TspRK
Клеточную биомассу штаммов-продуцентов 
TthPRPPS1, TthPRPPS2 и TspRK ресуспендировали 
в буферном растворе 50 мМ Трис-HCl, pH 8.7, 1 мМ 
ПМСФ в соотношении 1 : 10 (w/v) и разрушали с по-
мощью ультразвукового дезинтегратора Labsonic P 
в течение 20 мин при +4oC (цикл – 0.5 с, амплитуда – 
50%). Клеточный дебрис отделяли центрифугирова-
нием при 12000 об/мин в течение 30 мин при +4oC 
на центрифуге Hermle Z383K (HERMLE Labortechnik 
GmbH, Германия). При выделении TspRK осветлен-
ный клеточный лизат подвергали термической об-
работке в течение 10 мин при 65°С для осаждения 
примесных белков и ДНК. Осадок отделяли центри-
фугированием. Дальнейшее выделение ферментов 
осуществляли по одной схеме. Осветленный кле-
точный лизат наносили на колонку XK 16/20 (GE 
Healthcare, США) с  сорбентом Ni2+-IDA (Qiagen, 
Германия), предварительно уравновешенным буфер-
ным раствором 50 мМ Трис-HCl, pH 8.7. Отмывали 
от балластных белков буферным раствором 50 мМ 
Трис-HCl, pH 8.7, 50 мМ имидазол. Целевой белок 
элюировали буферным раствором 50 мМ Трис-HCl, 
pH 8.7, 200 мМ имидазол. После аффинной хрома-
тографии к  фракциям, содержащим целевой бе-
лок, добавляли EDТА до 5 мМ и концентрировали 
при помощи ультрафильтрационной ячейки Amicon 
8200 объемом 200 мл (Millipore, США) на мембране 
YM 10 кДа (Millipore) при выделении TthPRPPS1 

и TthPRPPS2, YM 30 кДа (Millipore) при выделении 
TspRK. Последующую очистку проводили на  ко-
лонке HiLoad 16/60 с сорбентом Superdex 200 (GE 
Healthcare) в буферном растворе 20 мМ Трис-HCl, 
pH 8.5, 1 мМ ATP, 1 мМ МgCl

2
, 5% глицерина, 0.04% 

NaN
3
. Фракции, содержащие целевой белок, объ-

единяли и  концентрировали с  помощью ультра-
фильтрации до конечной концентрации 12 ± 1 мг/мл 
как описано ранее. Концентрацию белка определя-
ли по методу Бредфорд, используя БСА в качестве 
стандарта [29]. Чистоту белка определяли с помощью 
белкового электрофореза в полиакриламидном геле 
в денатурирующих условиях [28]. Выделенные фер-
менты хранили при -80°С.

Выделение и очистка TthAPRT
Разрушение клеточной биомассы штамма-проду-
цента TthAPRT осуществляли по методике, описан-
ной для других ферментов. В осветленный клеточ-
ный лизат добавляли NaCl до концентрации 300 мМ 
и проводили термическую обработку в течение 10 
мин при 65°С. После осаждения осадка белка цен-
трифугированием лизат наносили на колонку PD-10 
с сорбентом Sephadex G-25 Medium (GE Healthcare, 
США), уравновешенным буферным раствором 20 мМ 
Трис-HCl, pH 9.0, 1.0 мМ EDТА. Раствор белка после 
обессоливания наносили на колонку XK 16/20 с сор-
бентом Q Sepharose XL (GE Healthcare, США), урав-
новешенным тем же буферным раствором. Целевой 
белок элюировали в линейном градиенте концентра-
ции NaCl (от 0 до 400 мМ). Фракции, содержащие це-
левой белок, объединяли и наносили на колонку XK 
16/20 с Phenyl Sepharose HP (GE Healthcare, США), 
уравновешенной буферным раствором, содержа-
щим 20 мМ Трис-HCl, pH 7.6, 1 М (NH4

)
2
SO

4
, 1.0 мМ 

EDТА. TthAPRT элюировали в линейном градиенте 
(NH

4
)

2
SO

4
 (от 1 до 0 М). Фракции, содержащие целе-

вой белок, объединяли и концентрировали ультра-
фильтрацией на полисульфоновой мембране PBGC 
10 кДа до конечной концентрации 5.0 ± 0.5 мг/мл 
как описано ранее. Окончательную очистку проводи-
ли на колонке HiLoad 16/60 с сорбентом Superdex 200 
20 мМ Трис-HCl-буфере pH 8.0, содержащем 50 мМ 
NaCl, 5% глицерина, 0.04% NaN

3
. Фракции, содержа-

щие целевой белок, объединяли и концентрировали 
путем ультрафильтрации до конечной концентрации 
12 ± 1 мг/мл. Концентрацию и чистоту белка опре-
деляли как описано ранее [28, 29]. Выделенный фер-
мент хранили при -80°С.

Определение активности ферментов
Активность TspRK определяли радиохимическим 
методом по образованию D-рибофуранозо-5-[32P]-
фосфата в  присутствии [γ-32P]ATP. Реакционная 
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смесь (0.05 мл, 20 мМ Трис-HCl, pH 8.0) содержала 
0.4 мМ динатриевой соли ATP, 1 мМ D-рибозы, 5 мМ 
MgCl

2
, 50 мМ KCl, 1 мМ KH

2
PO

4
, 6 мкКи [γ-32P]ATP 

и 0.15 мкг TspRK. Смесь термостатировали при 75°C. 
Аликвоты (0.8 мкл) отбирали через 10, 20 и 40 мин 
и наносили на пластинки с PEI-целлюлозой, затем 
элюировали водным 0.5 М дигидроортофосфатом ка-
лия. Количество образовавшегося D-рибофуранозо-
5-[32P]фосфата определяли на жидкостном сцинтил-
ляционном счетчике TRI-CARB 2100TR (Packard 
BioScience Co.).

Активность TthPRPPS1 и TthPRPPS2 определяли 
в реакционной смеси, состоящей из 1 мM динатрие-
вой соли ATP, 1 мM динатриевой соли D-рибозо-5-
фосфата, 5 мM MgCl

2
, 10 мM KH

2
PO

4
, 20 мM Трис-

HCl, pH 8.0, при 75°C. Добавляли 0.75 мкг TthPRPPS 
на 0.5 мл смеси.

Активность TthAPRT определяли в  реакцион-
ной смеси, содержащей 1 мM аденина, 1 мM пента-
натриевой соли 5-фосфорибозил-α-1-пирофосфата 
(PRPP), 5 мM MgCl

2
, 20 мM Трис-HCl, pH 8.0, 

при 75°C. TthAPRT добавляли из расчета 0.125 мкг 
на 0.5 мл реакционной смеси. За единицы активности 
принимали количество продукта (мкмоль), образую-
щееся за 1 мин.

Определение кинетических параметров 
рибокиназы
Реакционная смесь (0.5 мл, 20 мМ Трис-HCl, pH 
8.0) содержала (а) динатриевую соль ATP (от 0.01 
до 0.6 мМ) и D-рибозу (1 мМ); (б) D-рибозу (от 0.01 
до 8.0 мМ) и ATP (1 мМ) для определения значений 
K

M
 и V

max
 для ATP и D-рибозы соответственно, 5 мМ 

MgCl
2
, 50 мM KCl, 10 мM KH

2
PO

4
 и 0.0175 мкг TspRK. 

Для каждого эксперимента готовили 16 реакцион-
ных смесей. Смеси термостатировали при 75°C в те-
чение 12 мин, каждый эксперимент повторяли триж-
ды. Затем определяли среднее значение скорости 
в трех опытах с одинаковой концентрацией фермен-
та. Концентрации субстрата и продукта определяли 
с помощью ВЭЖХ в изократическом режиме элюи-
рования 0.1 М KH

2
PO

4
 (вода, pH 6.0, скорость пото-

ка 0.5 мл/мин) с измерением на длине волны 254 нм 
(УФ-детектор Waters 2489; колонка Supelcosil LC-
18-T, 5 мкм, 150 × 4.6 мм).

Определение кинетических параметров PRPP-
cинтетаз
Для определения кинетических параметров фер-
ментов концентрацию ATP изменяли в интервале 
от 0.005 до 0.2 мM. Аналогичный интервал исполь-
зовали для D-рибозо-5-фосфата. Остальные усло-
вия были такими же, как при определении фермен-
тативной активности. Реакцию проводили в течение 

2 мин в трех повторностях. Затем определяли сред-
нее значение скорости в трех опытах с одинаковой 
концентрацией. Концентрации ATP и AMP опреде-
ляли с помощью ВЭЖХ в изократическом методе 
элюирования 0.1 M KH

2
PO

4
, pH 6.0, скорость потока 

0.5 мл/мин, длина волны – 254 нм (детектор Waters 
2489; колонка Supelcosil LC-18-T, 5 мкм, 150 × 4.6 мм).

Определение кинетических параметров APR-
трансферазы
При определении кинетических параметров APR-
трансферазы концентрацию аденина изменяли в ин-
тервале от 0.005 до 0.2 мМ, а PRPP – от 0.05 до 1.2 мМ. 
Остальные условия были такими же, как при опре-
делении активности. Реакцию проводили в  тече-
ние 1 мин в  трех повторностях. Среднее значе-
ние скорости реакции определяли по результатам 
трех экспериментов с одинаковой концентрацией. 
Концентрации аденина и AMP определяли методом 
ВЭЖХ в изократическом методе элюирования 36% 
водным метанолом, скорость потока 0.5 мл/мин, дли-
на волны – 254 нм (детектор Waters 2489; колонка MZ 
PerfectSil 100 ODS-3, 5 мкм, 150 × 4.6 мм).

Кинетические параметры определяли нелиней-
ным регрессионным анализом при помощи програм-
мы SciDAVis v.0.2.4. Наблюдаемую каталитическую 
константу (k

cat
) рассчитывали на одну субъедини-

цу, массу которой определяли исходя из аминокис-
лотной последовательности (32.0 кДа  для TspRK, 
34.5 кДа для TthPRPPS1, 34.6 кДа для TthPRPPS2 
и 19.0 кДа для TthAPRT).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С целью изучения возможности трехступенчатого 
биосинтеза нуклеотидов проведены комплексные 
работы по получению и исследованию субстратных 
свойств рекомбинантных ферментов нуклеинового 
обмена – рибокиназы, двух PRPP-cинтетаз и APR-
трансферазы из T. thermophilus.

Ген QT17_05185, кодирующий RK из  Thermus 
sp. 2.9, получен химико-ферментативным способом. 
Гены TT_RS05985, TT_RS06430, TT_RS06315, коди-
рующие TthPRPPS1, TthPRPPS2 и TthAPRT из T. 
thermophilus HB27, соответственно амплифици-
рованы с геномной ДНК с помощью ПЦР. Все гены 
были клонированы в плазмидный вектор pET-23d+. 
Созданные в результате экспрессионные векторы 
pER-PRPPS1-Tth, pER-PRPPS2-Tth и pER-RK-Tsp 
содержали гибридные гены, объединяющие в одной 
рамке считывания последовательности, кодирующие 
ферменты и аффинную метку из шести остатков ги-
стидина. Экспрессионный вектор pER-APRT1-Tth 
содержал немодифицированную последователь-
ность, кодирующую TthAPRT.
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Этими плазмидами трансформировали штам-
мы E. coli BL21(DE3), Rosetta(DE3) и C3029/pGTf2. 
Подбирали условия культивирования штаммов-про-
дуцентов, при которых целевые ферменты синте-
зировались в растворимой форме. Продуценты рас-
творимых рекомбинантных TspRK и  TthPRPPS2 
получены на основе E. coli С3029/pGTf2. Этот штамм 
создан путем трансформации клеток E. coli С3029 
плазмидным вектором pGTf2 (Takara Bio Inc.), не-
сущим последовательности, кодирующие белки-
шапероны GroES-GroEL-Tig под  контролем про-
мотора Pzt-1. Выбор штамма E. coli Rosetta(DE3) 
для биосинтеза TthPRPPS1 обусловлен тем, что ген 
TT_RS05985, кодирующий TthPRPPS1, содержит 
редко используемые в E. coli кодоны (один AGA, де-
вять AGG, 10 CGG, один AUA, один CUA и 15 CCC). 
В штамме Rosetta(DE) синтезируются тРНК для этих 
редких кодонов. Рекомбинантную TthAPRT в раство-
римой форме получали в штамме E. coli BL21(DE3).

Выделение и очистка рибокиназы и двух PRPP-
cинтетаз включали стадии металл-хелатной 
и гель-фильтрационной хроматографии (табл. 1). 
Термическая обработка клеточного лизата при вы-
делении TspRK позволила значительно обогатить 
фракцию целевым белком за счет агрегации клеточ-
ных белков и ДНК. При выделении обеих TthPRPPS 
аналогичная обработка не давала положительных 
результатов, а приводила к потере целевого белка. 
В связи с высокой вероятностью протеолиза металл-
хелатную хроматографию проводили при охлажде-
нии, а к объединенным фракциям добавляли EDТА. 
После проведения последней стадии очистки с помо-
щью гель-фильтрационной хроматографии все бел-
ковые препараты концентрировали.

Выделение и  очистка TthAPRT включала ста-
дии термической обработки, обессоливания, ани-
онообменной, гидрофобной, гель-фильтрационной 
хроматографии и  концентрирования (табл.  1). 

Таблица 1. Стадии выделения и очистки рибокиназы, PRPP-cинтетаз и APR-трансферазы

Стадия очистки Объем, мл Концентрация белка, мг/мл Суммарный белок, мг
Рибокиназа из Thermus sp. 2.9

1. Разрушение ультразвуковым дезинтегратором 150* 8.3 1245
2. Термообработка 136 1.7 231.2

3. Металл-хелатная хроматография 30 1.9 57
4. Концентрирование 9 6 54

5. Гель-фильтрационная хроматография 28.5 1.28 36.4
6. Концентрирование 2.6 11.7 30.4

PRPP-cинтетаза 1 из T. thermophilus HB27
1. Разрушение ультразвуковым дезинтегратором 150** 10 1500

2. Аффинная хроматография 100 0.8 80
3. Концентрирование 13 5.7 74.1
4. Гель-фильтрация 50 1 50

5. Концентрирование 4 12.3 49.2
PRPP-cинтетаза 2 из T. thermophilus HB27

1. Разрушение ультразвуковым дезинтегратором 130** 11.2 1456
2. Аффинная хроматография 125 0.6 75

3. Концентрирование 10.3 6.2 63.9
4. Гель-фильтрация 37.5 1.2 45

5. Концентрирование 3.4 12 40.8
APR-трансфераза из T. thermophilus HB27

1. Разрушение ультразвуковым дезинтегратором 157*** 6 942
2. Термообработка 149 1.3 193.7

3. Гель-фильтрация 258 0.7 181
4. Анионообменная хроматография 72 1.2 86.4

5. Гидрофобная хроматография 73 0.8 58.4
6. Концентрирование 11 5 55

7. Гель-фильтрационная хроматография 52 0.87 45.2
8. Концентрирование 3.4 12.5 42.5

* Из 5.8 л культуры.
** Из 5 л культуры. 
*** Из 6 л культуры.
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Как и в случае TspRK, на первой стадии проводи-
ли термическую обработку осветленного клеточного 
лизата, но при этом в раствор добавляли соль (до 300 
мМ хлорида натрия), что значительно ускоряло агре-
гацию примесных клеточных белков и ДНК.

При использовании разработанных методик вы-
ход всех рекомбинантных термофильных ферментов 
составил не менее 8–10 мг/л культуральной среды 
с электрофоретической чистотой не менее 95%.

Далее определяли кинетические параметры и оп-
тимальные условия работы выделенных рекомби-
нантных ферментов.

Специфическую активность TspRK опреде-
ляли радиохимическим методом по  образованию 
D-рибофуранозо-5-[32P]фосфата в  присутствии 
[γ-32P]ATP. За единицы активности принимали ко-
личество продукта (мкмоль), образующееся за 1 мин. 
Активность TspRK составила 5.5 ед/мг.

С п е ц и ф и ч е с к у ю  а к т и в н о с т ь  T t h P R P P S 1 
и TthPRPPS2 определяли опосредованно по образо-
ванию AMP в реакционной смеси (по данным ВЭЖХ) 
в присутствии двух субстратов: ATP и D-рибозо-5-
фосфата. У первого фермента она составила 0.85 ед/ 
мг, а у второго – 11 ед/мг. Учитывая большие раз-
личия в активности ферментов, более рациональным 
представляется использование для синтеза нуклео-
тидов второй синтетазы, учитывая более низкий рас-
ход белка. Свойства TthAPRT изучали на модельной 
реакции взаимодействия аденина с 5-фосфорибозил-
α-1-пирофосфатом. Образование AMP наблюдали 
при помощи ВЭЖХ. Специфическая активность фер-
мента составила 8.8 ед/мг.

При использовании в качестве субстрата рибозы 
в высокой концентрации обнаружено ингибирование 

ферментативной активности TspRK. Данный эффект 
описан для рибокиназы человека [30]. Таким обра-
зом, результаты экспериментов с ATP анализирова-
ли с использованием уравнения Михаэлиса–Ментен 
V = Vmax

×S/(K
M 

+ S). В опытах с D-рибозой исполь-
зовали уравнение, учитывающее эффект ингибиро-
вания субстратом в результате связывания второй 
молекулы V = V

max
×S/(K

M 
+ S + S2/K

i
).

Кинетические параметры природных субстратов 
ферментов приведены в табл. 2.

Результаты определения оптимальных условий 
работы рекомбинантных ферментов приведены 
на рис. 2–4.

Изученные ферменты активны в широком тем-
пературном диапазоне. Максимальная активность 
TspRK и TthPRPPS1 наблюдалась при 85°C, тогда 
как активность TthAPRT при этой температуре сни-
жалась на 35%. Поэтому было решено дальнейшие 
каскадные синтезы проводить при 75°C.

В отсутствие ионов магния в буферном растворе 
активность ферментов была очень низкой. При до-
бавлении 0.25 мМ хлорида магния активность значи-
тельно увеличивается.

В области более высоких концентраций зависи-
мость активности ферментов от концентрации ио-
нов магния выглядит следующим образом: у TspRK 
и  TthPRPPS1 активность снижается, у  TthAPRT 
повышается, в случае TthPRPPS2 – резко повыша-
ется. Таким образом, каскадные реакции с участием 
TthPRPPS1 целесообразно проводить при концен-
трации хлорида магния 0.25–0.5 мМ, а с участием 
TthPRPPS2 – при 5 мМ.

