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Письмо редакторов

Дорогие читатели журнала!
Вы смотрите последний выпуск 2014 
года. С чем мы входим в Новый год? 

Мы даем нашим авторам неоспоримые пре-
имущества: бесплатно переводим и публику-
ем в открытом доступе полноразмерные ста-
тьи с цветными иллюстрациями. Серьезное 
реферирование (как минимум, две рецензии 
профильных специалистов), индексирова-
ние в PubMed, Scopus, Web of Science, РИНЦ 
привели к хорошим результатам. Мы уже пи-
сали о достижении значения импакт-фактора 
0.872. Работа журнала была отмечена в этом 
году премией thomson reuters Awards MIPt 
for Increase in Scientific Productivity. Мы по-
лучили приз в номинации «Восходящая звез-
да» (rising star). Безусловно, это обязывает. 
Мы не проводим работу по искусственно-
му повышению импакт-фактора журнала. 
Наше единственное оружие – это повыше-
ние уровня рецензирования и отбор статей. 
Как отмечалось, нам пришлось ввести пред-
варительное рецензирование на уровне ред-
коллегии до стадии посылки материала двум 
специалистам. Это дает результаты. В этом 
году мы также решили стать еще ближе 
к научной общественности, особенно к моло-
дежной аудитории. Мы решили присуждать 
дипломы молодым ученым – победителям 
конкурсов на лучший постер, проводимых 
в рамках серьезных отечественных конфе-
ренций по профилю журнала. Так, победите-

ли конкурса на IV Международной научно-
практической конференции «Постгеномные 
методы анализа в биологии, лабораторной 
и клинической медицине», проходившей 29 
октября – 1 ноября 2014 года в Казани, уже 
получили свои дипломы. Пользуясь случа-
ем, хотим поблагодарить организаторов это-
го конкурса Марину Викторовну Третьяк 
и Вадима Марковича Говоруна за большую 
проделанную работу. Победители конкурса 
получили приглашения представить свои ра-
боты в форме кратких сообщений, которые, 
естественно, пройдут раунд рецензирова-
ния. География мест, где работают победи-
тели, разнообразна. Это – Москва, Нижний 
Новгород, Казань, Новосибирск. Давайте по-
желаем молодым исследователям успехов 
и ждем их статей! 

По традиции номер открывается пригла-
шенным обзором, посвященным механиз-
му работы ионных каналов (Гризель с со-
авт.), и продолжается экспериментальной 
статьей на эту тематику (Вигонт с соавт.). 
Эта тематика перекликается с экспери-
ментальными работами номера (Ефимова 
с соавт., Челомбитько с соавт. и Гайдуков 
с соавт.). Мы продолжаем интересоваться 
вопросами врожденного иммунитета, при-
чем с учетом возможной фармацевтической 
направленности (Багаев с соавт. и Шамова 
с соавт.). В этом номере две статьи также 
фармакологической направленности по-
священы флуоресцентной визуализации 
(Гребеник с соавт., Терехов с соавт.). В но-
мере опубликована весьма интересная син-
тетическая работа из Новосибирска, посвя-
щенная фосфорилгуанидинам (Купрюшкин 
с соавт.). Новое семейство актинопори-
нов представлено в работе Лейченко с со-
авт. Традиционно сильно представлены 
ЯМР-исследования и расчетные работы 
(Люкманова с соавт.).

В заключение разрешите всех поздравить 
с Новым годом и пожелать новых научных 
достижений! 

Редколлегия
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АНОНСЫ

Регуляция экспрессии целевого белка (трансгена) в составе ДНК 
аденовирусного вектора с помощью агонистов Toll-подобных 
рецепторов 1 2 3

DIC Merged
Red-CD11c
Blue-DAPI

Merged
Red-CD11c
Blue-DAPI
Green-GFP

10 мкм 10 мкм 10 мкм

10 мкм10 мкм10 мкм

А. В. Багаев, А. В. Пичугин, Е. С. Лебедева, А.А. Лысенко, М. М. Шмаров, 
Д. Ю. Логунов, Б. С. Народицкий, Р. И. Атауллаханов, Р. М. Хаитов, А. Л. Гинцбург

В работе показано, что агонисты toll-подобных рецепторов (tLr), в частности tLr2, 
4, 5, 7, 8 и 9, усиливают продукцию целевого белка в клетках, трансдуцированных 
рекомбинантным аденовирусным вектором (rAd), кодирующим этот целевой белок. 
Усиление реализуется в дендритных клетках и макрофагах, экспрессирующих 
цитоплазматический, мембранный или секреторный целевые белки. Агонист tLr3 
подавляет продукцию целевых белков, закодированных в rAd. Обсуждается роль 
сигнальных путей MyD88 → nF-kB и trIF → IrF соответственно в активации и по-
давлении продукции белка, кодируемого трансгеном в составе rAd.

Конфокальная микро-
скопия дендритных 
клеток, трансдуциро-
ванных rAd-GFP 

Исследование каналообразующей активности полиеновых 
антибиотиков в липидных бислоях с использованием дипольных 
модификаторов 

АМВ-канал

Дипольный 
модификатор

Неупорядоченная липидная фаза

Гель-
фаза С. С. Ефимова, Л. В. Щагина, О. С. Остроумова

Работа посвящена определению роли различных мембранных ком-
понентов в процессах формирования и функционирования ионных 
каналов, образуемых противогрибковыми макролидными поли-
еновыми антибиотиками в модельных мембранах. В качестве ин-
струментов исследования применены дипольные модификаторы 
мембран. Обсуждается участие дипольного потенциала мембраны, 
полиен-стериновых и полиен-липидных взаимодействий, а также 
физико-химических свойств упорядоченных мембранных доменов 
в каналообразующей активности полиеновых макролидов. 