Ферменты по-разному реагируют на добавление 
ортофосфата калия. Активность TspRK снижает-

Таблица 2. Кинетические параметры природных субстратов исследуемых ферментов

Субстрат K
M

, мкМ K
i
, мкМ V

max
, мкмоль/мин·мг k

cat
, 1/с k

cat
/K

M
, 1/М·с

Рибокиназа из Thermus sp. 2.9
ATP 75 ± 11 – 13 ± 1 6.8 ± 0.7 9.1 × 104

D-Рибоза 20 ± 6 1700 ± 400 13 ± 2 7.1 ± 1.2 3.5 × 105

PRPP-cинтетаза 1 из T. thermophilus HB27
ATP 10 ± 2 – 0.71 ± 0.05 0.41 ± 0.03 4.3 × 104

D-Рибозо-5-
фосфат 32 ± 6 – 0.85 ± 0.11 0.49 ± 0.06 1.5 × 104

PRPP-cинтетаза 2 из T. thermophilus HB27
ATP 12 ± 2 – 20 ± 2 11 ± 1 9.9 × 105

D-Рибозо-5-
фосфат 40 ± 4 – 24 ± 2 14 ± 1 3.4 × 105

APR-трансфераза из T. thermophilus HB27
Аденин 13 ± 2 – 6.0 ± 0.4 1.9 ± 0.1 1.4 × 105

PRPP 179 ± 35 – 9.2 ± 1.1 2.9 ± 0.4 1.6 × 104
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ся, TthAPRT – практически не меняется, у обеих 
TthPRPPS существенно повышается, причем в слу-
чае TthPRPPS2 она начинает падать при концен-
трации свыше 25 мМ. Оптимальная концентрация 
для проведения каскадных реакций составляет 10–
25 мМ.

Наиболее критичным оставался вопрос о субстрат-
ной специфичности каждого фермента по отношению 
к различным углеводам.

D-рибоза и  2-дезокси-D-рибоза являются суб-
стратами TspRK (рис. 5), при этом активность по де-
зоксисахару составляет 57% от активности в отноше-
нии D-рибозы. Активность в отношении D-арабинозы 
и D-ксилозы превышает фоновую в 2 раза, что может 
указывать на их использование в качестве субстра-
тов, но значительно менее специфичных. Активность 
в отношении D-глюкозы и D-ликсозы не обнаружена.

Проверена активность обеих TthPRPPS в отно-
шении 2’-дезокси-ATP, -GTP и  2’-дезокси-GTP. 
Активность при использовании 2’-дезокси-ATP со-
ставила 80% от активности с ATP. Активность в от-
ношении GTP и 2’-дезокси-GTP не обнаружена (дан-
ные не приведены). Можно предположить, что эти 
TthPRPPS относятся к ферментам первого типа [31]. 
Все реакции проводили в тех же условиях, в которых 
определяли активность, менялся лишь добавляемый 
субстрат. Оба фермента способны катализировать ре-
акцию с D-арабинозо-5-фосфатом (рис. 6). При этом 
активность в  отношении 2-дезокси-D-рибозо-5-

фосфата не обнаружена, что говорит о важности ги-
дроксильной группы по второму положению углевода 
для осуществления ферментативной реакции.

С целью определения возможности использования 
различных гетероциклических оснований для син-
теза нуклеотидов проведено несколько реакций. 

Рис. 2. Зависимость активности ферментов от темпе-
ратуры. Активность при 75°C принята за 100%. Реак-
ции проводили при температуре от 36 до 92°C в смеси 
объемом 0.05 мл (20 мМ Трис-HCl, pH 8.0), содер-
жащей: 1) 0.4 мМ ATP, 1 мМ рибозы, 1 мM KH

2
PO

4
, 

5 мM MgCl
2
, 50 мM KCl, 0.15 мкг TspRK; 2) 1 мM 

ATP, 1 мM D-рибозо-5-фосфата, 5 мM MgCl
2
, 10 мM 

KH
2
PO

4
, 0.75 мкг TthPRPPS1 или TthPRPPS2; 3) 1 мM 

аденина, 1 мM PRPP, 5 мM MgCl
2
, 0.125 мкг TthAPRT

А
кт

ив
но

ст
ь,

 %

Температура, °C

Рис. 3. Зависимость активности ферментов от кон-
центрации ионов магния. Активность при 1 мМ Mg2+ 
принята за 100%. Реакции проводили при температуре 
75°C в смеси объемом 0.5 мл (20 мМ Трис-HCl, pH 
8.0, от 0 до 5 мМ MgCl

2
), содержащей: 1) 0.4 мМ 

ATP, 1 мМ рибозы, 1 мM KH
2
PO

4
, 50 мM KCl, 0.15 

мкг TspRK; 2) 1 мM ATP, 1 мM D-рибозо-5-фосфата, 
10 мM KH

2
PO

4
, 0.75 мкг TthPRPPS1 или TthPRPPS2; 

3) 1 мM аденина, 1 мM PRPP, 0.125 мкг TthAPRT
А

кт
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ь,
 %

Mg2+, мМ

Рис. 4. Зависимость активности ферментов от кон-
центрации неорганического фосфата. Активность 
при 10 мМ Pi принята за 100%. Реакции проводили 
при температуре 75°C в смеси объемом 0.5 мл (20 мМ 
Трис-HCl, 5 мM MgCl

2
, pH 8.0, от 0 до 100 мМ KH

2
PO

4
), 

содержащей: 1) 0.4 мМ ATP, 1 мМ рибозы, 50 мM 
KCl, 0.15 мкг TspRK, 2) 1 мM ATP, 1 мM D-рибозо-5-
фосфата, 0.75 мкг TthPRPPS1 или TthPRPPS2, 3) 1 мM 
аденина, 1 мM PRPP, 0.125 мкг TthAPRT

А
кт

ив
но

ст
ь,

 %

Pi, мМ
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Рис. 5. Ферментативная активность рибокиназы 
в присутствии различных углеводов. Реакции прово-
дили при температуре 75°C в смеси объемом 0.05 мл 
(20 мМ Трис-HCl, pH 8.0), содержащей 0.4 мМ ATP, 
1 мМ углевода (контрольная реакция без углевода), 
1 мM KH

2
PO

4
, 5 мM MgCl

2
, 50 мM KCl, 0.15 мкг RK
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Данные по синтезу нуклеотидов с помощью TthAPRT 
приведены в табл. 3.

Из  приведенных в  табл.  3 данных очевидно, 
что TthAPRT специфична в отношении 6-аминопури-
нов. Хорошими субстратами оказались 2-хлораденин, 
N1-метиладенин, 2-метоксиаденин. Не обнаружено 
ферментативной активности в реакциях с  гипок-
сантином, гуанином, N6-бензиладенином, амино-
бензимидазолом и  1,2,4-триазол-3-карбокси-
N-метиламидом. В  реакциях с  2-хлораденином 
равновесие оказалось сильно смещено в сторону об-
разования нуклеотида (98% через 1 сут). Реакцию 

проводили при  75°C, что  в  случае 2-хлораденина 
предпочтительней, ввиду его плохой растворимо-
сти. 2,6-Диаминопурин также оказался субстратом, 
в то время как в реакции с его 7-дезазааналогом об-
разования продукта не наблюдалось, что говорит 
о необходимости атома азота в седьмом положении 
пурина.

После определения субстратной специфичности 
TthAPRT осуществлен каскадный синтез 2Cl-AMP 
и 2F-AMP из соответствующих гетероциклических 
оснований и D-рибозы. Результаты представлены 
на рис. 7. Процесс каскадного синтеза нуклеотидов 

Рис. 6. Субстратная специфичность PRPP-синтетаз в от-
ношении различных 5-фосфатов углеводов. Реакции 
проводили при температуре 75°C в смеси объемом 
0.5 мл (20 мМ Трис-HCl, pH 8.0), содержащей 1 мM 
ATP, 1 мM 5-фосфата углевода (контрольная реакция 
без углевода), 5 мM MgCl

2
, 10 мM KH

2
PO

4
, 0.75 мкг 

PRPPS. Rib – D-рибоза, 2dRib – 2-дезокси-D-рибоза, 
Ara – D-арабиноза

А
кт
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 %

Rib-5P	 2dRib-5P	 Ara-5P	Контроль

Таблица 3. Субстраты APR-трансферазы

Основание Конверсия за 24 ч, % MS продукта, [M+H]+

2,6-Диаминопурин 16.8 363.0786 (расч. 363.0813)
2-Хлораденин 97.6 382.0257 (расч. 382.0314)
2-Фтораденин 36.5 366.0564 (расч. 366.0611)

Аденин 50.0 348.0677 (расч. 348.0704)
2-Метоксиаденин 60.9 378.0812 (расч. 378.0809)
N1-Метиладенин 78.2 362.0843 (расч. 362.0800)
N6-Бензиладенин 1.9 438.1117 (расч. 438.1173)

2-Аминобензимидазол 0.1 346.0796 (расч. 346.0799)
1,2,4-Триазол-3-карбокси-N-метиламид 0 –

Гуанин 0 –
Гипоксантин 0 –

7-Дезаза-2,6-диаминопурин 0 –

Примечание. Условия реакций: реакционные смеси (0.5 мл; 20 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 75°C) содержали 0.4 мM 
гетероциклического основания, 0.4 мM PRPP, от 0 до 5 мM MgCl

2
, 1.25 мкг TthAPRT.
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Рис. 7. Каскадный синтез 2Cl-AMP и 2F-AMP из со-
ответствующих гетероциклических оснований 
и D-рибозы. Реакционные смеси объемом 250 мкл 
содержали: 0.5 мМ D-рибозы, 1 мM ATP, 0.4 мM 
гетероциклического основания (2-хлор- или 2-фтор
аденина), 20 мM Трис-HCl, pH 8.0, 50 мM KCl, 1 мM 
MgCl

2
, 10 мM KH

2
PO

4
, 75°C, 0.3 мкг TspRK, 1.1 мкг 

TthPRPPS1, 0.25 мкг TthAPRT
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контролировали с помощью хроматомасс-спектро-
метрического анализа реакционной смеси, пробы от-
бирали через 1, 2, 24 ч от начала процесса. На рис. 8 
приведены масс-спектры целевых продуктов.

Таким образом, на примере получения 2-хлор
(фтор)-аденозинмонофосфата (2Cl-AMP и 2F-AMP) 
показана возможность использования системы тер-
мофильных ферментов для получения биологически 
активных нуклеотидов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные результаты свидетельствуют о возмож-
ности использования полиферментативного каскада 
термофильных ферментов нуклеинового обмена – 
рибокиназы, фосфорибозилпирофосфатсинтетазы 
и аденин-фосфорибозилтрансферазы для получе-
нии модифицированных нуклеотидов. Применение 
данного подхода создает предпосылки для замены 
химических методов получения нуклеотидов биока-
талитическими. 

Авторы выражают благодарность Российскому 
научному фонду (РНФ проект № 14-50-00131) 

за финансовую поддержку работы.

Рис. 8. Масс-спектр продукта каскадного синтеза нуклеотида – 2Cl-AMP, C
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ВВЕДЕНИЕ
Мозжечок является важным отделом ЦНС 
в  силу многообразия выполняемых им функций. 
Осуществляя мониторинг всех двигательных актов 
и минимизируя ошибку между задуманным и со-
вершенным действием, мозжечок играет ключевую 
роль в моторной активности [1]. Одно из проявлений 
дисфункции мозжечка – спиномозжечковая атак-
сия – нарушение точности и координации произ-
вольных движений, развитие которой часто связано 
с гибелью или дисфункцией клеток Пуркинье (КП). 
При этом дисфункция, выражающаяся в изменении 
паттерна активности КП, может наступать раньше 
нарушений двигательной активности. Например, 
у мышей с генетически обусловленной наследствен-
ной спиномозжечковой атаксией типа 2 двигательная 
активность начинала ухудшаться с 8 недели, число 
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РЕФЕРАТ Кальций-активируемые калиевые каналы малой проводимости (SK) широко распространены 
в тканях ЦНС, однако мало исследованы. Их участие в регулировании пейсмейкерной активности клеток 
Пуркинье (КП) мозжечка выявлено преимущественно в экспериментах in vitro. В опытах in vivo на крысах 
линии Вистар с помощью метода внеклеточной микроэлектродной регистрации нейронной активности 
мы впервые оценили возрастные особенности изменения частоты простых спайков КП мозжечка при ак-
тивации SK-каналов веществами NS309 и CyPPA у взрослых (3–6 мес.) и старых (22–28 мес.) животных. 
Оба вещества вызывали статистически значимое уменьшение частоты простых спайков КП. Максимальная 
величина снижения частоты простых спайков не зависела от возраста, однако ее значимое отличие от кон-
троля при действии положительных модуляторов SK-каналов достигалось быстрее у старых животных. 
Регистрация трансмембранных токов в нейронах мозжечка in vitro показала, что NS309 и CyPPA действуют 
непосредственно на SK-каналы клеток Пуркинье, идентифицированных по экспрессии маркера КП – белка 
кальбиндина, вызывают дополнительный выход калия из КП и усиливают следовую гиперполяризацию по-
тенциала действия. Применение активаторов SK-каналов, возможно, позволит компенсировать возрастные 
изменения авторитмических функций мозжечка.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА клетки Пуркинье, мозжечок, SK-каналы, старение.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ КП – клетки Пуркинье; кальбиндин – кальбиндин-D28k; CyPPA – N-циклогексил-
N-[2-(3,5-диметилпиразол-1-ил)-6-метил-4-пиримидинамин]; NS309 – 6,7-дихлор-1H-индол-2,3-дикетон-
3-оксим; SK-каналы – Са2+-активируемые К+-каналы малой проводимости; VGCC – потенциал-чувстви-
тельные кальциевые каналы.

КП уменьшалось с 12 недели, тогда как снижение 
частоты разряда КП было зафиксировано уже на 6 
неделе постнатального развития [2]. В исследовани-
ях, выполненных на срезах мозжечка мышей и крыс, 
установлено, что при таких нейродегенеративных 
заболеваниях, как спиномозжечковые атаксии типа 
2 и 3, а также при эпизодической атаксии типа 2 из-
меняется пейсмейкерная активность КП [3–5].

Са2+-активируемые К+-каналы экспрессируются 
многими нейронами ЦНС и представлены тремя ти-
пами – каналами большой (BK), малой (SK) и про-
межуточной (IK) проводимости [6]. SK-каналы – по-
тенциал-независимые каналы, которые напрямую 
активируются только субмикромолярными концен-
трациями Ca2+ [7], усиливая в нейронах следовую 
гиперполяризацию [6]. КП характеризуются выра-
женной экспрессией Са2+-активируемых К+-каналов 
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малой проводимости подтипа SK2 [8]. Блокирование 
SK2-каналов апамином в КП, обладающих тримо-
дальным паттерном активности, вызывает укороче-
ние его циклов, а в клетках с тоническим типом раз-
ряда приводит к увеличению частоты и появлению 
взрывного типа разряда [9].

Ранее нами было установлено, что при нормальном 
старении в КП возрастает частота простых спайков 
и укорачивается время депрессии после сложного 
спайка [10, 11]. Аналогичное возрастное увеличе-
ние частоты разрядов КП показано в исследовании 
Kasumu и соавт. у мутантных мышей с моделью спи-
номозжечковой атаксии типа 2 [12]. 

Практически все работы по изучению SK-каналов 
в  КП мозжечка выполнены в  условиях in vitro. 
Однако в этом случае нарушается целостность самой 
структуры мозжечка, а также афферентных и меж-
нейронных связей. Многочисленные работы, посвя-
щенные генетически предопределенным патологиям 
мозжечка, выполнены, главным образом, на молодых 
и взрослых животных. Сведения же об изменениях 
функций КП у старых животных при нормальном 
старении крайне бедны. Поэтому важным пред-
ставляется сравнительное изучение особенностей 
функционирования КП in vivo в позднем онтогене-
зе. Учитывая непосредственное участие SK-каналов 
в регулировании паттерна активности КП мозжечка 
и его изменении в ходе старения, а также вклад SK-
каналов в развитие различных нейродегенеративных 
заболеваний, цель данной работы состояла в срав-
нительном изучении вклада SK-каналов в паттерн 
активности КП у взрослых и старых крыс.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Внеклеточная регистрация активности КП 
мозжечка in vivo
Исследование проводили на самцах и самках крыс 
линии Вистар. При проведении эксперимента жи-
вотные были разделены на две группы: взрослые 
(от 3 до 6 мес.) и старые (от 21 до 24 мес.). Для нар-
котизации животных использовали уретан, ко-
торый вводили внутрибрюшинно из расчета 1300 
и 1000 мг/кг веса взрослых и старых крыс соответ-
ственно. КП регистрировали и идентифицировали 
по ранее описанной методике [13]. У наркотизиро-
ванного животного удаляли скальп, снимали мы-
шечный слой и сверлили отверстие диаметром 1 мм 
в затылочной кости над червем мозжечка. Затем жи-
вотное закрепляли в стереотаксической установке. 
Для регистрации внеклеточной активности КП ис-
пользовали стеклянные микроэлектроды из бороси-
ликатного стекла (внешний диаметр 1.5 мм, внутрен-
ний – 1.10 мм, Sutter Instrument, США), заполненные 

раствором 2.5 М NaCl. Микроэлектрод погружали 
в ткань мозжечка с помощью автоматического ма-
нипулятора с шагом погружения 5 мкм на глубину 
до 5 мм. КП идентифицировали по характерному 
для  них паттерну активности: наличию простых 
и сложных спайков, а также тормозной паузы по-
сле сложного спайка перед серией простых. Сигнал 
от  регистрируемой клетки усиливали (АС/DC 
Differential Amplifier, model 3000, A-M Systems, Inc, 
США) и оцифровывали с частотой дискретизации 
10000 изм./с (АЦП L-791, ЗАО «Л-КАРД», Россия) 
в оригинальной программе Bioactivity Recorder v.5.3, 
разработанной Д.А. Сибаровым [http://sibarov.ru/
index.php?slab=software] для последующего анали-
за частоты простых спайков в программе Clampfit 
10.2 (Molecular Devices Corp., США). Действующие 
вещества подавали согласно стандартной методике 
[14] путем их аппликации на обнаженную поверх-
ность мозжечка в области введения микроэлектрода. 
Сначала была проведена контрольная серия опытов, 
в которой осуществляли аппликацию физиологиче-
ского раствора (0.9% NaCl). Затем, в следующих се-
риях опытов, использовали позитивный модулятор 
SK- и IK-каналов – NS309 (Tocris, США), а также 
селективный активатор кальций-активируемых ка-
лиевых каналов малой проводимости подтипов SK2 
и SK3 – CyPPA (Tocris, США) (рис. 1). Концентрации 
действующих веществ, подобранные в зависимости 
от глубины погружения микроэлектрода, составля-
ли 100–200 мкМ для NS309 и 1–2 мМ для CyPPA. 
Растворы действующих веществ готовили на 0.9% 
NaCl. Запись активности КП осуществляли в тече-
ние 30 с до аппликации вещества, а затем периодами 
такой же длительности через 5, 15, 30, 45 и 60 мин 
после аппликации.