Схема микроокружения АМВ-каналов 
в мембранах с различной концентрацией 
полиенового антимикотика, соответству-
ющей функционированию одиночных 
каналов и интегральному мультиканаль-
ному току 

Цитофлуориметрическое изучение мембранных рафтов 
на субпопуляциях моноцитов человека при атеросклерозе

10 мкм

Клетки, экспрессирующие маркер липидных рафтов GM1

Клетки, экспрессирующие маркер липидных рафтов GM1 и CD14

Клетка, не экспрессирующая ни один из маркеров

10 мкм

М. А. Челомбитько, В. С. Шишкина, О. П. Ильинская, А. И. Каминный, 
Т. О. Павлунина, Н. Н. Самовилова, Е. В. Грачева, Э. М. Тарарак, 
Н. В. Проказова
С целью выяснения возможного механизма преактивации циркулирующих 
в крови моноцитов с помощью метода проточной цитофлуориметрии про-
ведено сравнительное изучение мембранных рафтов различных субпопуля-
ций моноцитов в крови больных атеросклерозом в сравнении со здоровыми 
донорами. Сделано предположение, что при атеросклерозе моноциты пери-
ферической крови накапливают ганглиозиды, которые используются ими 
после миграции в интиму артерий для формирования мембранных рафтов 
при их дифференцировке в макрофаги.

Иммуноцитохимическое окра-
шивание культивируемых моно-
цитов/макрофагов здорового 
субъекта
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ФОРУМ

УДК 342.9

Реформирование действующего 
порядка законодательного 
регулирования ввоза и вывоза 
материалов для научных исследований

А. Е. Воинов, И. Б. Хлебников, Ш. А. Джабраилов*
Автономная некоммерческая образовательная организация высшего профессионального 
образования «Сколковский институт науки и технологий»
*E-mail: s.jabrailov@skoltech.ru

Действующий порядок ввоза и вывоза материалов для научных исследований не позволяет обе-
спечить их оперативную поставку, что приводит к снижению результативности научно-исследо-
вательских работ, проводимых российскими научными и образовательными организациями. 
Предлагается на законодательном уровне установить упрощенную процедуру ввоза и вывоза 
материалов для научных исследований путем введения единого разрешительного документа, 
требуемого для ввоза в Российскую Федерацию и вывоза из Российской Федерации материа-
лов для научных исследований.

В условиях перехода к ин-
новационной модели раз-
вития в России проводятся 

реформы, нацеленные на стиму-
лирование научно-исследователь-
ской деятельности, повышение 
результативности научно-иссле-
довательских проектов. Как из-
вестно, наряду с другими факто-
рами, возможность оперативной 
поставки материалов и оборудо-
вания, необходимых для орга-
низации и проведения научных 
исследований, является одним 
из основополагающих факторов, 
обуславливающих успешность 
и результативность исследова-
тельских работ. В последние годы 
все чаще можно услышать мне-
ние ведущих российских ученых 
и экспертов о том, что действую-
щий порядок ввоза (вывоза) мате-
риалов для научных исследований 
не позволяет обеспечить их опе-
ративную поставку, что приводит 
к снижению эффективности науч-
но-исследовательских работ, про-
водимых российскими научными 

и образовательными организа-
циями, ограничивает возможно-
сти участия российских ученых 
в международных научно-иссле-
довательских проектах. В част-
ности, среди основных проблем 
выделяется наличие избыточного 
правового регулирования (множе-
ственность правовых норм по од-
ним и тем же вопросам) вопросов 
ввоза (вывоза) биологических ма-
териалов, в том числе биологиче-
ских материалов человека, реак-
тивов и лабораторных животных 
(далее – материалы для научных 
исследований), что вызывает не-
обходимость прохождения боль-
шого количества согласователь-
ных процедур с целью получения 
разрешительных документов, не-
обходимых для ввоза (вывоза) ма-
териалов (лицензий, ветеринар-
ных сертификатов и т.д.).

На данном этапе рабочая груп-
па Сколковского института нау-
ки и технологий (далее – рабочая 
группа) разработала рекоменда-
ции по совершенствованию теку-

щего порядка ввоза (вывоза) мате-
риалов для научных исследований 
и диагностики. 

Представляется целесообраз-
ным регулировать вопросы вво-
за (вывоза) материалов на основе 
комплексного подхода, предпола-
гающего установление упрощен-
ной процедуры ввоза (вывоза) 
материалов для научных иссле-
дований путем введения едино-
го разрешительного документа, 
требуемого для ввоза в Россий-
скую Федерацию и вывоза из Рос-
сийской Федерации материалов 
для научных исследований, дей-
ствующего бессрочно в отношении 
указанных в нем типов материа-
лов для научных исследований 
и классов (уровней) их опасности 
(патогенности), сокращения сро-
ков выпуска указанных матери-
алов, применения к отдельным 
категориям материалов для на-
учных исследований на основании 
статьи 178 Таможенного кодекса 
Таможенного союза специальных 
упрощений, предусмотренных 
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статьей 197 Таможенного кодек-
са Таможенного союза [1] в части 
выпуска товаров до подачи та-
моженной декларации, создания 
возможности применения к ма-
териалам для научных иссле-
дований упрощенного порядка 
декларирования, аналогичного 
предусмотренному статьями 279 
и 283 Федерального закона «О та-
моженном регулировании в Рос-
сийской Федерации» [2] в отно-
шении коммерческих и научных 
образцов.

Наряду с этим необходимо обе-
спечить последующий контроль 
за целевым использованием науч-
ными и образовательными органи-
зациями материалов для научных 
исследований, ввезенных на тер-
риторию Российской Федерации 
в соответствии с упрощенной про-
цедурой. В этой связи представ-
ляется целесообразным введение 
механизма контроля, включающе-
го в себя следующие элементы:
•  государственную аккредитацию 

организаций, имеющих право 
использовать упрощенную про-
цедуру ввоза (вывоза) материа-
лов для научных исследований, 
и создание реестра аккредито-
ванных научных организаций 
и образовательных организа-
ций, установление требований 
к указанным организациям, 
в том числе в части разработки 
и внедрения аккредитованными 
научными организациями и об-
разовательными организациями 
внутренних программ контроля 
материалов для научных иссле-
дований;

•  установление требований к от-
четности аккредитованных на-
учных и образовательных орга-
низаций и механизмов контроля 
целевого использования мате-
риалов для научных исследова-
ний со стороны уполномоченных 
федеральных органов исполни-
тельной власти;

•  идентификацию новых матери-
алов для научных исследова-

ний, классификацию материа-
лов для научных исследований 
по классам (уровням) опасности 
(патогенности), создание рее-
стра материалов для научных 
исследований;

•  установление ответственности 
за нецелевое использование ма-
териалов для научных исследо-
ваний.
Предлагается следующий по-

рядок применения научными ор-
ганизациями и образовательными 
организациями упрощенного по-
рядка ввоза в Российскую Феде-
рацию и вывоза из Рос сийской 
Федерации материалов для науч-
ных исследований:
•  Уполномоченный федеральный 

орган исполнительной власти 
(далее – УФОИВ) организует 
государственную аккредита-
цию научных и образователь-
ных организаций – участников 
внешнеэкономической деятель-
ности, создавших внутренние 
программы контроля материа-
лов для научных исследований, 
и выдачу аккредитованным ор-
ганизациям единого разреше-
ния на ввоз в Рос сийскую Фе-
дерацию и вывоз из Российской 
Федерации материалов для на-
учных исследований для целей 
осуществления научной и (или) 
научно-практической деятель-
ности и (или) эксперименталь-
ных разработок (далее – еди-
ного разрешения), а также 
ведение реестра аккредитован-
ных организаций;

•  УФОИВ принимает решение 
о государственной аккредита-
ции научных и образовательных 
организаций на основе заявле-
ний в случае их удовлетворения 
установленным требованиям. 
При государственной аккреди-
тации УФОИВ выдает научной 
или образовательной организа-
ции единое разрешение на ввоз 
(вывоз) по упрощенной проце-
дуре материалов для научных 
исследований с указанием типа 

материалов и класса их опасно-
сти;

•  аккредитованные научные ор-
ганизации и образовательные 
организации вправе осущест-
влять ввоз в Российскую Феде-
рацию и вывоз из Российской 
Федерации материалов для на-
учных исследований на основе 
имеющегося у них единого раз-
решения, без предоставления 
каких-либо дополнительных 
разрешительных докумен-
тов (за исключением лицензий 
и разрешений, выдаваемых 
в порядке, установленном зако-
нодательством Российской Фе-
дерации о наркотических сред-
ствах, психотропных веществах 
и их прекурсорах (кроме пре-
курсоров, внесенных в Таблицу 
III Списка IV [3]), а также ве-
теринарных и фитосанитарных 
сертификатов);

•  научные организации и образо-
вательные организации берут 
на себя обязательство исполь-
зования материалов исключи-
тельно в целях научных иссле-
дований и экспериментальных 
разработок, без права передачи 
третьим лицам на возмездной 
или безвозмездной основе (за 
исключением передачи матери-
алов для научных исследований 
в рамках научной кооперации, 
с сохранением контроля за их 
целевым использованием);

•  научные организации и образо-
вательные организации, поль-
зующиеся упрощенным поряд-
ком ввоза (вывоза) материалов 
для научных исследований, 
предоставляют в УФОИВ отчет-
ность о фактически ввезенных 
(вывезенных) материалах и их 
расходовании. УФОИВ прово-
дит регулярные проверки кон-
троля целевого использования 
материалов (при необходимо-
сти, с привлечением иных ком-
петентных федеральных орга-
нов исполнительной власти).
Также представляется целесо-
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образным создание федерального 
информационного ресурса по те-
матике ввоза в Российскую Фе-
дерацию и вывоза из Российской 
Федерации материалов для науч-
ных исследований, которая будет 
содержать полную и структури-
рованную информацию о норма-
тивных правовых актах в области 
ввоза в Российскую Федерацию 
и вывоза из Российской Феде-
рации материалов для научных 
исследований, в том числе о на-
звании нормативного правового 
акта, его предмете и об издании, 

в котором такой акт опубликован, 
а также информация о порядке 
присвоения материалам для науч-
ных исследований кодов Товарной 
номенклатуры внешнеэкономиче-
ской деятельности, иную норма-
тивную, справочную и аналитиче-
скую информацию, относящуюся 
к ввозу в Российскую Федерацию 
и вывозу из Российской Федера-
ции материалов для научных ис-
следований. 

Совершенствование текущего 
порядка ввоза (вывоза) матери-
алов для научных исследований, 

основанное на предложенных ре-
комендациях, позволит заложить 
основу для значительного сокра-
щения сроков ввоза (вывоза) ма-
териалов для научных исследо-
ваний и, как следствие, повысить 
эффективность и результатив-
ность научных исследований, про-
водимых российскими научными 
и образовательными организа-
циями, расширить возможности 
участия отечественных ученых 
в исследовательских проектах, 
организованных в рамках между-
народной научной кооперации. 
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тропных веществ и их прекурсоров, подлежащих контролю 
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КОММЕНтАРИИ К МАтЕРИАЛУ, 
ПРЕДСтАВЛЕННОМУ РАБОчЕй гРУППОй 
«СКОЛКОВСКОгО ИНСтИтУтА НАУКИ 
И тЕХНОЛОгИй» 
Журнал Acta Naturae вновь решил обратить внима-
ние на проблему таможенного оформления мате-
риалов для научных исследований (AN. 2010. Т. 2. 
№ 2(5)). Дискуссионный материал, подготовленный 
«Сколтехом», достаточно подробно излагает «воз-
можную формализацию» таможенной «очистки» 
грузов для научных исследований. Со времени первой 
публикации в нашем журнале и моего выступления 
на совете 11 марта 2011 года, проходившем под пред-
седательством Дмитрия Анатольевича Медведева, 
проблем в сфере обеспечения отечественных ученых 
продукцией высокотехнологических производств из-
за рубежа только прибавилось. Абсолютно очевид-
но, что российский исследователь вынужден покупать 
реактивы и приборы из-за рубежа на 50%, а иногда 
на 100% дороже и ждать их получения иногда в те-
чение месяца-двух. Проблема носит системный ха-
рактер. Российский рынок невелик, и крупным игро-
кам научной индустрии обычно невыгодно держать 
солидные многопрофильные склады на территории 
РФ. Как может государство помочь отечественным 
исследователям, не занимающимся коммерческой 
деятельностью, да, впрочем, и научным компани-
ям, извлекающим прибыль из научной деятельности? 