С целью сравнения контрольных данных с экс-
периментальными определяли частоту простых 
спайков в каждой клетке в течение 30 с по всем ука-
занным временным отметкам. Затем высчитывали 

Рис. 1. Химическая структура активаторов или аллосте-
рических модуляторов SK-каналов, увеличивающих их 
чувствительность к кальцию
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относительные частоты для каждой временной от-
метки, приняв за единицу частоту спайков до ап-
пликации. Для каждой временной отметки рассчи-
тывали среднее значение частоты и стандартную 
ошибку среднего (SEM). При оценке статистической 
значимости различий контрольных данных с экс-
периментальными, т.е. при действии положитель-
ных модуляторов, использовали двухфакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA) с  применением 
пост-теста Бонферрони. В контрольных сериях экс-
периментов для  сравнения исходной частоты со 
средними значениями в каждой временной точке 
использовали однофакторный дисперсионный ана-
лиз (ANOVA).

Приготовление первичной культуры нейронов 
мозжечка
В первичной культуре нейронов, выделенных из раз-
личных отделов эмбрионального мозга, в частности 
коры больших полушарий [15] и мозжечка [16], про-
исходит дифференцировка основных типов нейронов, 
характерных для этих отделов во взрослом мозге. 
Например, первичную культуру нейронов мозжечка 
ранее успешно применяли для изучения свойств кле-
ток Пуркинье [17]. Первичную культуру получали 
из мозжечков эмбрионов на 20–21 день пренатально-
го развития (Е20–E21). С целью получения суспензии 
клеток мозжечка выделенную ткань помещали в рас-
твор трипсина (0.04 мг/мл), а затем клетки обрабаты-
вали раствором ДНКазы (0.04 мг/мл), ингибитором 
трипсина и фетальной сывороткой крупного рогатого 
скота. После центрифугирования производили дис-
социацию клеток путем пипетирования в питатель-
ной среде. Диспергированные клетки культивирова-
ли на обработанных поли-D-лизином 7-мм стеклах 
в среде Neurobasal (Gibco, США) с добавлением B27 
(Gibco, США), L-глутамина (Gibco, США) и 20 мМ 
KCl для увеличения выживаемости нейронов моз-
жечка, в том числе клеток Пуркинье и зернистых 
нейронов [18].

Регистрация нейронных токов методом локальной 
фиксации потенциала 
Непосредственное действие модуляторов SK-
каналов на нейроны в первичной культуре нейронов 
мозжечка подтверждали с использованием метода 
локальной фиксации потенциала в конфигурации 
«целая клетка» в режиме фиксации тока для записи 
формы потенциала действия и в режиме фиксации 
напряжения для получения вольт-амперных харак-
теристик SK-каналов. 

Эксперименты на клетках культуры мозжечка 
проводили на 7–8 день in vitro (DIV 7–8). В опытах 
использовали внеклеточный физиологический рас-

твор следующего состава: 140 мМ NaCl, 2.8 мМ KCl, 
2 мМ CaCl, 10 мМ HEPES. Внутриклеточный раствор 
для заполнения микроэлектрода имел следующий 
состав (мМ): 9 NaCl, 17.5 KCl, 121.5 K-глюконат, 1 
MgСl2

, 10 HEPES, 0.2 EGTA, 2 MgATP, 0.5 NaGTP. 
Для  регистрации токов применяли усилитель 
MultiClamp 700B c системой сбора данных Digidata 
1440A и  программное обеспечение pClamp v10.2 
(Molecular Devices, США). Частота дискретизации 
составляла 20000 изм./с. Исходный регистрируе-
мый сигнал подвергали предварительной аналого-
вой фильтрации (эквивалент ВЧ-фильтра Бесселя 
8-го порядка) с частотой среза 200 Гц. Для апплика-
ции тестовых веществ (100 мкМ CyPPA или 10 мкМ 
NS309) использовали систему быстрой смены раство-
ров на базе BPS-4 (Ala Scientific Instruments, США) 
с многоканальным перфузионным капилляром, кон-
чик которого располагали в 200–300 мкм от регистри-
руемой клетки. КП идентифицировали по размеру 
сомы, существенно большему, чем у нейронов других 
типов (приблизительно в 4 раза), и ритмической гене-
рации потенциалов действия.

Вольт-амперные характеристики каналов, ак-
тивируемых CyPPA и NS309, определяли из раз-
ности токов нейрона, записанных при приложении 
«рампа» – плавного изменения потенциала от –100 
до +60 мВ за 5 с до и после аппликации веществ. 
Статистическую значимость изменений следовой 
гиперполяризации спайков при действии положи-
тельных модуляторов SK- и IK-каналов оценивали 
с использованием непарного t-критерия Стьюдента.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток 
Пуркинье
Присутствие КП в  первичной культуре клеток 
мозжечка крыс дополнительно контролировали 
с помощью иммуноцитохимического анализа экс-
прессии белка кальбиндина, маркера нейронов 
данного типа [19]. При подготовке к иммуноцитохи-
мическому окрашиванию стекла с клетками фик-
сировали 4% раствором формальдегида, после чего 
обрабатывали хлористым аммонием (0.535 мг/мл), 
Тритоном Х-100 (0.2% раствор) и глицином (15 мг/мл). 
Неспецифическое связывание антител блокировали, 
обрабатывая стекла с клетками 2% раствором бычье-
го сывороточного альбумина. Все растворы готовили 
на фосфатно-солевом буфере. Для идентификации 
кальбиндина КП использовали первичные монокло-
нальные антитела мышей к этому белку (Сalbindin-
D28k, Abcam, ab82812). Иммунопозитивную реак-
цию визуализировали с использованием вторичных 
антител, конъюгированных с флуорохромом Alexa 
633 (Molecular Probes A21052, Life Technologies, 
США). Во избежание быстрого выгорания флуорес-
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центных красителей стекла, обработанные антите-
лами, фиксировали на предметных стеклах клеем, 
содержащим соединение Mowiol (Sigma-Aldrich, 
Германия). Флуоресценцию иммунопозитивных ней-
ронов регистрировали на конфокальном сканирую-
щем микроскопе Leica SP5 MP (Leica Microsystems 
Inc., Германия), оснащенном иммерсионным объек-
тивом ×63 (HCX APO CS 63×/1.4; Leica Microsystems, 
Inc., Германия). Возбуждение красителя Alexa 633 
проводили аргоновым лазером c длиной волны 633 
нм. Диапазон эмиссии красителя составлял 640–700 
нм. Обработку изображений проводили с помощью 
программного обеспечения Leica LAS AF (Leica 
Microsystems Inc., Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние положительных модуляторов SK-каналов 
на частоту простых спайков КП у старых крыс
В нашей работе при регистрации потенциалов дей-
ствия КП in vivo, в отличие от экспериментов, вы-
полненных на срезах, сохранялись все афферент-
ные связи КП, что обуславливало нерегулярность 
межимпульсных интервалов. Примеры характерной 
активности КП у старых животных показаны в кон-
троле и при действии NS309, а также в контроле 
и при действии CyPPA (рис. 2А). Аппликация физио-
логического раствора не вызывала значимых изме-
нений частоты простых спайков КП у старых живот-
ных в течение 60 мин (от 15 до 43 Гц в начале и от 16 
до 48 Гц в конце, p > 0.95, n = 7, ANOVA). Повышение 
среднего значения относительной частоты простых 
спайков в отдельные периоды регистрации составило 
0–3% и было наибольшим через 30 мин после аппли-
кации (рис. 2Б). Эти результаты отчетливо показыва-
ют, что процедура аппликации не влияла на картину 
разряда КП. 

NS309 вызывал постепенное снижение частоты 
простых спайков в разряде КП. Через 15 мин после 
аппликации выявлены значимые отличия в часто-
те от контроля в соответствующей временной точке 
(p < 0.05, n = 10, ANOVA, пост-тест Бонферрони), ко-
торые сохранялись до конца периода регистрации. 
Наименьшее значение частота простых спайков до-
стигала через 60 мин от начала аппликации и была 
в  среднем на  29% ниже контрольного значения 
в это же время (рис. 2Б)

При  действии CyPPA статистически значимое 
снижение частоты простых спайков в разряде КП 
(p < 0.001, n = 11, ANOVA, пост-тест Бонферрони) 
наступало через 30 мин после начала регистрации, 
т.е. позднее, чем в случае NS309, а максимальное сни-
жение в конце регистрации составило в среднем 21% 
(рис. 2Б).

Влияние положительных модуляторов SK-каналов 
на частоту простых спайков КП у взрослых крыс
На рис. 2В показаны примеры характерной актив-
ности КП взрослых животных в контроле и при дей-
ствии NS309, а также в контроле и при действии 
CyPPA. В этой возрастной группе при аппликации 
физиологического раствора наблюдалась тенденция 
некоторого повышения частоты простых спайков, од-
нако эти изменения не были статистически значимы-
ми (p > 0.10, n = 8, ANOVA). 

У взрослых животных снижение частоты простых 
спайков в разряде КП достигалось через 45 мин после 
начала аппликации NS309 (p < 0.001, n = 9, ANOVA, 
пост-тест Бонферрони), т.е. позднее, чем у старых. 
Максимальное снижение, в среднем на 33%, проис-
ходило к концу 60 мин регистрации (рис. 2Г).

При аппликации CyPPA, как и NS309, статисти-
чески значимое снижение частоты простых спайков 
в разряде КП достигалось через 45 мин после нача-
ла (p < 0.001, n = 8, ANOVA, пост-тест Бонферрони). 
Максимальным снижение было через 60 мин (в сред-
нем на 36%) (рис. 2Г).

Несмотря на то что значимое уменьшение частоты 
простых спайков при действии обоих положительных 
модуляторов SK-каналов по сравнению с контролем 
у старых крыс достигалось раньше, максимальный 
эффект CyPPA (n = 11) и NS309 (n = 10) не различал-
ся у животных разных возрастов. Кроме того, не уда-
лось выявить статистически значимых отличий эф-
фектов CyPPA и NS309 у старых и взрослых крыс 
(р > 0.8, ANOVA).

Электрическая активность нейронов мозжечка 
в культуре при действии модуляторов SK-каналов 
Клетки мозжечка в первичной культуре на 7 день 
культивирования образовывали нейронную сеть, 
в  которой иммуногистохимическое окрашивание 
на кальбиндин-D28k подтвердило присутствие кле-
ток Пуркинье, выделяющихся крупными разме-
рами сомы (рис. 3). При электрофизиологическом 
исследовании часть «крупных» нейронов характе-
ризовалась спонтанной периодической генерацией 
потенциала действия (ПД), типичной для  клеток 
Пуркинье.

Из экспериментов in vivo невозможно однозначно 
заключить, действуют ли исследуемые модуляторы 
непосредственно на КП, или их эффект опосредован 
сетевыми взаимодействиями через влияние на вста-
вочные нейроны. С целью проверки предположе-
ния о непосредственном действии CyPPA и NS309 
на нейроны мозжечка изучили их влияние на гене-
рацию спайков нейронами в первичной культуре, ис-
пользуя локальную перфузию. В нейронах со спон-
танной генерацией ПД (рис. 4А) аппликация 10 мкМ 
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CyPPA вызывала кратковременную деполяризацию 
с последующей гиперполяризацией, сопровождаю-
щейся затуханием спонтанной генерации ПД (n = 5). 
На нейронах, не обладающих спонтанной активно-
стью, генерация спайков, вызываемая инъекцией 

тока пороговой амплитуды, эффективно подавля-
лась аппликацией как 100 мкМ CyPPA, так и 10 мкМ 
NS309 (n = 18, рис. 4Б). Оба вещества вызывали ги-
перполяризацию, но эффект NS309 был более вы-
ражен. Сравнение формы ПД спонтанно активных 
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Рис. 2. Активность клеток Пуркинье мозжечка крыс под влиянием положительных модуляторов кальций-активи-
руемых калиевых каналов. А – старые крысы. Фрагменты записи активности отдельных КП до и после апплика-
ции NS309 или CyPPA. Стрелками обозначены эпизоды появления сложных спайков. Б – старые крысы. Измене-
ние средней частоты простых спайков КП мозжечка в течение 1 ч после аппликации физиологического раствора 
или активаторов SK-каналов. В – взрослые крысы. Фрагменты записи активности отдельных КП до и после 
аппликации NS309 или CyPPA. Г – взрослые крысы. Изменение средней частоты простых спайков КП мозжечка 
в течение 1 ч после аппликации физиологического раствора или активаторов SK-каналов. Зелеными звездочка-
ми показано статистически значимое отличие от контрольных значений частоты в соответствующие моменты 
времени при аппликации NS309, красными – CyPPA (ANOVA, пост-тест Бонферрони * – p < 0.05, ** – p < 0.01, 
*** – p < 0.001) 



104 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 4 (31)  2016

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

нейронов до и после аппликации активаторов кали-
евых каналов показало, что оба вещества усиливают 
следовую гиперполяризацию ПД (рис. 5А). Подобная 
феноменология типична для активации SK-каналов. 
При этом следовая гиперполяризация в точке ми-
нимума усиливалась на 3.1 ± 0.3 мВ при действии 
CyPPA и на 6.1 ± 0.3 мВ при действии NS309. Эффект 
NS309 был значимо больше, чем у CyPPA (n = 140; 

p < 0.01, непарный t-критерий Стьюдента). Вольт-
амперные характеристики каналов, активируемых 
CyPPA и NS309, представленные на рис. 5Б, также 
типичны для SK-каналов [20]. 

Таким образом, CyPPA и NS309 сходным образом 
подавляют генерацию ПД клетками Пуркинье как in 
vivo, при  аппликации на  поверхность мозжечка, 
так и in vitro, в первичной культуре нейронов.

Рис. 3. Клетки Пуркинье 
в первичной культуре 
нейронов мозжечка крыс 
DIV 7. A – флуоресцентное 
изображение иммунопо-
зитивной реакции на белок 
кальбиндин, экспрессиру-
ющийся только в клетках 
Пуркинье. Б – результат 
совмещения изображе-
ния в проходящем свете 
и флуоресценции белка 
кальбиндин-D28k, полу-
ченной с помощью им-
мунного маркирования 
соответствующего белка 
антителами, конъюгиро-
ванными с флуорохромом 
Alexa 633

А� Б 

50 мкм 

Рис. 4. Примеры влияния 
CyPPA и NS309 на спонтан-
ную генерацию (А) и вы-
званные деполяризующим 
стимулом (Б) потенциалы 
действия в нейронах моз-
жечка. Внутриклеточная 
регистрация мембранного 
потенциала при фиксации 
тока нейрона. Потенциалы 
действия вызывали инъек-
цией тока (1.1 пороговой 
величины) через регистри-
рующий электрод
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ОБСУЖДЕНИЕ
Существуют данные, указывающие на то, что NS309 
и CyPPA, положительные модуляторы SK-каналов, 
изменяют паттерн активности нейронов. В опытах, 
выполненных на срезах мозжечка, показано сниже-
ние частоты разряда КП после подачи NS309 в ван-
ночку с омывающим раствором [3]. Сходные резуль-
таты получены в опытах in vivo, которые показали, 
что применение NS309 и CyPPA вызывает сниже-
ние частоты разряда дофаминергических нейронов 
черной субстанции [21, 22]. В наших экспериментах, 
проведенных in vitro на первичной культуре ней-
ронов мозжечка, CyPPA и NS309 также эффектив-
но подавляли генерацию спонтанных и вызванных 
спайков (рис. 4А,Б) за счет усиления следовой гипер-
поляризации (рис. 5А), вызываемой активацией SK-
каналов (рис. 5Б) непосредственно на исследованных 
нейронах. CyPPA является селективным активато-
ром SK2- и SK3-каналов, при этом в позднем прена-
тальном и постнатальном периоде в коре мозжечка 
лишь клетки Пуркинье характеризуются высокой 
экспрессией SK2 [8], что делает именно эти клетки ос-
новной мишенью действия активаторов SK-каналов. 
В силу анатомической структуры мозжечка актива-
торы SK-каналов при аппликации на поверхность, 
в первую очередь, проникают в молекулярный слой, 
где могут взаимодействовать с дендритным деревом 
КП и, по мере диффузии, с сомами КП (рис. 6А). Роли 

дендритных и  соматических SK-каналов различ-
ны. У молодых крыс (10–90 дней) блок соматических 
SK-каналов увеличивает частоту авторитмической 
активности КП, в то время как блок дендритных SK-
каналов не только увеличивает частоту простых спай-
ков, но и снижает ток утечки и улучшает передачу 
в синаптических входах на КП [9]. При этом блок SK-
каналов только дендритов имел существенно мень-
ший эффект, чем блок SK-каналов дендритов и сомы 
[9]. Вероятно, в наших экспериментах постепенная 
диффузия NS309 или CyPPA со стороны дендритов 
КП в  сторону сомы определяет плавное усиление 
эффекта этих активаторов SK-каналов со временем. 
В проведенных нами экспериментах in vivo активация 
SK-каналов с помощью положительных модуляторов 
CyPPA и NS309 приводила к изменению паттерна 
активности КП. В группе как взрослых, так и ста-
рых крыс частота простых спайков была статисти-
чески значимо снижена по сравнению с контрольной 
серией. Несмотря на то что снижение частоты про-
стых спайков, вызванное модуляторами SK-каналов, 
было практически одинаковым в группах взрослых 
и старых крыс, снижение частоты простых спайков 
у старых крыс в сопоставлении с контролем наступа-
ло раньше – через 30 мин после аппликации CyPPA 
и через 15 мин после аппликации NS309. У взрослых 
крыс снижение частоты простых спайков под влияни-
ем обоих веществ наблюдалось через 45 мин. 

Рис. 5. Влияние CyPPA и NS309 на следовую гиперполяризацию в нейронах мозжечка. А – усредненные потенци-
алы действия в контроле и в присутствии 100 мкМ CyPPA или 10 мкМ NS309 (для каждого из условий усреднено 
не менее 140 ПД), зарегистрированные при фиксации тока нейрона. Б – вольт-амперные характеристики кана-
лов, активируемых CyPPA и NS309 в нейронах мозжечка, зарегистрированные при фиксации потенциала ней-
рона. Вставка иллюстрирует протокол «рамп», использованный для измерения вольт-амперных характеристик 
SK-каналов
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CyPPA и NS309 в насыщающих концентрациях 
многократно увеличивают чувствительность SK-
каналов к внутриклеточному кальцию, в результате 
чего максимальная активация этих каналов реали-
зуется при любой физиологической концентрации 
внутриклеточного кальция [23]. В наших экспери-
ментах активаторы SK-каналов достигали насыща-
ющих концентраций вблизи КП постепенно по мере 
диффузии, поэтому скорость наступления эффекта 
могла зависеть от возрастных особенностей дина-
мики внутриклеточного кальция. Активация SK-
каналов в КП определяется входом кальция через 
потенциал-зависимые кальциевые каналы (VGCC) 
(рис. 6Б). У старых животных наблюдается сниже-
ние экспрессии Cav2.1 (VGCC P/Q-типа) и почти 
полное исчезновение Cav1.3 (VGCC L-типа) в моле-
кулярном слое мозжечка [24]. Cav1.3 активируются 
при самых низких значениях мембранного потенци-
ала, т.е наиболее чувствительны к деполяризации 
[25]. Дефицит же Cav2.1 может приводить к атак-
сии 2-го типа [26–28], поскольку в КП большая доля 
кальция, поступающего через VGCC, приходится 
на Cav2.1 [29]. В условиях возрастной потери части 
VGCC и связанного с ними кальциевого сигнала мо-
жет страдать нормальная активация SK-каналов. 
Кроме того, осцилляции примембранного внутри-
клеточного кальция модулируют активность и дру-
гих типов рецепторов, в частности десенситизацию 
рецепторов глутамата, обеспечивающих глутамат
ергическую синаптическую передачу [30].

Рис. 6. Схема воз-
действия модуляторов 
SK-каналов на клетки 
Пуркинье (КП) при ап-
пликации на поверх-
ность мозжечка. 
А – упрощенная 
схема нервных связей 
КП в коре мозжечка. 
(+) – возбуждающие 
и (–) – тормозные 
синаптические связи, 
КП – клетка Пуркинье, 
ЗК – звездчатая клет-
ка, КК – корзинчатая 
клетка, ГК – грануляр-
ная клетка. Б – взаи-
моотношения ключе-
вых ионных каналов 
КП, регулирующих 
их авторитмическую 
активность
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В работе, выполненной in vivo на взрослых мышах, 
показано, что частота простых спайков в разряде 
КП при аппликации NS309 снижается гораздо силь-
нее, чем при аппликации CyPPA [13]. Результаты, 
представленные в данной работе, показывают сход-
ное снижение частоты простых спайков под влия-
нием позитивных модуляторов SK-каналов, NS309 
и CyPPA, у взрослых крыс. В группе старых живот-
ных наблюдалась тенденция к более выраженному 
снижению частоты простых спайков под влиянием 
NS309, чем CyPPA. При этом снижение частоты про-
стых спайков после аппликации CyPPA было сопо-
ставимым c ранее полученными данными на мышах, 
а NS309 оказывал более сильное влияние на актив-
ность КП мозжечка мышей, чем крыс. Известно, 
что CyPPA – избирательный модулятор SK-каналов, 
в то время как NS309 является также активатором 
IK-каналов [31], экспрессированных в дендритах КП, 
где они модулируют временную суммацию синапти-
ческих входов [32]. Так, в наших экспериментах in 
vitro NS309 усиливал следовую гиперполяризацию 
КП сильнее, чем CyPPA. Вероятно, поэтому сниже-
ние частоты простых спайков в КП при действии 
NS309 более выражено, чем при действии CyPPA, 
активирующего только SK2-каналы в КП. Различие 
в эффективности влияния NS309 на частоту простых 
спайков в разряде КП мозжечка мышей и крыс, воз-
можно, обусловлено видовыми отличиями в экспрес-
сии и функционировании IK-каналов в мозжечке 
или особенностями диффузионных барьеров при ис-
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пользуемом способе аппликации веществ у этих жи-
вотных.

Применение положительных модуляторов SK-
каналов на животных, служащих моделями неко-
торых видов спиномозжечковых атаксий, приводит 
к восстановлению нарушенного паттерна активности 
КП, а в некоторых случаях и к исчезновению сим-
птомов атаксии [4, 5, 8, 9], что предполагает наличие 
у них терапевтического эффекта. Кроме того, при-
менение активаторов SK-каналов позволяет компен-
сировать возрастные изменения авторитмических 
функций КП мозжечка. Причины возрастных отли-

чий в эффектах активаторов SK-каналов требуют 
дальнейшего изучения, поскольку могут быть связа-
ны с дефицитом функций потенциал-чувствитель-
ных кальциевых каналов КП. 

Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ 
№ 15-04-08283 и 16-04-00653 (эксперименты in 

vivo) и Российского научного фонда № 16-15-10192 
(дополнительные эксперименты с использованием 

методов patch-clamp и иммуноцитохимии). 
Иммуноцитохимические исследования выполнены 

на базе ЦКП ИЭФБ РАН.
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РЕФЕРАТ Нестабильность клонального состава популяции опухолевых клеток при острых лимфобластных 
лейкозах (ОЛЛ) усложняет процесс контроля минимальной остаточной болезни (МОБ) и эффективности 
терапии по установленным в дебюте заболевания мишеням, специфичным для данного пациента. Основные 
работы, в которых изучали эволюцию опухолевых клеток со сменой клональных реаранжировок генов TCR 
и IG в рецидиве заболевания, выполнены на детских ОЛЛ. Данные для взрослых больных ОЛЛ ограничены, 
тогда как ОЛЛ у взрослых и детей имеют различия в особенностях биологии и прогноза заболевания. Цель 
нашей работы состояла в изучении клональных реаранжировок генов IG и TCR и их стабильности у взрос-
лых больных с ОЛЛ. Реаранжировки выявляли методом ПЦР по протоколу BIOMED-2 с последующим 
анализом фрагментов. У 83% пациентов выявили несоответствие клональных реаранжировок в дебюте 
и рецидиве заболевания. Клональная эволюция может быть одним из механизмов опухолевой прогрессии. 
Не исключена изначальная неоднородность состава опухолевых клеток, и в то время как одни клоны ис-
чезают под воздействием терапии, другие, не распознанные из-за недостаточной чувствительности мето-
да, приобретают способность к пролиферации. Кроме того, в течение заболевания реаранжировки могут 
меняться благодаря сохраняющейся активности рекомбиназного комплекса, что приводит к появлению 
опухолевых клонов de novo. Изучение механизмов клональной эволюции, способности терапии влиять 
на процессы клональной эволюции позволит выделить новые прогностические факторы, разработать так-
тику диагностики МОБ, расширит современные представления о механизмах онкогенеза.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА острый лимфобластный лейкоз, рецидив, ПЦР, реаранжировки генов IG, реаранжировки 
генов TCR.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МОБ – минимальная остаточная болезнь; ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз; 
ПЦР-РВ – ПЦР в реальном времени; TCR – Т-клеточный рецептор; TCRG, TCRB, TCRD – Т-клеточные ре-
цепторы γ, β и δ соответственно; IG – иммуноглобулин; IGH – тяжелая цепь иммуноглобулина; IGK – легкая 
цепь иммуноглобулина.

ВВЕДЕНИЕ
Острые лейкозы представляют собой гетерогенную 
группу опухолевых заболеваний кроветворной тка-
ни, характеризующихся поражением костного мозга 
морфологически незрелыми (бластными) кроветвор-
ными клетками. В зависимости от принадлежности 
опухолевых клеток к той или иной линии гемопоэ-
за, острые лейкозы принято разделять на острые 
лимфобластные и острые миелобластные лейкозы. 
Без терапии течение заболевания быстропрогресси-
рующее и всегда заканчивается смертью больного. 

Наиболее часто причиной смерти являются тяжелые 
инфекционные и геморрагические осложнения, об-
условленные замещением нормальной кроветворной 
ткани бластными клетками.

Основная цель терапии любых форм лейкозов – 
эрадикация опухолевого клона, восстановление нор-
мального кроветворения и достижение длительной 
безрецидивной выживаемости больных. Введение 
в клиническую практику цитостатических препара-
тов в конце 60-х годов позволило достичь полной ре-
миссии у 85–95% детей с ОЛЛ [1]. При этом важным 
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прогностическим фактором является возраст, бессо-
бытийная выживаемость детей варьирует в разных 
возрастных группах от 83–97% (1–5 лет) до 49–66% 
(10–15 лет). На сегодняшний день Российской иссле-
довательской группой по лечению острых лимфо-
бластных лейкозов (RALL) показано, что в группах 
взрослых больных моложе 30 лет 5-летняя безре-
цидивная выживаемость составила 71.5%, в то вре-
мя как у больных 30–55 лет этот показатель был 
ниже – 61.8% [2]. Показано, что  взрослые и  дети, 
больные ОЛЛ, отличаются не только выживаемо-
стью, но также биологическими свойствами и прогно-
зом заболевания [3, 4]. В частности, к группе благо-
приятного прогноза у взрослых относят Т-клеточный 
вариант заболевания, в то время как у детей этот ва-
риант считается прогностически неблагоприятным. 
Кроме того, у взрослых чаще выявляют прогности-
чески неблагоприятные хромосомные аберрации 
(t(9;22), t(4;11)), миелоидные антигены на мембра-
не опухолевых клеток, в дебюте заболевания чаще 
определяют гиперлейкоцитоз, чаще диагностируют 
Т-клеточный иммунофенотип [3, 4].

Другой важный прогностический фактор 
при  ОЛЛ – остаточное количество опухолевых 
клеток в костном мозге, или минимальная остаточ-
ная болезнь (МОБ). Оценка МОБ рассматривает-
ся не  только как  независимый фактор прогноза, 
но и как критерий разделения пациентов на группы 
риска развития рецидива [5–7]. Для  оценки МОБ 
наиболее пригодны количественные методики с мак-
симальным уровнем чувствительности (10-4–10-5), 
такие, как ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) с ис-
пользованием праймеров, специфичных для данного 
пациента, и многоцветная проточная цитофлуориме-
трия. Оценка МОБ у пациентов с ОЛЛ методом ПЦР 
основана на определении клональных реаранжиро-
вок генов Т-клеточных рецепторов (TCR) и имму-
ноглобулинов (IG) в опухолевых клетках и подборе 
пациент-специфичных праймеров к CDR3-области 
этих генов [8].

Клональные реаранжировки генов IG и TCR на-
ходят у 98% пациентов с В-ОЛЛ и у 95% больных 
с T-ОЛЛ [9]. Поскольку в опухолевых клетках, по-
лученных от разных больных, обнаруживают раз-
личные хромосомные аберрации, только перестро-
енные гены IG и TCR считаются универсальными 
маркерами, позволяющими отслеживать опухоле-
вые клоны практически у всех больных в течение 
болезни/терапии. Само по себе выявление клональ-
ности не является критерием для постановки диа-
гноза ОЛЛ. Клональные реаранжировки иногда 
обнаруживают и при реактивных (неопухолевых) 
процессах воспалительного, инфекционного или ау-
тоиммунного генеза. Как правило, в этих случаях 

клональный продукт определяется на поликлональ-
ном фоне. Дифференциальная диагностика опухо-
левой и неопухолевой лимфопролиферации пред-
ставляет определенную сложность при некоторых 
лимфомах, грибовидном микозе, синдроме Сезари, 
однако, исследование клональности при ОЛЛ, когда 
в периферической крови большинство лимфоцитов 
(> 20%) представлены опухолевыми клетками, таких 
затруднений не вызывает. 

ПЦР-РВ с пациент-специфичными праймерами, 
подобранными к уникальной по нуклеотидной по-
следовательности V-D-J-области клонально пере-
строенных генов IG или TCR, позволяет с высокой 
чувствительностью (10-4–10-5) оценить остаточное ко-
личество опухолевых клеток у пациентов с ОЛЛ [10]. 
Однако данные, полученные при изучении клональ-
ных перестроек в дебюте и рецидиве ОЛЛ у детей, 
свидетельствуют о том, что реаранжировки генов IG 
и TCR могут изменяться в течение заболевания, т.е. 
в рецидиве заболевания часть выявленных клональ-
ных реаранжировок исчезает и/или появляются но-
вые реаранжировки. Необходимо отметить, что речь 
идет именно о частичной смене клональных реаран-
жировок, так как полная смена генных реаранжи-
ровок IG и TCR в рецидиве указывает на возникно-
вение вторичного ОЛЛ [11, 12]. Частичные различия 
клональных реаранжировок в дебюте и рецидиве на-
блюдаются у 67–70% детей с В-ОЛЛ и 45–50% детей 
с Т-ОЛЛ [13–15]. Данные об эволюции опухолевых 
клонов у взрослых с ОЛЛ весьма ограничены [11]. 
У Szczepanski и соавт. приведены результаты оцен-
ки генов TCR у 9 взрослых с T-ОЛЛ [11]. Показано, 
что в целом стабильность генов TCR при взрослом 
Т-ОЛЛ выше (97%), чем при детском Т-ОЛЛ (86%) 
[11]. При этом реаранжировки генов IG в дебюте и ре-
цидиве заболевания не изучали.

Смена клональных реаранжировок, т.е. клональ-
ная эволюция опухоли, может приводить к потере 
мишени для исследования МОБ и ложноотрицатель-
ным результатам. Таким образом, приемлемость 
той или иной реаранжировки для изучения МОБ 
при ОЛЛ определяется не только частотой ее выяв-
ления, но и стабильностью. Основные данные изуче-
ния стабильности и частоты различных реаранжи-
ровок при B-ОЛЛ и T-ОЛЛ суммированы в табл. 1 
[5–11, 15–19].

Перестройки генов δ-цепи TCR (TCRD) – са-
мая ранняя из генных перестроек в T-лимфоцитах. 
Клональные перестройки генов TCRD встречаются 
примерно в 55% случаев Т-ОЛЛ [20], генов γ-цепи 
TCR (TCRG) – у 95% пациентов [21], генов β-цепи 
TCR (TCRB) – у 92% пациентов. Стабильность ре-
аранжировок TCRB при  рецидивах T-ОЛЛ у  де-
тей была ниже стабильности γ- и δ-цепей – 80 vs 86 
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и 100% соответственно (см. табл. 1) [11]. Несмотря 
на высокую частоту обнаружения и высокую ста-
бильность, моноклональные перестройки генов 
γ-цепи являются не самой удачной мишенью для кон-
троля МОБ, поскольку имеют короткий фрагмент 
нуклеотидной вставки [22]. Согласно опубликован-
ным данным, Т-ОЛЛ чаще, чем B-ОЛЛ, оказывает-
ся устойчивым к терапии и положительным по МОБ 
[23]. Выявлена высокая стабильность реаранжировок 
генов IGK (95%) при В-ОЛЛ у детей, завершенных 
V-D-J-реаранжировок генов IGH (88%), TCRB (89%) 
и TCRD (86%), относительно высокая стабильность 
реаранжировок генов TCRG (75%) и низкая стабиль-
ность неполных (D-J) перестроек генов IGH (57%) 
и неполных перестроек генов TCRB (67%) (табл. 1). 
Кроме того, в значительной части случаев детского 
B-ОЛЛ (26–30%) изначально определяется олигокло-
нальный характер реаранжировок [13–15]. При ОЛЛ 
возможно присутствие клональных продуктов с не-
завершенной реаранжировкой генов и производных 
от них клональных продуктов с завершенными ре-
аранжировками, что объясняется действием V(D)
J-рекомбиназ и «текущим» продолжающимся про-
цессом реаранжировок генов иммуноглобулинов 
и TCR в ранних клетках-предшественниках [11, 15, 

24]. Чаще других олигоклональность (наличие двух 
и более клонов) выявляют в генах IGH: полные реа-
ранжировки – в 30–40% случаев, неполные – в 50–
60%, гены δ-цепи TCR – в 20–25% случаев (табл. 1). 
Олигоклональные реаранжировки не рекомендовано 
использовать в качестве мишени для оценки МОБ: 
они нестабильны и часто дают ложноотрицательные 
результаты.

Эволюцию опухолевых клеток (смену клональных 
реаранжировок генов TCR и IGH) в рецидиве заболе-
вания изучали в основном на детском ОЛЛ. Данные 
для  взрослых больных ОЛЛ весьма ограничены. 
Учитывая то, что ОЛЛ у взрослых и детей имеют раз-
ные биологические свойства и прогноз заболевания, 
цель нашего исследования состояла в изучении харак-
тера клональных реаранжировок генов иммуноглобу-
линов и Т-клеточных рецепторов и их стабильности 
у взрослых с B-ОЛЛ и Т-ОЛЛ, проходивших лечение 
в Гематологическом научном центре МЗ РФ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Пациенты и образцы
В  исследование включено 63 больных ОЛЛ: 34 – 
с  В-клеточным вариантом ОЛЛ, в  том числе два 

Таблица 1. Стабильность и частота выявления клональных реаранжировок при B-ОЛЛ и T-ОЛЛ [7]

Ген Реаранжировка

B-ОЛЛ T-ОЛЛ

Частота, % Стабильность, %
Частота, % Стабильность, %

моно олиго моно олиго

IGH VH-JH (полные) 93 30–40 88 47 5 НТ

DH-JH (неполные) 20 50–60 57 38 23 НТ

Все IGH 98 40 85 44 23 НТ

IGK Vκ-Kde 45 5–10 95 40 0 НП

Интрон RSS-Kde 25 5–10 86 0 0 НП

Все Kde 50 5–10 95 40 0 НП

TСRB VB-JB (полные) 21 10–15 89 60 77 79

DB-JB (неполные) 14 10–15 67 0 55 80

Все TСRB 33 10–15 81 43 92 80

TСRG VG-JG 55 15 75 95 86

TСRD VD-JD или DD-JD1 < 1 НП НП НП 50 100

VD2-DD3 или DD2-DD3 40 20–25 86 26 55 100

Все TСRD 40 20-25 86 26 55 100

Примечание. НТ – не тестировали, НП – неприменимо.
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с  Ph+ ОЛЛ; 28 – с  Т-клеточным вариантом ОЛЛ 
и один с бифенотипическим вариантом ОЛЛ (табл. 2). 
Всем больным проводили стандартное цитогенети-
ческое исследование, FISH-исследование клеток 
костного мозга с флуоресцентными зондами t(9;22) 
и t(4;11) (табл. 3). Нормальный кариотип имели 20 
из 63 пациентов, у 17 из 63 не было митозов, у ше-
сти выявлены различные изменения хромосомы 9 
и/или 22. Транслокация t(9;22) обнаружена мето-
дом FISH, а химерный транскрипт BCR/ABL (p190) 
идентифицирован молекулярно-генетическим ме-
тодом (Ph+ B-ОЛЛ). У пяти больных методом FISH 
выявлена транслокация t(4;11), а с помощью ПЦР 
химерный транскрипт MLL-EPS15. У семи больных 
найдены множественные хромосомные аномалии: 
у четверых – трисомия 21. Исследовали ДНК, полу-
ченную из всех 63 образцов костного мозга в дебюте 
заболевания. Возраст пациентов 19–59 лет (медиа-
на – 28). У шести из 63 пациентов изучали клональ-
ные реаранжировки в дебюте и рецидиве заболе-
вания. Время до рецидива составило от 5.4 до 11.6 
месяцев. Больных наблюдали в отделении химио-
терапии гемобластозов и депрессий кроветворения 
Гематологического научного центра (далее ГНЦ). 
Диагнозы устанавливали в соответствии с класси-
фикацией ВОЗ. Согласие на обработку данных полу-
чено от всех пациентов, включенных в исследование. 
Кровь здоровых доноров получена на станции пере-
ливания крови ГНЦ.