(Последние, кстати, не получили должного внимания 
в статье «Сколтеха».) Представленный в публикации 
материал, на мой взгляд, несколько излишне «заорга-
низован». Есть четкая проблема таможенных кодов. 
Все товары, предназначенные для высокотехноло-
гичной деятельности, способствующие развитию по-
тенциала страны, должны иметь определенный знак 
внутри таможенных справочников. Это большая ра-
бота, но для ее проведения нужен пул квалифициро-
ванных специалистов. Проверка проста – импорт этих 
товаров по группам достаточно ограничен по объ-
емам поставок и «пересортицы», т.е. использования 
«научных» кодов для провоза регулярных промыш-
ленных товаров можно избежать. Особое внимание 
надо уделить продуктам, требующим специальных 
условий хранения, например глубокого низкотем-
пературного режима (например, клеточные линии). 
Такие продукты также должны найти «особый статус» 
в таможенных справочниках с соответствующими 
нормативными требованиями по условиям и времен-
ным лимитам таможенной очистки. Невыполнение 
этих требований повлечет наказание таможенных чи-
новников, ответственных за нарушение в установлен-
ном порядке. Как быть с сертификатами «опасной» 
химической или биологической научной продукции? 
Необходимо законодательно закрепить «службу од-
ного окна» на таможенных терминалах. В этой службе 
должны быть высококлассные специалисты со специ-
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В последние годы все чаще можно услышать мне-
ние ведущих российских ученых и экспертов о том, 
что действующий порядок ввоза (вывоза) матери-
алов для научных исследований не позволяет обе-
спечить их оперативную поставку, что приводит 
к снижению эффективности научно-исследователь-
ских работ, проводимых российскими научными 
и образовательными организациями, ограничивает 
возможности участия российских ученых в между-
народных научно-исследовательских проектах. 

В настоящий момент время оформления матери-
алов для лабораторных исследований на специали-
зированном таможенном посту составляет 1–2 дня, 
если не требуется дополнительных разрешительных 
документов. 

В частности, среди основных проблем выделяет-
ся наличие избыточного правового регулирова-
ния (множественность правовых норм по одним 
и тем же вопросам) вопросов ввоза (вывоза) био-
логических материалов, в том числе биологических 
материалов человека, реактивов и лабораторных 
животных.

«Избыточность» в вопросах правового регули-
рования в данной области объясняется тем, чтобы 
не допустить ввоз в страну потенциально опасных 

для жизни людей материалов. А данная группа то-
варов представляет повышенную опасность, поэто-
му наличие большого количества разрешительных 
документов здесь совершенно оправданно. Кроме 
того, в отдельных кодах ЕтН тНВЭД уже заложены 
преференции в описании – если указано «для лабо-
раторных исследований», то продукт разрешается 
к ввозу без дополнительных разрешений.

На данном этапе рабочая группа Сколковского ин-
ститута науки и технологий (далее – рабочая груп-
па) разработала рекомендации по совершенствова-
нию текущего порядка ввоза (вывоза) материалов 
для научных исследований и диагностики. 

Ввести единый разрешительный документ не пред-
ставляется возможным, потому что этих материа-
лов слишком много и они постоянно обновляются 
(каталог Сигмы более 300000), они могут относиться 
к совершенно разным товарным группам и, потен-
циально, относятся к товарам повышенного риска, 
требующим особого внимания при импорте в РФ. 

Государственную аккредитацию организаций, име-
ющих право использовать упрощенную процедуру 
ввоза (вывоза) материалов для научных исследова-
ний, и создание реестра аккредитованных научных 

альным образованием, способные принимать адек-
ватные решения согласно установленной логистике. 
Должны быть выработаны сертификаты, соответству-
ющие международным правилам, не допускающие 
двусмысленного толкования. Отсутствие подобной 
службы на конкретном терминале должно приводить 
к его временному закрытию. Это избавит от хож-
дения по различным ведомствам и реально ускорит 
оформление грузов. А как быть с «научным экспор-
том», т.е., например, отсылкой каких-то генетиче-
ских конструктов или белков, а может быть, пробных 
материалов своим коллегам за рубеж для проведе-
ния совместных исследований? Здесь очевидно необ-

ходимо создать незабюрократизированную систе-
му «таможенной сертификации» в системе ФАНО, 
Минздрава, Минобрнауки, федеральных университе-
тов. Выданный сертификат должен являться основани-
ем для таможенной очистки «на экспорт». Главное – 
необходимо на всех этапах работать с грамотными 
специалистами, а не с людьми, которые пытаются 
«отгораживаться» от проблемы в связи с отсутстви-
ем знаний и понимания ситуации. При этом надо по-
нимать, что нарушения все равно будут, но для этого 
существуют правоохранительные органы. 