Анализ клональности по реаранжировкам генов 
IG/TCR
Лейкоциты и ДНК из периферической крови вы-
деляли как описано ранее [25]. Концентрацию ДНК 
определяли спектрофотометрически. Образцы ДНК 
хранили при -20°С. B- и T-клеточную клональность 
определяли с использованием мультиплексных си-
стем праймеров BIOMED-2 для фрагментного ана-
лиза [26]. B-клеточную клональность оценивали 
по перестройкам генов тяжелых цепей IGН (VH–JH- 

FR1/FR2/FR3/ DH–JH), легкой цепи κ IGK (Vk–Jk/
Vk–KDE/IntronRSS–KDE). T-клеточную клональ-
ность оценивали по перестройкам генов T-клеточных 
рецепторов TCRG (VG–JG), TCRB (VB–JB/DB–JB), 
TCRD (VD–JD/DD2–JD/VD–DD3/DD2–DD3). Все 
локусы генов IG и TCR анализировали при помощи 
мультиплексных реакций с большим количеством 
праймеров, разделенных на несколько пробирок в со-
ответствии с рекомендациями протокола BIOMED-2 
(см. краткое описание в табл. 4). Для амплификации 
генов TCRB использовали коммерческий набор TCRB 
Gene Clonality Assay ABI Fluorescence Detection 
(Invivoscribe Technologies, США) в  соответствии 
с рекомендациями производителя. Смесь (25 мкл) 
для ПЦР генов IGH, IGK и TCRG, TCRD содержала 
5 пмоль каждого праймера («Синтол», Россия), 100–
200 нг ДНК и 12.5 мкл 2 ×PCRMasterMix (Promega, 
США). Амплификацию проводили на  автомати-
ческом термоциклере DNAEngine (BioRad, США). 
Условия ПЦР: 95°C (7 мин), затем 35 циклов – 95°С 
(45 с), 60°С (45 с), 72°С (45 с) и 72°С (10 мин). В каче-
стве положительного (клонального) контроля исполь-
зовали клеточные линии Jurkat и Daudi, в качестве 
поликлонального контроля – мононуклеары перифе-
рической крови здоровых доноров. Для фрагментно-
го анализа ПЦР-продуктов использовали автомати-
ческий анализатор нуклеиновых кислот ABIPRISM 
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США). 
С  этой целью 2  мкл разведенного в  20 раз ПЦР-
продукта смешивали с  10  мкл Hi-Di формамида 
(Applied Biosystems, США) и  0.04  мкл GeneScan 
500-LIS Size Standard (Applied Biosystems, США). 
После денатурации при 95°C в течение 3 мин и по-
следующего охлаждения 10 мкл смеси вносили в лун-
ку 96-луночной плашки и проводили капиллярный 
электрофорез высокого разрешения на полимере 
POP-4 (Applied Biosystems, США). Флуоресценцию 
амплификатов и их профиль оценивали при помощи 
компьютерной программы GeneMapper v.4.0 (Applied 
Biosystems, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Клональные реаранжировки изучены у  34 паци-
ентов с  В-клеточным вариантом ОЛЛ, 28 паци-
ентов с  Т-клеточным вариантом, одного с  бифе-
нотипическим вариантом заболевания. Частоты 
клональных реаранжировок генов γ-, β- и δ-цепей 
TCR и  генов тяжелой и  легкой цепей IG при  B- 
и Т-вариантах ОЛЛ представлены в табл. 5. У па-
циента с бифенотипическим вариантом выявлена 
биаллельная реаранжировка (два пика) генов TCRG 
и олигоклональная (четыре пика) генов TCRD. У па-
циентов с В-клеточным вариантом ОЛЛ наиболее 
часто встречались реаранжировки генов тяжелой 

Таблица 2. Краткая характеристика пациентов с ОЛЛ

Возраст 19–59 (М 28) 

Пол, м/ж 32/31

В-ОЛЛ/Т-ОЛЛ/бифенотипический 
вариант 34/28/1

Число рецидивов  
(В-ОЛЛ/Т-ОЛЛ) 6 (4/2)

Время до рецидива, мес. 5.4–11.6 (М 6.2) 

Примечание. М – медиана возраста.
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Таблица 3. Результаты стандартного цитогенетического исследования (СЦИ) и FISH-анализа транслокаций t(4;11) 
и t(9;22) у пациентов с ОЛЛ 

Пациент Вариант 
ОЛЛ СЦИ, FISH, ПЦР

1 B-II Нет митозов
2 B-I Нормальный кариотип
3 B-I der(7)add(p22),-8?,der(9),i(q10),der(14),add(q32?),+mar der(9)?(17)ср/46, ХХ [3]

4 B-I Добавочный материал на коротком плече хромосомы 10, трисомия хромосом Х, 12 и 22, FISH t(4;11), выявлен 
MLL-EPS15 методом ПЦР 

5 B-I 55XX, производное хромосом 3 и 11, делеция короткого плеча хромосомы 12 и длинного плеча хромосомы 13
6 B-I Нормальный кариотип
7 B-I Нормальный кариотип
8 B-I Нет митозов, FISH t(4;11), выявлен MLL-EPS15 методом ПЦР

9 B-II В 80% ядер выявлен дополнительный сигнал от локуса гена IGH (14q32) (трисомия хромосомы 14? другая 
транслокация с вовлечением локуса гена IGH) 

10 B-II Нормальный кариотип
11 B-II Нет митозов
12 B-II 53XY? +X,+4,+6,+14,+21,+21,+mar [10]
13 B-II Нормальный кариотип
14 B-II Нет митозов
15 B-II Нет митозов
16 B-II В 15% по два дополнительных сигнала от локусов генов ABL(9q34) и BCR(22q11), тетрасомия хромосом 9 и 22?
17 B-II Трисомия 21
18 B-II Нормальный кариотип
19 B-II Трисомия 21
20 B-II Трисомия 21, моносомия 13
21 B-II Нормальный кариотип
22 B-II Нет митозов
23 B-II Нормальный кариотип
24 B-II Нормальный кариотип
25 B-II Нормальный кариотип
26 B-III Две клетки с del (11), FISH t(4;11), выявлен MLL-EPS15 методом ПЦР
27 B-III Нормальный кариотип
28 B-III 47ХХ +5 (5q31)
29 B-III 54X,?+Х,Y,+4,+5,+6,?-7,+14,+21,+22,+?mar или r i(7)(q10) или i(8)(q10),+mar [19],46XY
30 B-III +8+11+21
31 B-Ph+ Нет митозов, FISH t(9;22), выявлен BCR-ABL методом ПЦР
32 B-Ph+ Нормальный кариотип, FISH t(9;22), выявлен BCR-ABL методом ПЦР
33 B-II Нет митозов
34 B-II Нет митозов
35 T-I  46XY[2]/90-92,XXYY,=mar [10]
36 T-I Нет митозов
37 T-I 11q23 перестроен, FISH t(4;11), выявлен MLL-EPS15 методом ПЦР
38 T-I Нормальный кариотип
39 T-I del9(p13)
40 T-I Нет митозов
41 T-I Нормальный кариотип
42 T-I 15.5% трисомия, в 45% тетрасомия в локусе гена PMLL\11q23, FISH t(4;11), выявлен MLL-EPS15 методом ПЦР
43 T-I Нормальный кариотип
44 T-II Нормальный кариотип
45 T-II Нормальный кариотип
46 T-II Нормальный кариотип
47 T-II Нет митозов

48 T-II Делеция длинного плеча хромосомы 5? или транслокация t(5;?), производные хромосом 2, 4, 5, 7, 22 и 17 
(с вовлечением гена р53)

49 T-II Трисомия хромосомы 8
50 T-II (47, ХY,+8 (20))
51 T-II Нормальный кариотип
52 T-II Нет митозов
53 T-III Нормальный кариотип
54 T-III 47, XY+mar [20]
55 T-III der (1)add(p36)?dup(p31p36)?{20}; моносомия 9 или делеция локуса 9q34
56 T-III Нет митозов
57 T-III Производное хромосомы 11, делеция длинного плеча хромосомы 6
58 T-III Нет митозов
59 T-III Нет митозов
60 T-III Нет митозов
61 T-IV t(6;17) +20
62 T-I del 11q23

63

Бифено
типический 

вариант 
заболевания

47, XY, der(2)add(p24-25),+5, del(7)(q22),del(13)(q11-q34),+14[6]/46, XY [4]

Примечание: жирным шрифтом выделены пациенты, у которых констатирован рецидив заболевания, выявляли 
реаранжировки генов Т-клеточных рецепторов и иммуноглобулинов в дебюте и рецидиве заболевания. 
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цепи IG (82.4%) и γ-цепи TCR (76.5%), реаранжиров-
ки генов β-цепи TCR и генов κ-цепи IG обнаружены 
в 38.2% случаев, генов δ-цепи TCR – в 55.9%. У 89.3% 
пациентов с Т-клеточным вариантом ОЛЛ выявлены 
перестройки генов γ-цепи TCR. Перестройки генов 
δ-цепи выявлены в 64.3% случаев, генов β-цепи – 
в 60.7% случаев. Реже остальных при Т-ОЛЛ встре-
чались перестройки IGH – 28.6%. Перестройка генов 
легкой κ-цепи иммуноглобулина Vk/KDE найдена 
в одном случае Т-ОЛЛ. Наши данные по частоте кло-
нальных генных реаранжировок IG и TCR несколько 
отличаются от данных международных исследова-
ний, что мы связываем с небольшим размером вы-

борки. Олигоклональные реаранжировки (три и бо-
лее клональных пика) наблюдались как при B-ОЛЛ 
(IGH у 12% (4 из 34) пациентов, TCRD у 18% (6 из 34) 
пациентов), так и при Т-ОЛЛ (TCRD у 32% (9 из 28) 
пациентов).

У шести пациентов клональные реаранжировки 
исследовали в дебюте и рецидиве заболевания. Всего 
в дебюте заболевания выявлено 17 клональных ре-
аранжировок генов TCR и 5 клональных реаранжи-
ровок генов IG. В рецидиве заболевания выявлено 
шесть клональных реаранжировок генов TCR и три 
клональные реаранжировки генов IG, которые отли-
чались от выявленных в дебюте (табл. 6).

Таблица 4. Описание мультиплексных реакций и ПЦР-праймеров по протоколу BIOMED-2

Ген Набор 
праймеров

Прямые 
праймеры Обратные праймеры (меченые) Длина продуктов, 

п.н.

IGH

A VH1-7 (FR1) JHcons FAM 310–360
B VH1-7 (FR2) JHcons FAM 250–295
C VH1-7 (FR3) JHcons FAM 100–170
E DH1-6 JHcons TAMRA 110–290 и 390–420
D DH7 JHcons TAMRA 100–130

IGK 
A Vκ1/6-7 Jκ1-4, Jκ5 FAM 120–300
B Vκ1/6-7, INTR KDE-FAM 210–390

TCRD
D1 Dδ2,Vδ1-Vδ6 Jδ1FAM, Jδ2R6G, Jδ3TAMRA, Jδ4ROX 120–280
D2 Dδ2,Vδ1-Vδ6 Dδ3FAM 130–280

TCRG
GA Vγ1f, Vγ10 Jγ1/2FAM, Jp1/2 R6G 145–255
GB Vγ9, Vγ11 Jγ1/2FAM, Jp1/2 R6G 80–220

TCRB

A Vβ2-Vβ24 Jβ1.1, Jβ1.6HEX, Jβ2.2, Jβ2.6, Jβ2.7FAM 240–285
B Vβ2-Vβ24 Jβ2.1, Jβ2.3, Jβ2.4, Jβ2.5 FAM 240–285

C Dβ1, Dβ2 Jβ1.1, Jβ1.6HEX, Jβ2.1, Jβ2.7FAM 170–210 
285–325

Таблица 5. Частота (%) выявления клональных реаранжировок генов γ-, β- и δ-цепей TCR и генов тяжелой и лег-
кой цепей IG при B- и Т-вариантах ОЛЛ 

Реаранжировки В-ОЛЛ (n = 34) Т-ОЛЛ (n = 28)

TCRG VG–JG 76.5 (n = 26) 89.3 (n = 25)

TCRB

VB–JB (полные) 26.5 (n = 9) 50 (n = 14)
DB–JB (неполные) 23.5 (n = 8) 46.4 (n = 13)

Все TCRB 38.2 (n = 13) 60.7 (n = 17)

TCRD

VD–JD/DD2–JD 17.6 (n = 6) 53.6 (n = 15)
VD–DD3/DD2–DD3 47.1 (n = 16) 32.1 (n = 9)

Все TCRD 55.9 (n = 19) 64.3 (n = 18)

IGH

VH–JHFR1/FR2/FR3 (полные) 73.5 (n = 25) 7.1 (n = 2)
DH–JH (неполные) 26.5 (n = 9) 25 (n = 7)

Все IGH 82.4 (n = 28) 28.6 (n =8)

IGK

Vk–Jk 26.5 (n = 9) 0 (n = 0)
Vk–KDE/IntronRSS–KDE 26.5 (n = 9) 3.6 (n = 1)

Все IGK 38.2 (n = 13) 3.6 (n = 1)
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У двух пациентов с В-клеточным вариантом забо-
левания отмечена потеря одной из клональных реа-
ранжировок, выявленных в дебюте, при одновремен-
ном появлении новых реаранжировок (пациенты № 5 
на рис. 1 и № 6 в табл. 6). У одной пациентки с диа-
гнозом раннего Т-ОЛЛ клональные реаранжировки 
генов γ-, β- и δ-цепей TCR, выявленные в дебюте за-
болевания, полностью совпадали с клональными ре-
аранжировками в рецидиве (№ 1). У одного пациента 
с диагнозом Т-ОЛЛ, при полном сохранении клональ-
ных перестроек, выявленных в дебюте, отмечено по-
явление новых реаранжировок (№ 2). У одного па-
циента в рецидиве заболевания сохранились только 
две из семи реаранжировок, выявленных в дебюте 
(рис. 2, № 4). У одного пациента в дебюте В-ОЛЛ вы-
явлена только одна клональная реаранжировка генов 
δ-цепи ТCR, которая сохранилась в рецидиве, но по-
явились несколько новых, в том числе клональные 
реаранжировки генов IGН и генов легкой κ-цепи IG.

Нами показано, что у всех пациентов в рецидиве 
ОЛЛ сохранился хотя бы один клональный продукт 
из выявленных в дебюте (табл. 6). Это подтверж-
дает данные, согласно которым даже при развитии 
позднего рецидива ОЛЛ у детей (более чем через 5 
лет с момента констатации ремиссии) сохраняется 
хотя бы один исходный клональный продукт [27]. 
В нашей работе у пяти из шести (83%) пациентов от-
мечено несоответствие клональных реаранжировок 
в дебюте и рецидиве заболевания. Даже при столь 

Таблица 6. Клональные продукты, выявленные в дебюте и рецидиве у шести пациентов с диагнозом ОЛЛ 

Пациент /
диагноз

№ 1
T-ОЛЛ

№ 2
T-ОЛЛ

№ 3
B-ОЛЛ

№ 4
B-ОЛЛ

№ 5
B-ОЛЛ

№ 6
B-ОЛЛ

Д Р Д Р Д Р Д Р Д Р Д Р

TCRG-GA + + + + - - + - - + + +

TCRG-GB + + - - - - + - - + - +

TCRB-A + + - - - - + - - - - +

TCRB-B - - - - - - - - - - + +

TCRB-C - - - - - - - - - - - -

TCRD-D1 + + + + 1 + + + + + + - -

TCRD-D2 + + - - - + + - + - - -

IGH-A/ IGH-B/ IGH-C - - - - - + - - + + 1 + +

VK-A - - - - - + + - - - + -

VK-B - - - - - - + + - - - -

Примечание. «+» – моноклональная реаранжировка, «–» – поликлональная реаранжировка, «+1» – изначальная 
клональная реаранжировка выявляется с дополнительной, отличной от выявленной в дебюте заболевания, Д – 
дебют заболевания, Р – рецидив заболевания.

небольшой выборке мы наблюдали клональную эво-
люцию в рецидиве заболевания, что делает акту-
альным вопрос о первоначальном выборе мишени 
для количественного определения МОБ. Для мини-
мизации риска ложноположительных результатов 
принято использовать как минимум две независимые 
мишени с высокой стабильностью. Однако на прак-
тике не ко всем мишеням удается подобрать паци-
ент-специфичный праймер, который обладает нуж-
ной специфичностью и чувствительностью. Прежде 
всего, это касается незавершенных реаранжиро-
вок или  генных реаранжировок, где отсутствует 
D-сегмент, например TCRG (Vγ-Jγ). Нами обнару-
жена потеря пациент-специфичных мишеней, вы-
явленных у трех пациентов в дебюте заболевания. 
Для того чтобы зафиксировать минорные субкло-
ны в дебюте заболевания и оценить их поведение 
на фоне проводимой терапии, мы решили повысить 
первоначальную чувствительность метода. При по-
мощи праймеров, специфичных к семействам V и J, 
мы повторно исследовали первоначальный матери-
ал на предмет наличия клонов, возникших в реци-
диве. Использование таких праймеров увеличивает 
чувствительность определения опухолевых клеток 
с 10-1 до 10-2–10-3. Однако даже при такой чувстви-
тельности субклоны не были обнаружены в дебю-
те, что свидетельствует о малом размере субклонов 
и подтверждает данные других исследований. Так, 
в 77% (35 из 45) случаев детского В-ОЛЛ клоны с но-
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Пациент 5
Дебют 

Рецидив

поли

поли

поли

GA GA

GB GB

D1 D1

D2 D2

IGH-A IGH-A

IGH-B IGH-B

IGH-C IGH-C

Рис. 1. Данные фрагментного анализа продуктов амплификации генов TCRG, TCRD, IGH пациента № 5 в дебюте 
и рецидиве заболевания. В дебюте выявлено два клональных продукта длиной 142 и 207 п.н. (указаны стрелками) 
реаранжировки генов TCRD, клональный продукт 347 п.н. реаранжировки генов IGH. В рецидиве заболевания 
у данного пациента сохранились исходные клональные реаранжировки генов TCRD и тяжелой цепи IGH, при этом 
появились новые клональные реаранжировки генов γ-цепи TCR (TCRGA – 164 п.н., TCRGB – 151, 165 п.н.), тяже-
лой цепи IG (IGHA – 330 п.н., IGHB – 263 п.н., IGHC – 127 п.н.)