Александр габибов

Редколлегия журнала Acta Naturae попросила представителей Sigma-Aldrich прокомментировать 
статью Воинова и его коллег из «Сколтеха». Sigma-Aldrich является одним из крупнейших 
импортеров в Россию материалов для химических и биологических исследований собственного 
производства. В Sigma-Aldrich прокомментировали, в частности, такие аспекты, затронутые 
в статье, как избыточность правового регулирования вопросов ввоза (вывоза) биологических 
материалов, сроки оформления материалов на таможне и ряд других.
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организаций и образовательных организаций, уста-
новление требований к указанным организациям, 
в том числе в части разработки и внедрения аккре-
дитованными научными организациями и образо-
вательными организациями внутренних программ 
контроля материалов для научных исследований.

Как правило, материалы для лабораторных ис-
следований завозят в страну тОРгОВЫЕ, а не науч-
ные организации. Научные организации, не являясь 
участниками ВЭД, покупают эти материалы у органи-
зации импортера. Поэтому можно было бы скорее 
говорить о создании государственной аккредитации 
ИМПОРтЕРОВ материалов для лабораторных иссле-
дований.

Уполномоченный федеральный орган исполни-
тельной власти (далее – УФОИВ) принимает ре-
шение о государственной аккредитации научных 
и образовательных организаций на основе заяв-
лений в случае их удовлетворения установленным 
требованиям. При государственной аккредита-
ции УФОИВ выдает научной или образовательной 
организации единое разрешение на ввоз (вывоз) 
по упрощенной процедуре материалов для науч-
ных исследований с указанием типа материалов 
и класса их опасности.

Невозможно одним разрешением на ввоз охватить 
каталог в 300000 материалов для научных исследо-
ваний, который, к тому же, постоянно расширяется. 
Данное разрешение по одному унифицированному 
коду крайне осложнит и сделает практически невоз-
можным дальнейшее отслеживание судьбы этих мате-
риалов на территории РФ с целью определения их це-

левого (нецелевого) использования, не говоря о том, 
что может содействовать преступному замыслу. 

Научные организации и образовательные организа-
ции берут на себя обязательство использования ма-
териалов исключительно в целях научных исследо-
ваний и экспериментальных разработок, без права 
передачи третьим лицам на возмездной или безвоз-
мездной основе (за исключением передачи мате-
риалов для научных исследований в рамках научной 
кооперации, с сохранением контроля за их целе-
вым использованием).

В случае унификации осуществлять такой контроль 
не представляется возможным, по причинам, описан-
ным выше.

Также представляется целесообразным создание 
федерального информационного ресурса по те-
матике ввоза в Российскую Федерацию и вывоза 
из Российской Федерации материалов для научных 
исследований. 

Данный ресурс уже имеется на любой таможне, лю-
бом таможенном посту и у любого таможенного де-
кларанта в специализированной таможенной програм-
ме. Он предоставляет полную информацию о ЕтН ВЭД 
и правовых актах ВЭД, а также является информацион-
ной базой данных по всем импортируемым–экспорти-
руемым товарам. При необходимости можно создать 
отдельный сайт и копировать информацию оттуда. 

Андрей Зубков,  
директор по логистике и ВЭД  

Sigma-Aldrich, Россия
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РЕФЕРАт Калиевые потенциал-управляемые каналы (Kv) играют важную роль в разнообразных 
клеточных процессах, таких, как функционирование возбудимых клеток, регуляция апоптоза, клеточной 
дифференцировки и роста, выделение нейротрансмиттеров, гормонов, обеспечение сердечной деятельности 
и др. Нарушение функционирования Kv-каналов приводит к тяжелым наследственным заболеваниям 
и развитию опухолей, в том числе злокачественных. Понимание механизмов функционирования Kv-
каналов – ключевой фактор для определения причин заболеваний, связанных с мутациями каналов, 
и поиска новых лекарственных средств. Механизм активации каналов – тема продолжающихся дебатов, 
и консенсус в этом вопросе пока не достигнут. В данном обзоре рассмотрены ключевые этапы изучения 
механизмов функционирования Kv-каналов и описаны основные модели их активации, известные 
к настоящему времени.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА активация, калиевые ионные каналы, моделирование, структура.
СПИСОК СОКРАЩЕНИй Kv – потенциал-управляемый калиевый канал; а.о. – аминокислотный оста-
ток; VSD – домен, чувствительный к изменению потенциала; ВСМ – модель вращающихся спиралей; 
ТМА – транспортная модель активации; ЛМ – лопастная модель; СДС – модель согласованного движения 
спиралей; КМ – консенсусная модель; МПЗ – модель перемещения зарядов; МДК – модель деактивации 
Kv-каналов; ММд – механистическая модель активации/деактивации Kv-канала; FRET – Ферстеровский 
резонансный перенос энергии флуоресценции; ММ – молекулярное моделирование; ЦПЗ – центр переноса 
зарядов; ВК – воротный канал; МД – молекулярная динамика.

ВВЕДЕНИЕ
Мембранные белки составляют ~30% всех белков 
организма, при этом около половины из них – бел-
ки-переносчики и ионные каналы. Калиевые ионные 
каналы – самый разнообразный и широко распро-
страненный класс мембранных белков [1]. Они под-
разделяются в зависимости от принципа функци-
онирования и на основании первичной структуры 
каналформирующей субъединицы на каналы входя-
щего выпрямления (Kir), ca2+-активируемые каналы 
(Kca), двупоровые (K2P) и потенциал-управляемые 
(Kv) каналы. Kv-каналы представляют собой наибо-
лее разнообразную группу (рис. 1), представленную 
12 семействами: Kv1–Kv12 [2]. 

Все Kv-каналы играют важную регуляторную 
роль в разнообразных клеточных процессах. Они 
участвуют в функционировании возбудимых клеток 
[3–5], в процессах регуляции апоптоза [6], клеточной 

дифференцировки и роста [7]. Правильное функци-
онирование Kv-каналов необходимо при выделении 
нейротрансмиттеров [8], гормонов [9, 10], для обеспе-
чения сердечной деятельности [11] и др.

Мутации в генах Kv-каналов приводят к различ-
ным тяжелым наследственным заболеваниям [12], 
таким, как глухота, эпилепсия [13], некоторые виды 
нарушений ритма сердца [11], вовлечены в развитие 
рассеянного склероза и болевого синдрома [14]. Kv-
каналы связаны также с процессами возникновения 
и развития опухолей, в том числе злокачественных 
[15].

Функционирование Kv-каналов можно регулиро-
вать с помощью активаторов и блокаторов [16], по-
этому они представляют собой перспективные мише-
ни для лекарственных средств [17, 18]. В этой связи 
важной задачей является изучение строения и функ-
ционирования Kv-каналов. 
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чЕтВЕРтИчНАЯ СтРУКтУРА Kv-КАНАЛОВ
Все Kv-каналы обладают высоким уровнем сходства. 
Каждый ген Kv-каналов кодирует α-субъединицу 
(Kvα). Для формирования функционального канала 
необходимы четыре α-субъединицы (рис. 2). [19, 20]. 
Обычно Kv-каналы представляют собой гомотетра-

меры (все Kvα идентичны) [19, 20], однако некоторые 
могут быть гетеротетрамерными (две или более Kvα 
не идентичны).

Трансмембранный домен α-субъединицы Kv-
канала состоит из шести спиралей S1–S6 (рис. 2А,Б). 
При этом в тетрамерном канале эти спирали обра-

Рис. 1. Филогене-
тическое древо 
Kv-каналов, осно-
ванное на сравнении 
аминокислотных по-
следовательностей. 
Фигурными скоб-
ками объединены 
каналы, принад-
лежащие к одному 
семейству. Назва-
ния даны согласно 
системе, предло-
женной Междуна-
родным союзом 
теоретической 
и прикладной химии 
(в скобках указаны 
альтернативные 
названия, соглас-
но обозначению 
номенклатурного 
комитета при ор-
ганизации «Геном 
человека» [2])
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зуют две структурно и функционально различные 
части: 1) домен, проводящий ионы калия (поровый 
домен) – спирали S5–S6, расположенные в центре 
канала, 2) домен, чувствительный к изменению по-
тенциала на мембране (VSD), – спирали S1–S4, рас-
положенные на периферии канала (рис. 2Б,В).

В поровой части располагаются ворота кана-
ла, а также селективный фильтр, не позволяющий 
ионам, отличным от K+, проникать через канал. 
Ворота канала образованы перекрещивающимися 

С-концами спиралей S6, которые при закрытии ка-
нала преграждают путь ионам [22–24]. В образовании 
селективного фильтра канала участвуют консерва-
тивный фрагмент (P-участок) и петля S5–S6 (рис. 2).

Известно, что VSD и поровый домен ковалентно 
связаны линкером S4–S5, который представляет со-
бой амфифильную спираль, соединенную с c-концом 
спирали S6 (S6

t
) и соседней субъединицы [21, 25–30]. 

В открытии/закрытии ворот канала важную роль 
играет высококонсервативный участок спирали S6

t
, 

Рис. 2. Структура Kv-каналов. а – схема одной α-субъединицы Kv-канала. Трансмембранные сегменты S1–S6 
и петля «P», формирующая пору, подписаны. Заряженные Arg на сенсоре мембранного потенциала S4 обо-
значены плюсами. PD – поровый домен. Б – кристаллическая структура одной α-субъединицы канала Kv1.2 [21]. 
Подписаны сегменты S1–S6, цитоплазматический домен T1, линкер, соединяющий трансмембранную часть с до-
меном T1 (T1–S1), а также N- и C-концы. Заряженные Arg на сенсоре мембранного потенциала S4 обозначены 
синими кругами. В – кристаллическая структура канала Kv1.2 в комплексе с β-субъединицей (обозначена буквой 
β и выделена серым цветом) (c изменениями из [21]). ТМ – трансмембранный участок. Г – ворота канала Kv2.1. 
Для наглядности представлены только две противоположные субъединицы Kvα. Фиолетовым цветом показана 
спираль S6, синим – высококонсервативный участок спирали S6

T
 – PXP (ProValPro в Kv2.1), основной компонент 

нижних ворот. Зелеными шариками обозначены ионы K+, находящиеся в селективном фильтре канала (P-петля), 
который представляет собой верхние ворота канала
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состоящий из двух остатков Pro, разделенных чаще 
всего Val или другой аминокислотой – PXP (рис. 2Г). 
Этот участок может изгибаться, обеспечивая от-
крытие канала [21]. Kv-каналы имеют двое ворот: (1) 
нижние ворота (НВ) с внутриклеточной стороны, об-
разованные пересекающимися спиралями S6, и (2) 
верхние ворота (ВВ) с внеклеточной стороны кана-
ла, образованные P-петлей селективного фильтра 
(рис. 2Г). У Kv-каналов, как и у большинства других 
калиевых каналов, НВ являются главными актива-
ционными воротами, которые контролируются внеш-
ним стимулом, таким, как мембранный потенциал. 
Внутренние спирали S6 пересекаются наподобие 
листков ирисовой диафрагмы фотоаппарата и от-
крываются/закрываются схожим образом.

Помимо трансмембранной части, Kv-каналы име-
ют цитоплазматический участок, образованный n- 
и c-концами (рис. 2). Цитоплазматическая часть 
не содержит высококонсервативных участков и раз-
личается у Kv-каналов разных семейств [31].

В клетке Kv-каналы функционируют в форме 
больших макромолекулярных комплексов, объ-
единяющих ионпроводящие α-субъединицы с цито-
плазматическими и/или трансмембранными вспо-
могательными β-субъединицами, регуляторными 
и поддерживающими белками [32] (рис. 2В). У мле-
копитающих сборка порообразующих (α-) и вспо-
могательных субъединиц Kv-каналов происходит 
в эндоплазматическом ретикулуме, где они образу-
ют стабильный комплекс [33]. α-Субъединицы фор-
мируют ионную пору, а β-субъединицы (рис. 2Б,В) 
и другие вспомогательные субъединицы модулируют 
свойства и функции α-субъединиц. Такая сложность 
структурных форм определяет большое разнообра-
зие свойств и функций Kv-каналов [34].