выми реаранжировками в рецидиве присутствовали 
лишь в минимальных количествах при дебюте забо-
левания [28]. Размер таких резистентных субклонов 
варьировал от 10-2 до 10-5 клеток, и чем меньше было 
количество клеток, тем больше времени проходило 
до рецидива [29].

В последние годы показано, что острые лимфо-
бластные лейкозы имеют сложный и генетически не-
однородный состав опухолевых клеток в пределах 
одного заболевания [30, 31]. В большинстве случаев 
ОЛЛ клональная эволюция обусловлена реактива-

цией одного из минорных субклонов, резистентного 
к проводимой терапии [14, 29, 32]. Клональное раз-
нообразие является механизмом опухолевой про-
грессии. Часть клональных клеток, вероятно, имеет 
отличные от остальных клеток свойства (генетиче-
ские мутации, скорость деления, иммунологическую 
зрелость), что придает им устойчивость к воздей-
ствию химиотерапии. Причины поздней реактивации 
первоначального опухолевого клона до сих пор неиз-
вестны. Возможно, происходит ослабление иммуно-
логического надзора и механизмов противоопухоле-
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Рис. 2. Данные фрагментного анализа продуктов амплификации генов TCRG, TCRD, IGK, TCRB пациента № 4 
в дебюте и рецидиве заболевания. В дебюте выявлено семь клональных продуктов (указаны стрелками). В реци-
диве у данного пациента сохранились только два клональных продукта из семи исходных – реаранжировка генов 
TCRD (в реакции D1 – 124 п.н.) и легкой κ-цепи IG (в реакции VK-B – 283 п.н.)

Пациент 4
Дебют Рецидив

поли

поли

поли

поли

GA GA

GB GB

D1 D1

D2 D2

VK-A VK-A

VK-B VK-B

TCRB-A TCRB-A НА
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вого иммунитета или появление новых генетических 
мутаций в опухолевых клетках с их последующей 
реактивацией. Применение количественных методов 
оценки МОБ является независимым фактором про-
гноза и критерием разделения пациентов на груп-
пы риска развития рецидива. В течение заболевания 
спектр клональных реаранжировок может изме-
няться. Такой процесс может происходить в тече-
ние раннего индукционного курса терапии, что дает 
ложноотрицательные результаты определения МОБ 
и препятствует стратификации больных на группы 
риска. Успешный контроль минимальной остаточной 
болезни можно обеспечить только при подборе паци-
ент-специфичных праймеров для каждой клональ-
ной мишени, выявленной в дебюте заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
У пяти из  шести (83%) пациентов отмечено несо-
ответствие клональных реаранжировок в  дебюте 
и рецидиве заболевания, что говорит о клональной 
нестабильности на  фоне проводимой полихимио-
терапии. Опухолевые клетки при ОЛЛ изначально 
имеют сложный генетически неоднородный состав, 

и в то время как одни клоны исчезают под воздей-
ствием полихимиотерапии, другие, не распознанные 
из-за недостаточной чувствительности метода, при-
обретают способность к пролиферации. Клональная 
эволюция служит одним из механизмов опухолевой 
прогрессии и является серьезной помехой для коли-
чественной оценки МОБ методом ПЦР. Нами показа-
но, что отсутствие амплификации с пациент-специ
фичными праймерами, подобранными к мишеням, 
секвенированным в дебюте заболевания, не может 
полностью гарантировать отсутствие остаточно-
го заболевания, так как мы показываем, что в ряде 
случаев при остром лейкозе опухолевые клоны не-
стабильны. Таким образом, в  сомнительных слу-
чаях при подозрении на рецидив и отсутствии ам-
плификации с пациент-специфичными праймерами 
необходимо повторное исследование клональности. 
Изучение механизмов клональной эволюции, способ-
ности полихимиотерапии влиять на процессы кло-
нальной эволюции, возможно, будет способствовать 
разработке новых прогностических факторов и тера-
певтических подходов. 
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ВВЕДЕНИЕ
Ревматоидный артрит (РА) – гетерогенное ауто-
иммунное заболевание, характеризующееся си-
стемным воспалением соединительной ткани. 
Морфологически при РА наблюдаются воспалитель-
ные явления в тканях суставной сумки, пролифера-
ция и гиперплазия клеток синовиальной оболочки, 
формирование паннуса, структурное разрушение 
хряща и субхондральной кости. РА характеризуется 
неуклонно прогрессирующим поражением суставов 
и внутренних органов, приводящим к ранней потере 
трудоспособности и сокращению продолжительно-
сти жизни. РА болеют около 70 млн жителей земного 
шара, чаще всего болезнь поражает людей старшего 
возраста. Причины, обуславливающие развитие ар-
трита, до сих пор четко не определены, возможно, 
вследствие их множественности [1–4].

Для изучения патогенеза РА и разработки лекар-
ственных средств, эффективных при данном забо-
левании, используют различные животные модели. 
При этом подавляющее большинство исследований 
по индукции и терапии РА выполняют на определен-
ных линиях мышей и крыс [1, 2, 5, 6]. Это обуслов-
лено, в первую очередь, хорошей генетической изу-
ченностью и гомогенностью данных линий животных 
и большим числом имеющихся иммунологических 

реагентов и тест-систем. Однако ни одна из моделей 
не отражает полностью всех аспектов развития РА 
человека [1, 5, 7], поэтому доклинические исследова-
ния потенциальных противоартритных препаратов 
необходимо проводить одновременно на разных жи-
вотных моделях. 

Генетическая гетерогенность людей и вероятная 
множественность механизмов индукции развития 
артрита делают актуальным использование в каче-
стве моделей РА лабораторных животных, прибли-
женных по своим физиологическим и иммунологиче-
ским свойствам к человеку. Считается, что морские 
свинки представляют более адекватную модель 
для изучения и разработки методов терапии различ-
ных воспалительных и инфекционных заболеваний 
человека, чем мыши и крысы [8–10].

Целью нашей работы было создание воспроизво-
димой модели адъювант-индуцированного артрита 
(АИА) у беспородных морских свинок.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные
Использовали самок беспородных морских сви-
нок массой 200–250 г (возраст 3–4 недели), полу-
ченных из питомника животных ГНЦ ВБ «Вектор». 
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РЕФЕРАТ Предложена модель ревматоидного артрита, индуцируемого у беспородных морских свинок одно-
кратной инъекцией полного адъюванта Фрейнда подкожно в стопу задней конечности. В этой модели 
гистологически выявляются характерные для ревматоидного артрита в острой фазе отложения фибрина 
на поверхности синовиальной оболочки, лейкоцитарная инфильтрация синовиальной оболочки и окружа-
ющих тканей, разрастания грануляционной ткани и появление участков ангиоматоза. Клеточная реакция 
выражается увеличением количества плазмоцитов и образованием фолликулоподобных лимфоидных 
инфильтратов, эрозивным поражением суставной поверхности хряща, нередко с его глубокой деструкцией 
на больших участках, и поражением эпифизов костей. Показана высокая воспроизводимость индукции 
артрита в данной модели. Сделано заключение о перспективности использования этой модели для оценки 
противоартритных препаратов и схем их применения. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА адъювант-индуцированный артрит, морская свинка, ревматоидный артрит.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АИА – адъювант-индуцированный артрит; РА – ревматоидный артрит; CFA – пол-
ный адъювант Фрейнда.
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Животных содержали при естественном световом 
режиме и постоянном доступе к воде и пище.

Индукция артрита адъювантом Фрейнда
Животным в  стопу задней левой лапы подкожно 
вводили раствор полного адъюванта Фрейнда (CFA) 
в  объеме 50, 100 или  200  мкл, формируя группы 
«50», «100» и «200» соответственно. Морским свин-
кам контрольной группы («К») вводили 200 мкл на-
трий-фосфатного буфера (PBS). В контрольной груп-
пе и группе «50» было по 9 морских свинок, в группе 
«100» – 14, в группе «200» – 10 животных.

Через 1 сут после инъекции CFA, а затем каждые 
3–4 сут измеряли ширину дистального района плюс-
ны обеих задних лап. По 2–3 особи групп «К», «50» 
и «200» выводили из эксперимента под эфирным нар-
козом согласно правилам использования животных 
с соблюдением принципов гуманности, изложенным 
в  Директивах Европейского сообщества (86/609/
ЕЕС) и  Хельсинкской декларации в сроки 16, 28, 
42 и 56 сут. Патологические изменения, вызванные 
введением CFA, оценивали путем гистологическо-
го исследования тканей обеих задних конечностей 
опытных и контрольных животных. Всех животных 
группы «100» вывели из эксперимента на 28 сут по-
сле инъекции CFA.

Гистологический анализ 
Задние конечности морских свинок фиксировали 
в 10% растворе нейтрального формалина для гисто-
логических исследований («БиоВитрум», Россия) 
в течение 48 ч. Затем образцы, содержащие кость, 
декальцинировали препаратом BioDec R (Bio Optica 
Milano, Италия) в течение 48–72 ч. После декальцина-
ции для приготовления гистологических препаратов 
задние стопы животных рассекали в сагиттальном 
направлении как описано в [2]. Дальнейшую обработ-
ку материала проводили по общепринятой для гисто-
логических препаратов методике: последовательно 
обезвоживали в спиртах возрастающей концентра-
ции, пропитывали в смеси ксилолпарафин и залива-
ли в парафиновые блоки. Парафиновые срезы тол-
щиной 4–5 мкм готовили с помощью автоматического 
ротационного микротома НМ-360 (Германия). Срезы 
окрашивали гематоксилином и эозином. Для диффе-
ренцированного окрашивания соединительной ткани 
применяли окраску по Ван Гизон. Светооптическое 
исследование и микрофотосъемку проводили на ми-
кроскопе AxioImager Z1 (Carl Zeiss, Германия), осна-
щенном цифровой камерой высокого разрешения HRc 
(Carl Zeiss, Германия) с использованием пакета про-
грамм AxioVision 4.8.2 (Carl Zeiss, Германия).

Для статистической обработки результатов ги-
стологического анализа образцов животных группы 

«100» применяли балльную оценку степени патоло-
гических проявлений заболевания в разных группах. 
Тяжесть заболевания оценивали по четырем при-
знакам: наличие воспалительной реакции в тканях 
суставной сумки, степень выраженности синовита 
(образование паннуса), эрозия хрящевой ткани и де-
струкция суставной поверхности кости. 

Воспалительную реакцию оценивали в  1 балл 
при инфильтрации единичными лимфоцитами и гра-
нулоцитами тканей, окружающих сустав; 2 бал-
ла – при выраженной инфильтрации, образовании 
небольших лимфоцитарно-гистиоцитарных узелков, 
умеренно выраженном отеке околосуставных тканей. 
При выраженной диффузной инфильтрации мягких 
тканей клетками макрофагального ряда, лимфоци-
тами, гранулоцитами и плазматическими клетками, 
образовании плотного инфильтрата, выраженном от-
еке степень воспалительной реакции считали равной 
3 баллам.

Степень развития синовита оценивали следующим 
образом: 1 балл – отмечаются признаки набухания 
синовиальной оболочки и пролиферация синовио-
цитов; 2 балла – в местах соприкосновения синови-
альной оболочки и хряща, образующего суставную 
поверхность, активно пролиферирующая грануля-
ционная ткань формирует паннус; 3 балла – паннус 
«наползает» на суставной хрящ и разрушает его.

Разрушение хряща оценивали по глубине повреж-
дения: 1 балл – эрозия поверхностного слоя (сустав-
ной поверхности) либо появление полей, лишенных 
клеток; 2 балла – повреждения распространяются 
на половину толщины хряща; 3 балла – деструкция 
захватывает весь хрящ.

Степень деструкции кости: 1 балл – появление не-
больших участков резорбции в эпифизарных участ-
ках костей, образующих сустав; 2 балла – локальные 
повреждения кортикального слоя в области эпифи-
за; 3 балла – обширное повреждение кортикального 
слоя, разрушение трабекул губчатого вещества, де-
формация кости.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клинические проявления артрита при инъекции 
CFA морским свинкам
Беспородным морским свинкам подкожно в стопу 
задней левой лапы вводили CFA в объеме 50, 100 
или 200 мкл. Измерения ширины дистального района 
плюсны обеих задних лап показали, что размер зад-
ней конечности, в которую вводили адъювант, уве-
личивается в результате развития воспалительной 
реакции (рис. 1). Реакция (отек и воспаление) на инъ-
екцию CFA проявлялась уже в первые сутки после 
инъекции, отек обработанной лапы активно увели-
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чивался в первые 2 недели, затем этот показатель 
практически выходил на плато. При этом в группе 
«200» отек был сильнее и охватывал почти всю лапу 
(рис. 2).

Гистологический анализ задних лап морских 
свинок с АИА, группа «200»
Патоморфологические проявления артрита были 
однотипными во  всех группах животных с  АИА. 
Наиболее интенсивные изменения выявлены в зад-
ней левой лапе (на стороне инъекции индуцирующе-
го препарата CFA) в группе «200», поэтому дальней-
шее описание в данном разделе касается именно этой 
группы. 

К  16 сут эксперимента на  фоне неизмененных 
поверхностных слоев кожи в сетчатом слое дермы, 
в подкожной жировой клетчатке и между волокнами 
мышечной ткани обнаруживали диффузную плот-
ную клеточную инфильтрацию. В составе инфиль-
трата преобладали гранулоциты (преимущественно 
нейтрофилы), макрофаги и небольшое количество 
плазматических клеток. В центральной части осо-
бенно крупных областей инфильтрации иногда обна-
руживали зоны некротического распада. В области 
суставов наблюдали выраженный отек, воспалитель-
но-клеточную инфильтрацию (рис. 3В), гемодина-
мические расстройства в виде резкого полнокровия 
сосудов мелкого и среднего калибра, стаза и тромбо-

за мелких сосудов венозного русла. Синовиальная 
оболочка была набухшей и резко утолщенной за счет 
пролиферации клеток. В краевой зоне синовиальной 
оболочки, в месте, где она прилежит к хрящу, наблю-
дали развитие грануляционной ткани и распростра-
нение ее на суставную поверхность хряща (рис. 3Г). 
Повреждения хряща ограничивались различной ве-
личины эрозиями, трещинами и образованием в хря-
ще бесклеточных зон (рис. 4В). Изменений субхон-
дральной костной ткани на этом сроке эксперимента 
не обнаружено (рис. 4Г).

К  28 сут нарастали явления отека и  воспали-
тельно-клеточной инфильтрации в мягких тканях, 
окружающих сустав (рис. 3Д). Поражения суставов 
прогрессировали. Воспалительный процесс преиму-
щественно затрагивал крупные суставы: голено-
стопный и таранно-ладьевидный. Мелкие суставы 
предплюсны и плюсны были повреждены в меньшей 
степени. Наблюдали резкое утолщение синовиальной 
оболочки, покрывающей ворсины, пролиферирую-
щие синовиальные клетки располагались в несколь-
ко слоев. В некоторых случаях синовиальные клетки 
слущивались в полость сустава (рис. 3Е). В подэпи-
телиальном слое пространство вокруг сосудов было 
расширено, наблюдался выраженный периваску-
лярный отек, отек и расслоение мышечной оболочки 
сосудов, отек и утолщение эндотелия, маргинация 
и адгезия нейтрофилов на эндотелиоцитах. По краям 
суставного хряща обнаруживали разрастание грану-
ляционной ткани, которая в виде паннуса «наполза-
ла» на хрящ (рис. 4Д). Хрящевая ткань повреждалась 
в разной степени, как правило, выявляли довольно 
обширные поля эрозии поверхностного слоя и участ-
ки деструкции, иногда распространявшиеся на всю 
толщину хряща. Обнаруживали истончение субхон-
дральной костной пластинки и появление доволь-
но обширных зон деструкции кортикального слоя 
(рис. 4Е).

Через 42 сут после введения CFA на стороне вве-
дения обнаруживали массивную инфильтрацию мяг-
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Рис. 1. Развитие воспалительной реакции в левой 
задней лапе морских свинок после инъекции полного 
адъюванта Фрейнда объемом 50 (группа «50»), 100 
(«100») или 200 («200») мкл. Приведено процентное 
соотношение ширины опытной левой лапы и необра-
ботанной правой. Данные представлены как среднее 
арифметическое в группе ± стандартное отклонение. 
К – контрольная группа животных, в левую лапу кото-
рых ввели 100 мкл PBS
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Рис. 2. Внешний вид задних конечностей морских сви-
нок контрольной группы (К) и групп «50» и «200» через 
37 сут после инъекции CFA. Л, П – левая и правая лапы
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Рис. 3. Динамика воспалительных проявлений в околосуставных тканях (левая колонка) и синовиальной оболочке 
(правая колонка) (см. пояснения в тексте). 
Окраска гематоксилином и эозином (снимок Е – препарат окрашен по Ван Гизон). На схемах (центральная 
колонка) основные элементы сустава и патологические проявления артрита обозначены цветом: костная ткань – 
желтым, хрящ – синим, суставная сумка (воспаление) – красным, синовиальная оболочка – голубым. Пурпур-
ным цветом выделен паннус, серым – повреждения костных трабекул губчатого вещества кости. Соответству-
ющие структуры указаны стрелками на микрофотографиях. Цвета стрелок соответствуют цветам на схеме. 
Белыми стрелками указаны эрозивные поражения поверхности суставного хряща, черными – гранулема под си-
новиальной оболочкой
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Рис. 4. Динамика поражения суставного хряща (левая колонка) и подлежащей кости (правая колонка) (см. по-
яснения в тексте). Окраска гематоксилином и эозином. На схемах (центральная колонка) цветовые обозначения 
те же, что и на рис. 3 
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ких тканей стопы с участками некроза в центральной 
части инфильтрата. По периферии очагов инфиль-
трации наблюдали ангиоматоз, полнокровие, боль-
шое количество фибробластов, что свидетельство-
вало о начале активного процесса репарации тканей 
суставной сумки (рис. 3Ж). Синовиальная оболочка 
была резко отечной, ее гипертрофированные вор-
сины глубоко вдавались в полость сустава. Под обо-
лочкой и в ворсинах наблюдали активный процесс 
новообразования сосудов и регенерации соедини-
тельной ткани (рис. 3З). Поражения хряща и кости 
были множественными и захватывали как крупные 
суставы, так и мелкие суставы плюсны. Степень де-
градации также была различной – от маргинальной 
деформации хряща (рис. 4Ж) до полной потери хря-
ща на значительной площади суставной поверхности 
и локального разрушения костных трабекул губчато-
го вещества кости (рис. 4З).

На  56 сут эксперимента наблюдали некоторое 
снижение активности воспалительного процесса 
и при этом усиление склероза тканей, окружающих 
воспалительный инфильтрат (рис. 3И). В некоторых 
случаях соединительная ткань прорастала в инфиль-
трат, образуя более мелкие клеточно-фиброзные гра-
нулемы, окруженные фиброзной капсулой. Несмотря 
на снижение воспалительной реакции в окружаю-
щих тканях, воспалительный процесс в синовиаль-
ной оболочке оставался активным. Проявления сино-
вита различной степени выраженности наблюдали 
у всех животных. Под синовиальной оболочкой, кро-
ме диффузной инфильтрации, нередко обнаружи-
вали небольшие грануломатозные узелки (рис. 3К). 
Наблюдали глубокую деструкцию суставного хряща 
(рис. 4И) и прорастание грануляционной ткани в губ-
чатое вещество кости (рис. 4К).

В  правых задних необработанных конечностях 
воспаление проявлялось в виде небольших очагов 
воспалительно-клеточной инфильтрации, в основном 
по ходу сосудов небольшого калибра. Тем не менее 
проявления синовита, хотя и в гораздо меньшей сте-
пени, чем на стороне инъекции CFA, обнаруживали 
через 42 и 56 сут после введения адъюванта. Кроме 
того, через 56 сут в этих конечностях выявляли эро-
зивные поражения суставного хряща. 

Гистологический анализ задних лап морских 
свинок с АИА, группа «50»
Патологические изменения в задних конечностях 
морских свинок группы «50» отличались от изме-
нений в группе «200» в основном степенью их про-
явлений. В  группе «50» воспалительные явления 
в околосуставной сумке и окружающих тканях до-
стигали максимума через 28 сут после инъекции 
CFA, в то время как в группе «200» активный воспа-

лительный процесс продолжался и на протяжении 
42 сут эксперимента. К 28 сут в обеих группах появ-
лялись первые признаки регенерации вокруг очага 
воспаления в виде пролиферации сосудов и разрас-
тания рыхлой неоформленной соединительной ткани. 
В суставе наблюдались глубокие эрозии хряща и де-
структивные поражения кортикального слоя кости, 
усиливающиеся в более поздние сроки. Однако сте-
пень проявления этих признаков была значительно 
меньше, чем в группе «200». Кроме того, патологи-
ческий процесс захватывал, как правило, один су-
став, в то время как в группе «200» поражались два 
или даже три сустава задней конечности.

Воспроизводимость АИА у морских свинок, группа 
«100»
У всех 14 морских свинок группы «100», которую 
мы  использовали для  оценки воспроизводимости 
АИА, на стороне инъекции CFA (левая задняя лапа) 
развивалось характерное для ревматоидного артрита 
поражение синовиальной оболочки и суставного хря-
ща. Кроме эрозии поверхности хряща, обнаруженной 
у всех животных этой группы, в половине случаев 
деструкция распространялась на половину толщи-
ны суставного хряща, а в двух случаях на отдельных 
участках хрящ был разрушен полностью, и наблю-
далось повреждение подлежащей кости. У четырех 
животных, несмотря на довольно выраженное вос-
паление в тканях суставной сумки и в синовиальной 
оболочке, суставной хрящ голеностопного сустава 

Рис. 5. Сравнительная характеристика степени пора-
жения параартикулярных и суставных тканей в задних 
конечностях морских свинок: на стороне инъекции 
CFA (левая) и в симметричной интактной конечности 
(правая). Приведены средние значения каждого по-
казателя для всей группы «100»
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Таблица Оценка патологических изменений в тканях задних конечностей морских свинок, вызванных введением 
100 мкл CFA (пояснения см. в тексте)

Животное, 
номер 

На стороне инъекции CFA (левая лапа) Интактная (правая лапа)

воспаление синовит эрозия 
хряща

деструкция 
кости воспаление синовит эрозия 

хряща
деструкция 

кости
1 3 2 2 0 0 0 0 0
2 2 1 1 0 1 0 0 0
3 2 2 3 0 0 0 0 0
4 3 1 2 1 0 0 0 0
5 2 2 1 0 1 1 0 0
6 2 2 2 0 1 0 0 0
7 3 2 2 0 0 1 0 0
8 2 2 1 0 1 0 0 0
9 1 2 1 0 0 0 0 0

10 2 1 1 0 0 0 0 0
11 2 2 2 1 1 1 1 0
12 1 1 1 0 1 1 3 0
13 2 2 1 0 1 1 0 0
14 1 2 1 0 0 0 0 0

не был поражен. В то же время у этих животных на-
блюдалась деструкция хряща других суставов.

В симметричных месту введения CFA конечностях 
воспаление практически отсутствовало. Выявляли 
лишь небольшие очаги воспалительно-клеточной 
инфильтрации по ходу сосудов небольшого кали-
бра. Тем не  менее у  половины животных отмече-
ны умеренно выраженные проявления синовита, 
а у двух – эрозивные поражения суставного хряща. 
Причем в одном случае на ограниченном участке де-
струкция хрящевой ткани распространялась на всю 
толщину суставного хряща, что, однако, не уклады-
вается в общую картину поражения в этой группе 
животных. Степень различных патологических про-
явлений у отдельных животных, оцененная по трех-
балльной шкале (см. раздел «Экспериментальная 
часть»), приведена в таблице, а средние суммарные 
значения для всей группы «100» приведены на рис. 5.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что РА – заболевание, для которого ха-
рактерны различия как в молекулярных механизмах 
возникновения, так и в чувствительности отдельных 
индивидов к разным терапевтическим препаратам. 
Поэтому при тестировании потенциальных противо-
артритных препаратов рекомендуется использовать 
разные лабораторные модели [1–3, 5, 6, 11]. В насто-
ящее время наиболее хорошо изучены модели инду-
цированного артрита, в которых используются неко-
торые линии мышей и крыс [1, 2, 5, 6]. Однако ни одна 
из этих моделей не отражает все особенности РА 

у человека [5], поэтому поиск дополнительных экс-
периментальных моделей РА остается актуальным. 

Мы оценили эффективность индукции артрита по-
сле инъекции CFA подкожно в стопу задней конечно-
сти беспородных морских свинок и воспроизводимое 
развитие у них АИА.

Показано, что в результате введения индуциру-
ющего артрит препарата CFA на стороне инъекции 
развивается гранулематозное воспаление мягких 
тканей стопы, распространяющееся на суставные 
сумки крупных и мелких суставов. Активная фаза 
воспаления в околосуставных тканях стихает к 42 
сут эксперимента. Через 28 сут появляются, а в даль-
нейшем усиливаются явления склероза, приводящие 
к инкапсуляции очага воспаления. В то же время па-
тологический процесс в самом суставе, приводящий 
к глубокой деструкции суставного хряща и подле-
жащей кости, не прекращается и на последнем сроке 
наблюдения (56 сут), что может свидетельствовать 
о переходе артрита в хроническую форму. Несмотря 
на довольно выраженное воспаление в околосустав-
ных тканях, патологические процессы развивают-
ся не во всех суставах задней конечности. При этом 
частота и степень поражения суставов явно зависят 
от введенной дозы. В группе «200», где индуцирую-
щая доза была самой высокой, отмечены наиболее 
тяжелые поражения суставов.

В  данной модели присутствуют характерные 
для РА в острой фазе отложения фибрина на по-
верхности синовиальной оболочки, лейкоцитарная 
инфильтрация синовиальной оболочки и окружаю-
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щих тканей, продуктивная реакция в виде разрас-
тания грануляционной ткани и появление участков 
ангиоматоза. Клеточная реакция, выражающаяся 
увеличением количества плазмоцитов и образовани-
ем фолликулоподобных лимфоидных инфильтратов, 
эрозивным поражением суставной поверхности хря-
ща, нередко с его глубокой деструкцией на больших 
участках, и поражением эпифизов костей, дополняет 
картину системного заболевания. 

Известно, что даже использование линейных мы-
шей или крыс обычно не приводит к индукции экс-
периментального артрита у всех исследуемых жи-
вотных [1, 2]. Это снижает информативность данных, 
полученных при доклинических испытаниях новых 
методов терапии РА. Поэтому поиск хорошо воспро-
изводимых моделей индуцированного артрита оста-
ется важным направлением исследований [2, 11, 12]. 
Мы количественно оценили воспроизводимость АИА 
у морских свинок в группе «100». Показано (табли-
ца), что введение CFA в дозе 100 мкл вызывало вы-
раженное поражение тканей суставов (на стороне 
введения препарата), что свидетельствует о хорошей 
воспроизводимости индукции артрита в использо-
ванной модели РА и ее перспективности для оцен-
ки противоартритных препаратов и схем их приме-
нения. Следует отметить, что через 28 сут в правой 
(необработанной) задней лапе всех морских свинок 
группы «100», за исключением животного № 12 (та-

блица), патологические изменения отсутствовали 
либо были существенно менее выражены, чем в ле-
вой (обработанной) лапе.

По-видимому, дистрофические процессы в подле-
жащей костной ткани животных группы «100» к это-
му времени (28 сут) не успевают развиться в полной 
мере, вследствие чего выраженность воспалительно-
го процесса, довольно заметная в суставных тканях, 
не всегда коррелирует с поражением субхондраль-
ной кости. Однако в модели, которая будет исполь-
зоваться для оценки эффективности перспективных 
препаратов, это скорее преимущество, чем недоста-
ток, так как далеко зашедший деструктивный про-
цесс в  суставе труднее поддается воздействию 
терапевтических препаратов и соответственно за-
трудняет оценку результатов лечения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложена лабораторная модель РА, основанная 
на подкожной инъекции CFA беспородным морским 
свинкам. Показана высокая эффективность и воспро-
изводимость АИА у этих животных. Разработанная 
модель расширит возможности доклинического те-
стирования противоартритных препаратов. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда  

(грант № 14-15-00050).
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ВВЕДЕНИЕ 
Свойства света как терапевтического агента исполь-
зуются человечеством более 3000 лет [1]. За точку 
отсчета современного подхода к  изучению явле-
ния фотосенсибилизации принято считать работу 
Оскара Рааба, опубликованную в 1900 г. [2]. Рааб 
установил, что  сочетание света и  определенных 
химических веществ индуцирует гибель живых 
клеток: в солнечный день краситель акридиновый 
оранжевый вызывал гибель инфузорий, а  в  пас-
мурный день – нет [2]. Именно с установления этого 
факта начинается современная фотодинамическая 
терапия (ФДТ). 

Фотодинамическая терапия в современном виде 
представляет собой трехкомпонентную систему, со-
стоящую из фотосенсибилизатора, света определен-
ной длины волны и молекулярного кислорода. Эти 
три ключевых компонента, нетоксичные каждый 
по отдельности, соединяясь вместе, продуцируют 
активные формы кислорода (АФК) и тем самым ин-
дуцируют кислородзависимую гибель клеток.

ФДТ – перспективный метод терапии злокаче-
ственных образований человека, поскольку позволя-
ет воздействовать на опухоль селективно и локально.

В силу того, что для фотодинамической терапии 
необходим внешний источник света, в клинической 
практике этот метод используется только в терапии 
опухолей кожи и сетчатки, а также эпителиальных 
поверхностей органов, доступных для  катетеров 
и эндоскопов. Так, в настоящее время применение 
ФДТ одобрено при карциномах головы и шеи [3], рака 
легкого [4], верхних отделов пищеварительного трак-
та [5], а также злокачественных новообразований [6]. 

Главная проблема фотодинамической терапии со-
пряжена с потерей оптической активности (интен-
сивности) возбуждающего света в результате реф-
ракции, отражения, поглощения и рассеяния квантов 
света в биологических тканях. Благодаря способно-
сти тканей поглощать и рассеивать свет проникаю-
щая способность видимого света в тканях составляет 
не более 10 мм. Кроме того, поглощение излучения 
определяется биологическими хромофорами ткани: 
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РЕФЕРАТ Изучена возможность возбуждения фототоксичного флавопротеида miniSOG (фотосенсибилиза-
тора) в раковых клетках в результате биолюминесценции, вызванной окислением субстрата фуримазина 
люциферазой NanoLuc, и оценена индуцированная фототоксичность in vitro. Показано, что в присутствии 
субстрата фуримазина люцифераза NanoLuc, введенная в составе генетической конструкции, содержащей 
miniSOG, в эукариотические клетки, вызывает возбуждение фототоксичного флавопротеида miniSOG. 
При этом miniSOG проявляет фотоиндуцированную цитотоксичность, и смертность клеток в стабильно 
трансфицированной линии составляет 48%.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биолюминесцентный резонансный перенос энергии, люцифераза NanoLuc, флавопроте-
ид miniSOG, фотодинамическая терапия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АФК – активные формы кислорода; ПЦР – полимеразная цепная реакция; ФДТ – 
фотодинамическая терапия; ФМН – флавинмононуклеотид; BRET – биолюминесцентный резонансный 
перенос энергии (bioluminescence resonance energy transfer). 
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в ультрафиолетовой области спектра целевыми хро-
мофорами являются почти все белки, от 400 до 600 нм 
поглощают оксигемоглобин, дезоксигемоглобин и ме-
ланин, от 1200 до 2000 нм – вода. Таким образом, 
«окно прозрачности» биологических тканей для ФДТ 
находится в диапазоне 650–1200 нм [7]. 

С началом процесса метастазирования становит-
ся трудным или невозможным доставить свет непо-
средственно ко всем очагам опухолевого роста. Если 
создать внутренние источники излучения, то свет 
можно доставить к любому участку тела на любую 
глубину, что могло бы значительно расширить об-
ласть применения фотодинамической терапии [8].

В современной молекулярной и клеточной био-
логии для изучения внутриклеточных процессов in 
vivo и in vitro, а также для биоимиджинга широко 
используется явление биолюминесцентного резо-
нансного переноса энергии, BRET (Bioluminescence 
resonance energy transfer) [9–11], в основе которого 
лежит Фёрстеровский резонансный перенос энергии 
между двумя хромофорами. При этом донором слу-
жит субстрат люциферазы, который при окислении 
в присутствии кислорода испускает фотоны в види-
мой области спектра, а акцептором – флуоресцент-
ный белок (рис. 1А). 

С помощью генно-терапевтических подходов ген, 
кодирующий люциферазу, можно селективно экс-
прессировать в раковых клетках с использовани-
ем опухолеспецифичных промоторов [12, 13] либо 
селективно доставлять его к опухолевым клеткам 
с применением таких носителей, как псевдотипи-
рованные вирусные конструкции [14], адресные по-
лиэтилениминные комплексы и т.д. [15]. Таким об-
разом, использование биолюминесценции в качестве 
внутриклеточного источника излучения для воз-
буждения фотосенсибилизатора в раковой клетке 
может стать решением проблемы доставки света 
вглубь тканей.

Возможность применения этого явления в терапии 
была впервые показана в 1994 г. [16]: фотосенсиби-
лизатор гиперицин, возбуждаемый биолюминесцен-
цией люциферина, приводил к инактивации вируса 
анемии лошадей in vitro.

Однако возможность использования BRET для фо-
тодинамической терапии рака показали только 
в 2003 г. [17]. Фотосенсибилизатор бенгальский крас-
ный, находясь в цитозоле в присутствии люцифери-
на, вызывал гибель 90% популяции фибробластов 
NIH 3T3 мыши, стабильно экспрессирующих ген лю-
циферазы. 

Рис. 1. Принцип работы системы «люцифераза–фуримазин–miniSOG». А – принцип биолюминесцентного ре-
зонансного переноса энергии. Б – схема конструкции, содержащей в одной рамке считывания ген люциферазы 
NanoLuc, пептидный линкер GGGGS (L) и цитотоксический модуль miniSOG под контролем CMV-промотора. 
В – нормированные спектры испускания фуримамида (NanoLuc
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Согласно [18], люминесцентная молекула люми-
нол также может использоваться в качестве вну-
триклеточного источника света для  возбуждения 
фотосенсибилизатора. Жизнеспособность клеток 
HeLa, подвергнутых обработке люминолом в присут-
ствии фотосенсибилизатора, составляла менее 10%. 
Проведение противоопухолевой терапии in vivo при-
вело к снижению роста опухоли у мышей опытной 
группы на 55% по сравнению с контрольной. При этом 
люминол и фотосенсибилизатор вводили непосред-
ственно в опухоль опытных животных.

В  2015  г. была показана возможность BRET-
опосредованной фотодинамической терапии глубин-
ных опухолей и метастазов на мышиной модели [19]. 
В этой работе в качестве внутриклеточного источ-
ника для фотодинамической терапии использовали 
квантовые точки, покрытые люциферазой. В при-
сутствии субстрата люциферазы квантовые точки 
возбуждали фотосенсибилизатор хлорин е6, приводя 
к регрессии первичного опухолевого очага и метаста-
зов в лимфоузлах. 

Отметим, что во всех рассмотренных работах ис-
пользованы химические фотосенсибилизаторы, ко-
торые вводили в организм интратуморально или си-
стемно.

Ранее в нашей лаборатории на основе фототок-
сичного флавопротеида miniSOG были получены 
адресные генетически кодируемые белковые фото-
сенсибилизаторы, обладающие высокой цитоток-
сической активностью in vitro в отношении HER2-
положительных клеток аденокарциномы молочной 
железы [20–23]. Возбуждение miniSOG происходит 
в синей области спектра (λmax 

= 448 нм) [24], что на-
кладывает ряд ограничений на использование дан-
ных фотосенсибилизаторов in vivo.

Для решения проблемы доставки синего света in 
vivo мы предлагаем систему, в которой фотосенси-
билизатор miniSOG возбуждается в ходе реакции 
окисления субстрата (фуримазина) люциферазой 
NanoLuc (Promega). Мы показали, что люцифера-
за NanoLuc, экспрессируемая в эукариотических 
клетках в составе единой генетической конструкции 
с miniSOG, в присутствии субстрата фуримазина вы-
зывает возбуждение фототоксичного флавопротеида 
miniSOG. При этом miniSOG проявляет фотоиндуци-
рованную цитотоксичность и вызывает гибель 48% 
трансфицированных клеток. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культуры эукариотических клеток
В работе использовали клетки аденокарциномы мо-
лочной железы человека SK-BR-3. Клетки растили 
в средах McCoy’s 5A (HyClone, Бельгия) или RPMI 

1640 без фенолового красного (Gibco, Германия), со-
держащих 10% эмбриональной сыворотки крупно-
го рогатого скота (HyClone, Бельгия) и антибиотики 
(пенициллин 50 ед/мл, стрептомицин 50 мкг/мл, 
«ПанЭко», Россия), при 37°C в атмосфере 5% CO

2
 

и  повышенной влажности. При  культивировании 
клеток, экспрессирующих miniSOG, в качестве ис-
точника кофактора ФМН в среду добавляли рибоф-
лавин («Фармстандарт-УфаВита», Россия) до конеч-
ной концентрации 150 мкМ.