АКтИВАЦИЯ Kv-КАНАЛОВ
Все Kv-каналы имеют сходный механизм актива-
ции. Они могут находиться в трех функциональных 
состояниях: состоянии покоя (закрытая конформа-
ция) ↔ активированном состоянии (открытая конфор-
мация) ↔ инактивированном состоянии (рис. 3). 

В состоянии покоя канал не пропускает ионы. 
При деполяризации мембраны ее внутриклеточная 
часть становится положительной, что вызывает кон-
формационные перестройки Kv-каналов, при этом 
энергетически выгодной становится открытая кон-
формация. Эта перестройка называется активацией 
канала [36]. Если мембрана остается деполяризован-
ной, то большинство Kv-каналов переходят в инак-
тивированное непроводящее состояние. Всего опи-
сано два основных типа инактивации, n и С (рис. 3). 
За быстрый n-тип инактивации отвечает инакти-
вационный пептид, свернутый в глобулу и «привя-

занный» линкером к n-концу α-субъединицы ка-
нала (α-клубок) или к ß-субъединице (ß-клубок) [3, 
37]. Инактивационный пептид заходит в открытую 
пору канала и блокирует движение ионов [3, 38, 39]. 
При медленной инактивации (С-типа) селективный 
фильтр выступает в роли вторых ворот, он закры-
вается, препятствуя проникновению ионов [4, 40–
42]. После инактивации при понижении потенциала 
до уровня потенциала покоя каналы полностью воз-
вращаются в закрытую конформацию.

Механизм активации каналов остается темой деба-
тов. Для полного понимания вопроса необходимы зна-
ния об атомной структуре канала в разных функцио-
нальных состояниях, как минимум, в двух конечных 
конформациях – открытой и закрытой. Большинство 
кристаллических структур Kv-каналов [21, 43, 44] 
были получены в открытом состоянии, поэтому моде-
ли активации Kv-каналов часто создаются на основе 
информации о структуре, установленной с помощью 
различных экспериментальных подходов и молеку-
лярного моделирования (ММ) [43, 45–53]. Подобные 
модели создают основу для разумных интерпретаций 

Деполяризация Деполяризация

Реполяризация Реполяризация
а

Б

З О И

Активация Активация

N-тип С-тип

Открытый Открытый

ЗакрытыйЗакрытый Инактивированный Инактивированный

Инактивация Инактивация

В

Рис. 3. а – схема конформационных переходов Kv-
каналов: З – закрытый канал; О – открытый канал; И – 
инактивированный канал. Б – инактивация N-типа. По-
сле активации канала инактивационный пептид заходит 
в открытую пору канала и блокирует движение ионов. 
В – инактивация С-типа. Селективный фильтр высту-
пает в роли вторых ворот и закрывается, препятствуя 
проникновению ионов. При понижении потенциала 
до уровня потенциала покоя каналы полностью возвра-
щаются в закрытую конформацию (рисунок модифи-
цирован из [35])
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полученных результатов и дизайна дальнейших экс-
периментов. На сегодняшний день накоплено большое 
количество данных, указывающих на особенности 
строения Kv-каналов в открытой и закрытой конфор-
мациях. Современные модели активации все больше 
сходятся к единой консенсусной модели открытия ка-
нала [54–57]. Все они базируются на ранних ключевых 
экспериментах и моделях активации.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНЫЕ ДАННЫЕ ДЛЯ ПОСтРОЕНИЯ 
МОДЕЛЕй АКтИВАЦИИ Kv-КАНАЛОВ
В самых первых моделях активации Kv-каналов 
предполагалось, что при активации канала сенсор 
потенциала S4 под действием изменения транс-
мембранного потенциала движется вверх по кана-
лу, который сообщается с наружным и внутренним 
растворами [58]. Позже стали накапливаться экс-
периментальные данные о функционировании Kv-
каналов, которые позволили уточнить имеющиеся 
модели активации. К основополагающим данным, 
важным для расшифровки механизма активации 
Kv-каналов, относятся следующие:

(1) Сегмент S4 содержит консервативный по-
вторяющийся мотив из трех аминокислотных 
остатков: (+, X1, X2, +, X1, X2…).

Мутационный и электрофизиологический ана-
лизы позволили определить остатки, наиболее зна-
чимые (HI – high-impact) и менее значимые (LI – 
low-impact) для процесса активации/деактивации 
канала [59]. Сенсор потенциала S4 содержит кон-
сервативную последовательность (+, X1, X2, +, X1, 
X2…), в которой (+) – положительно заряженный 
HI (значимый) остаток, (X1) – гидрофобный остаток 
HI и (X2) – гидрофобный LI (незначимый) остаток 
(рис. 3А) [60, 61]. Остатки X1 располагаются в бел-
ковом окружении, где их мутации могут привести 
к нарушению упаковки белка, а следовательно, 
и к нарушению процесса открытия/закрытия кана-
ла. Остатки X2 экспонированы в липидное или во-
дное окружение и их воздействие на функциониро-
вание канала незначительно. Повтор (+, X1, X2, +, 
X1, X2…) формирует три параллельных левозакру-
ченных витка с небольшим наклоном вдоль правоза-
крученной спирали S4.

(2) Каждая субъединица несет ~три воротных 
заряда, расположенных на остатках R1–R4 спи-
рали S4.

Движение сенсора потенциала S4 может быть де-
тектировано посредством измерения воротных токов, 
происходящих при передвижении электростатиче-
ских зарядов спирали S4 относительно электриче-
ского поля. При переходе канала Shaker из покоя-
щегося в активированное состояние перемещается 
~3.2–3.4 заряда на субъединицу [62–64]. Метод по-

очередной нейтрализации отрицательных зарядов 
спиралей S2/S3 и положительных зарядов S4 по-
зволил идентифицировать аминокислотные остатки, 
переносящие воротный заряд [63, 64], – это r1, r2, 
r3 и r4 [65, 66].