Получение конструкции NanoLuc–miniSOG
Кодирующую последовательность гена фотоактиви-
руемого цитотоксичного белка miniSOG клонирова-
ли в плазмиду pNL1.1.CMV (Promega), содержащую 
ген люциферазы NanoLuc под  контролем CMV-
промотора, используя стандартные методы генной 
инженерии. Кодирующую последовательность гена 
miniSOG амплифицировали с  плазмиды pDARP-
miniSOG [22] с использованием специфических прай-
меров oGP13 (5′-GCGGGTGGCGGAGGGAGCAT
GGAAAAGAGCTTTGTGATTACC-3′, подчеркнута 
линкерная последовательность) и oGP14 (5′-GGTCT
AGAATTAGCCATCCAGCTGC-3′, подчеркнут сайт 
эндонуклеазы XbaI). Кодирующую область гена 
люциферазы NanoLuc амплифицировали с  ис-
пользованием специфических праймеров oGP11 
(5 ′-CAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGG-3 ′, под-
черкнут сайт эндонуклеазы AvaI) и  oGP12 
( 5 ′ - C C A T G C T C C C T C C G C C A C C C G C C A G A
ATGCGTTCGCACAG-3′, подчеркнута линкерная 
последовательность). Подчеркнутая в  структуре 
праймеров последовательность кодирует пептид-
ный линкер GGGGS, предусмотренный для того, 
чтобы два функциональных домена (люцифераза 
NanoLuc и фототоксин miniSOG), входящие в состав 
гибридного белка, не испытывали стерических за-
труднений в пространстве и сохраняли свои функ-
циональные свойства. ПЦР-продукты, кодирующие 
NanoLuc и miniSOG, объединяли в эквимолярном со-
отношении, нагревали до 90°С и медленно понижали 
температуру до 24°С с тем, чтобы комплементарные 
участки линкерной последовательности могли взаи-
модействовать друг с другом. После этого проводили 
ПЦР с использованием праймеров oGP11 и oGP14 
для получения полноразмерной гибридной конструк-
ции NanoLuc–miniSOG. Полученный фрагмент об-
рабатывали эндонуклеазами рестрикции AvaI и XbaI 
и клонировали в вектор pNL1.1.CMV, расщепленный 
этими же рестриктазами. В результате была полу-
чена плазмида pNanoLuc-miniSOG, содержащая 
в одной рамке считывания кодирующие последова-
тельности генов NanoLuc и miniSOG, соединенные 
линкерным участком, под контролем конститутивно-
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го промотора CMV. Правильность конструкции под-
тверждали секвенированием. Схема генетической 
конструкции представлена на рис. 1Б.

Получение плазмиды pNanoLuc-miniSOG-puro
Для получения клеточных линий, стабильно экспрес-
сирующих гибридный ген NanoLuc-mSOG, в плаз-
миду NanoLuc-miniSOG был введен ген устойчиво-
сти к пуромицину. Этот ген, включая промотор NP 
гена p53 человека и сигнал полиаденилирования, ам-
плифицировали с плазмиды pLCMV-puro (любезно 
предоставлена П.М. Чумаковым) с использованием 
специфических праймеров 5′-AAGGAAAAAAGC
GGCCGCTGTGAAGGAAGCCAACCA-3′ (подчер-
кнут сайт эндонуклеазы NotI) и 5′-AAAACTGCA
GTTCCGGCTCGTATGTTGTGT-3 ′ (подчеркнут 
сайт эндонуклеазы PstI). Полученный фрагмент об-
рабатывали эндонуклеазами рестрикции PstI и NotI 
и лигировали с плазмидой pNanoLuc-mSOG, пред-
варительно обработанной этими же рестриктазами. 

Трансфекция клеток SK-BR-3
Для проведения трансфекций использовали плаз-
мидную ДНК, выделенную из бактериальных клеток 
с помощью набора PureLinkTM (Invitrogen), согласно 
инструкции производителя. Трансфекцию прово-
дили с помощью реагента FuGENE® HD (Promega) 
согласно рекомендациям производителя (http://
www.promega.com/techserv/tools/FugeneHdTool/). 
За 1 сут до трансфекции клетки рассевали с плотно-
стью 105 клеток/мл в полной ростовой среде без ан-
тибиотиков. Использовали FuGENE® HD и ДНК в со-
отношении 3 : 1, при этом концентрация плазмидной 
ДНК при  образовании комплексов составляла 
0.02 мкг/мкл. Объем добавляемой к клеткам среды, 
содержащей комплексы FuGENE® HD и ДНК, состав-
лял 1/20 общего объема ростовой среды. Комплексы 
готовили в среде, не содержащей сыворотку и анти-
биотики, культивировали при  комнатной темпе-
ратуре в течение 5–10 мин и добавляли к клеткам. 
При работе с плазмидами, содержащими miniSOG, 
через 6 ч после трансфекции к клеткам добавляли 
рибофлавин (кофактор ФМН). Оптимальные условия 
трансфекции определяли в предварительных опы-
тах, оценивая флуоресценцию miniSOG через 24–
48 ч после трансфекции с помощью флуоресцентного 
микроскопа. 

Отбор трансфицированных клеток
Клетки, экспрессирующие NanoLuc-miniSOG, от-
бирали спустя 48 ч после трансфекции с помощью 
сортера BD FacsVantage (BD, США). Для отбора вы-
деляли область ярко светящихся клеток на диаграм-
ме FL1-FL2 так, чтобы она не захватывала клетки, 

флуоресцирующие из-за присутствия в среде ФМН 
(фоновая флуоресценция ФМН). Отобранные клет-
ки рассевали с плотностью 105 клеток/мл на лунки 
96-луночного планшета в 100 мкл полной ростовой 
среде, содержащей пенициллин (50 ед/мл), стреп-
томицин (50 мкг/мл), канамицин (100 мкг/мл) и ген-
тамицин (10 мкг/мл) (все антибиотики производства 
фирмы «ПанЭко», Россия).

Получение стабильных клеточных линий
Концентрация пуромицина (Sigma, США), вы-
зывающая гибель 100% клеток в течение 14 дней, 
– 0.25 мкг/мл для клеток SK-BR-3, была подобрана 
в предварительных опытах. Через 48 ч после транс-
фекции плазмидой pNanoLuc-miniSOG-puro среду 
в планшетах с культивируемыми клетками заменя-
ли свежей, добавляя ФМН и пуромицин. Клоны ста-
бильно трансфицированных клеток сформировались 
к 14–15 дню, после чего клетки пассировали в при-
сутствии пуромицина в течение 3 мес.

Детекция люминесценции люциферазы NanoLuc
Люминесценцию люциферазы NanoLuc и гибрид-
ного белка NanoLuc-miniSOG оценивали спустя 
48–72 ч после проведения трансфекции на приборе 
Infinite M1000 Pro (Tecan, Швейцария). Измерения 
проводили на живых клетках в полной среде RPMI, 
не содержащей фенолового красного, в 96-луноч-
ных планшетах с черными стенками (для каждой 
точки выполняли по три повтора). Cубстрат люци-
феразы фуримазин (Promega) в концентрации 30, 43 
и 75 мкМ добавляли в режиме инъекции на приборе 
Infinite M1000 Pro (Tecan, Швейцария). Задержка 
после инъекции до  момента анализа составля-
ла 10 с. Для каждой опытной точки снимали спек-
тры люминесценции в диапазоне длин волн от 400 
до 600 нм с шагом 4 нм и временем детекции 100 мс. 
Полученные данные обрабатывали с помощью про-
граммы OpenOffice, версия 4.1.2. Для построения 
графиков спектров применяли математическую об-
работку данных (сглаживание кубическими сплай-
нами). 

Оценка цитотоксического действия NanoLuc-
miniSOG in vitro
Цитотоксичность NanoLuc-miniSOG в присутствии 
фуримазина определяли с  помощью МТТ-теста 
[25]. Клетки SK-BR-3, стабильно экспрессирующие 
ген NanoLuc-miniSOG, в количестве 105 клеток/мл 
среды рассевали в 96-луночный планшет в объе-
ме 200 мкл суспензии на лунку и культивировали 
в течение ночи. Затем к клеткам добавляли фури-
мазин и инкубировали в течение 48 ч. Среду удаля-
ли, в лунки вносили по 100 мкл раствора бромида 
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3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия 
(МТТ, «ПанЭко») (0.5 мг/мл), приготовленного на сре-
де McCoy’s 5A, и инкубировали в течение 1 ч при 37°С 
в атмосфере с 5% CO

2
. После этого раствор МТТ уда-

ляли, к содержимому лунок добавляли по 100 мкл 
ДMСO, планшет встряхивали на шейкере до полно-
го растворения кристаллов формазана. Оптическое 
поглощение содержимого каждой лунки измеряли 
на планшетном спектрофотометре Infinite M1000 
(Tecan, Швейцария) на двух длинах волн: 570 (рабо-
чая) и 650 нм (сравнение). Эксперименты выполняли 
в трех повторах. Выживание клеток после инкубации 
с фуримазином оценивали по количеству формазана, 
образовавшегося в результате восстановления клет-
ками раствора МТТ и растворенного в диметилсуль-
фоксиде (количество формазана пропорционально 
числу живых клеток). Данные обрабатывали с помо-
щью программы OpenOffice, версия 4.1.2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для  эффективного прямого переноса энергии 
от  окисленной формы субстрата к  акцептору 
(Фёрстеровский резонансный перенос энергии) тре-
буется выполнение ряда условий. Во-первых, спектр 
испускания донора должен максимально совпадать 
со спектром возбуждения акцептора. Во-вторых, до-
нор и акцептор должны находиться друг от друга 
на расстоянии, не превышающем 10 нм [26].

Проведя анализ опубликованных данных, мы об-
наружили, что  в  результате реакции окисления 
фуримазина люциферазой NanoLuc глубоководной 
креветки Oplophorus gracilirostris происходит выде-
ление света в видимой области спектра с максимумом 
испускания при 460 нм [27]. Максимум поглощения 
фототоксичного флавопротеида miniSOG составляет 
448 нм [24]. Таким образом, окисленная форма фури-
мазина (фуримамид) и miniSOG представляют собой 
хорошую пару донор–акцептор для  биолюминес-
центного резонансного переноса энергии. Наложение 
спектров испускания фуримамида и возбуждения 
miniSOG представлено на рис. 1В.

Чтобы сблизить в пространстве донор и акцептор, 
мы получили конструкцию, в которой в одной рамке 
считывания под контролем конститутивного CMV-
промотора находились гены люциферазы NanoLuc 
и фототоксина miniSOG, соединенные коротким лин-
кером из 15 нуклеотидов (рис. 1Б). 

Эффективность работы данной системы in vitro 
оценили, используя трансфекцию клеток линии SK-
BR-3 полученной конструкцией. Анализ спектров ис-
пускания трансфицированных клеток в присутствии 
фуримазина показал наличие пика при 460 нм, со-
ответствующего максимуму испускания окисленной 
формы фуримазина (рис. 2). 

Известно, что  кофактором всех фототропинов 
(и флавопротеида miniSOG в  том числе) являет-
ся ФМН. Фототоксичность miniSOG прямо зависит 
от его насыщенности кофактором: под  действием 
кванта синего света ФМН переходит в возбужденное 
состояние, и вся энергия возбужденного состояния 
ФМН идет на генерацию активных форм кислорода 
[24]. Поэтому к клеткам, трансфицированным плаз-
мидой рNanoLuc-miniSOG, добавляли рибофлавин 
в концентрации 150 мкМ, который, проникая через 
клеточную мембрану, превращается в ФМН в ре-
зультате фосфорилирования рибофлавин-киназой. 
Добавление рибофлавина к клеткам, трансфициро-
ванным pNanoLuc-miniSOG, в присутствии фурима-
зина приводило к уменьшению интенсивности пика 
при 460 нм и к появлению пика при 500 нм (максимум 
испускания miniSOG), что свидетельствует о пере-
носе энергии от фуримамида к miniSOG. Отметим, 
что добавление ФМН к клеткам, трансфицирован-
ным плазмидой с геном люциферазы NanoLuc (без 
miniSOG), не приводит к появлению пика при 500 нм 
(рис. 2). 

Для  оценки цитотоксического эффекта, вызы-
ваемого системой NanoLuc–фуримазин–miniSOG, 
клетки SK-BR-3, трансфицированные плазмидой 
pNanoLuc-miniSOG, через 48 ч после трансфек-
ции отбирали с помощью сортера BD FacsVantage 
(BD). Отобранные клетки высевали на 96-луночный 
планшет для  оценки цитотоксичности конструк-
ции NanoLuc-miniSOG в присутствии фуримазина. 
Однако клетки, пропущенные через сортер и, таким 
образом, подвергнутые облучению лазером с длиной 

Рис. 2. Спектры испускания биолюминесцентных 
систем NanoLuc–фуримазин (на графике обозначена 
NanoLuc) и NanoLuc–фуримазин–miniSOG (обозначена 
NanoLuc-miniSOG) в зависимости от кофактора ФМН
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волны 473 нм, оказались нежизнеспособными. Мы по-
лагаем, что короткого времени экспозиции синим 
светом (пролет клетки через луч лазера) было доста-
точно для возбуждения miniSOG и проявлению его 
фотоиндуцируемой цитотоксичности.

Чтобы обойти эту проблему, мы получили клеточ-
ную линию SK-BR-3, стабильно экспрессирующую 
конструкцию NanoLuc–miniSOG. Отбор трансфек-
тантов проводили в присутствии антибиотика пуро-
мицина как описано в разделе «Экспериментальная 
часть».

Анализ спектров испускания клеток, содержащих 
гибридный белок NanoLuc-miniSOG, в присутствии 
различных концентраций фуримазина выявил пик 
при 460 нм, интенсивность которого коррелирует 
с концентрацией субстрата (рис. 3А). Добавление 
ФМН к клеткам приводит к появлению пика при 500 
нм, характерного для  максимума испускания 
miniSOG (рис. 3А).

Для изучения цитотоксического действия систе-
мы «люцифераза NanoLuc–фуримазин–фототоксин 
miniSOG» клетки SK-BR-3, стабильно экспрессиру-
ющие гибридную конструкцию NanoLuc–miniSOG, 
рассевали в 96-луночный планшет и растили в при-
сутствии ФМН в течение 24 ч. После этого к клеткам 
добавляли различные концентрации фуримазина 
и инкубировали при 37°C в атмосфере СО2

 в течение 
48 ч. Цитотоксический эффект при максимальной 
концентрации фуримазина составил 48% (рис. 3Б).

Известно, что  miniSOG в  митохондриальной 
или примембранной локализации вызывает гибель 
почти 100% клеток HelaKyoto при облучении синим 
светом (55 мВт/см2) [28]. Кроме того, ненасыщен-
ные жирные кислоты, содержащиеся в  большом 
количестве в плазматической мембране, являются 
главной мишенью активных форм кислорода [29]. 
Дополнительным фактором, вносящим вклад в фо-
тоиндуцированное повреждение липидов, является 
молекулярный кислород, хорошо растворимый в ли-
пидах. Таким образом, в липидном окружении фото-
сенсибилизатор имеет больше шансов встретиться 
с молекулярным кислородом и выработать АФК, чем 
в водном. 

Принимая во  внимание данные работ [28, 29], 
мы  полагаем, что  цитотоксический эффект, вы-
явленный нами в  ходе работы, вероятно, мож-
но усилить, используя гибридные конструкции 
NanoLuc–miniSOG с сигналами различной внутри-
клеточной локализации (митохондриальной, при-
мембранной, лизосомной). Системы, основанные 
на BRET-опосредованной активации фотосенсиби-
лизатора, позволят существенно расширить возмож-
ности применения ФДТ, преодолев проблему «окна 
прозрачности» биологических тканей.

Нами доказана возможность возбуждения цито-
токсичного флавопротеида miniSOG светом, испу-
скаемым окисленной формой субстрата люцифера-
зы, показана возможность использования данной 
системы для фотоиндуцированной гибели клеток. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе впервые показана возможность 
использования биолюминесцентного резонансно-
го переноса энергии для возбуждения генетически 
кодируемого фотосенсибилизатора. Испускаемый 
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Рис. 3. Функциональная характеристика биолюми-
несцентной системы NanoLuc–фуримазин–miniSOG. 
А – изменение профиля спектров испускания гибрид-
ного белка NanoLuc-miniSOG в зависимости от концен-
трации фуримазина и наличия ФМН. Б – зависимость 
цитотоксического действия гибридного белка NanoLuc-
miniSOG от концентрации фуримазина 
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окисленной формой люциферазного субстрата свет 
переводит фототоксичный белок miniSOG, входя-
щий в состав гибрида с люциферазой, в возбужден-
ное состояние, необходимое для генерации актив-
ных форм кислорода и индукции клеточной гибели. 
Использование биолюминесценции в качестве вну-
триклеточного источника излучения для возбужде-

ния фотосенсибилизатора в раковой клетке может 
стать решением проблемы доставки света вглубь 
тканей и расширить возможности фотодинамической 
терапии опухолей глубинных тканей и метастазов. 

Работа поддержана Российским научным фондом 
(грант № 16-14-10321).
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•• Название статьи. Шрифт – полужирный. Заглавие 
не должно быть слишком длинным или коротким и мало-
информативным. Оно должно отражать главный резуль-
тат, суть и новизну работы. Название не должно превы-
шать 100 знаков.
•• Инициалы и фамилии авторов (в обзорах не более 5 ав-
торов).

•• Указывается электронный адрес автора, ответственно-
го за переписку с редакцией, включая работу с коррек-
турой. Автор, ответственный за переписку, выделяется 
значком *. 
•• Приводится полное название научной организации и ее 
ведомственная принадлежность. Если научных учрежде-
ний два и более, необходимо цифровыми надстрочными 
индексами связать название учреждения и фамилии ав-
торов, в нем работающих. 

•• 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 
изобретений, год выдачи патента.

Для  связи с  редакцией следует использовать сле-
дующие электронные адреса: vera.knorre@gmail.com, 
actanaturae@gmail.com, телефон: (495) 727-38-60.



На электронную версию журнала можно 
подписаться через Научную электронную 
библиотеку: elibrary.ru