(3) 10 аминокислотных остатков сегмента S4 
расположены в мембране. 

Замена некоторых аминокислотных остатков кана-
ла Shaker на cys показала, что при нахождении кана-
ла в состоянии покоя последовательность из ~10 а.о. 
недоступна как для внутриклеточного, так и для вне-
клеточного раствора [67, 68]. Эта последовательность 
соответствует ~13.5 Å α-спирали и может включать 
в себя только два или три положительных заряда S4 
(рис. 3Б,В). Соответственно с обеих сторон мембраны 
имеются глубокие водные вестибюли, и лишь малая 
часть S4 располагается в коротком ВК (воротный ка-
нал) (рис. 3Б,В). 

(4) Спираль S4 может перемещаться в заполнен-
ной водой щели, так называемом «воротном канале» 
(ВК), с очень узким барьером между внешним и вну-
тренним растворами.

При этом три «стороны» ВК формируют спирали 
S2/S3, поровый домен и липиды. Взаимодействие 
между тремя консервативными отрицательны-
ми аминокислотными остатками в спиралях S2, S3 
и положительными остатками в S4 свидетельству-
ет о том, что S2 и S3 лежат с одной стороны ВК [63, 
69–71].

Согласно данным флуоресцентного и мутационного 
анализа, с другой стороны ВК находится поровый до-
мен [72, 73]. Это подтверждается тем, что при актива-
ции остатки r1 и r2 спирали S4 сближаются с e418 
порового домена [74, 75], а cys, введенные в S4, могут 
образовывать связь с cys, введенными в поровый до-
мен [45, 59].

Третья сторона ВК, по-видимому, образована ли-
пидами, что соответствует гидрофобной природе 
остатка спирали S4 в позиции X2. На это также ука-
зывает слабая связь мутаций этих остатков с актива-
цией канала [60, 61].

(5) Активация приводит к смещению сегмента 
S4 на девять аминокислотных остатков.

Методом измерения флуоресценции показано, 
что процесс активации связан с передвижением 
~9 а.о. S4 из ВК во внешний раствор [61, 67, 68, 76, 
77]. При этом последовательность из ~9 а.о. исчезает 
из внутреннего водного вестибюля [67, 68].

(6) Спираль S4 вращается во время активации.
С помощью метода Fret обнаружено, что при ак-

тивации канала происходит вращение S4 на ~180° [78, 
79].

(7) Сенсор мембранного потенциала S4 имеет 
стабильное промежуточное состояние.
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Рис. 4. а – схема расположения остат-
ков спирали S4 каналов Kv10 и Kv2.1. 
Показано расположение важных (HI) 
и неважных (LI) для открытия/закры-
тия остатков. Три параллельных по-
лосы вдоль спирали S4 (HI заряженные 
остатки, HI гидрофобные остатки, LI 
гидрофобные остатки) непрерывны 
у обоих каналов и формируют три 
шага винта [59]. Б – схема активации 
Kv-канала согласно модели ВСМ [59]: 
винтовое вращение и движение спира-
ли S4 (белый цилиндр) в неподвижном 
(ВК) канале

а Б
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С помощью кинетических исследований обнару-
жены две фазы движения воротных зарядов [80] 
и два последовательных передвижения воротных 
зарядов во внешнем направлении с промежуточной 
трансмембранной позицией S4 [68]. 

(8) Канал может формировать протонную пору.
Замена остатка r1 либо r4 на His позволя-

ет каналу пропускать протоны (омега-ток) [65, 66]. 
Следовательно, канал может содержать водный 
канал, который служит мостом между внутренним 
и внешним растворами, при этом r1H формирует 
протонную пору в состоянии покоя, r4H в активиро-
ванном состоянии.

ОСНОВОПОЛАгАЮЩИЕ МОДЕЛИ АКтИВАЦИИ 
Kv-КАНАЛОВ 
На основе представленных выше ключевых фактов 
была предложена (1) модель вращающихся спира-
лей (ВСМ) [59]. Поровый домен в модели Kv-канала 
создан на основе структуры гомологичного калие-
вого канала KcsA, расположение же спиралей VSD 
в это время оставалось неизвестным. Модель ВСМ 
подробно описывает лишь взаимное расположе-
ние некоторых аминокислотных остатков спиралей 
S1–S4. Согласно этой модели, сравнительно корот-
кий (~13.5 Å) канал ВК имеет большие вестибюли, 
заполненные водой как с внешней, так и с внутрен-
ней стороны. Благодаря этому пространству элек-
трическое поле фокусируется на небольшом участке 
S4, что, в свою очередь, минимизирует контакт не-
скольких заряженных аминокислот с диэлектриче-
ским окружением и дает большой воротный заряд. 
При активации происходит винтовое передвижение 
S4 перпендикулярно поверхности мембраны тремя 
отдельными этапами. Винтовое движение во время 
активации может останавливаться в стабильных 

промежуточных положениях, в которых основные 
заряды (r1–r4) передвигаются в положение, заня-
тое предыдущим зарядом (рис. 4А). При этом поло-
жительно заряженные остатки r1–r4 формируют 
последовательные ионные пары с отрицательно за-
ряженными аминокислотными остатками соседних 
спиралей. На каждом этапе происходит перенос 1/3 
общего заряда (~3) на субъединицу, т.е. в целом одно-
го заряда (рис. 4) [59].

После расшифровки кристаллической структуры 
бактериального канала KvAP [43, 81] появилась со-
вершенно другая модель активации – (2) лопастная 
модель (ЛМ).

В кристаллической структуре канала KvAP спи-
рали S3–S4 расположены около внутриклеточной 
поверхности мембраны, перпендикулярно оси поры 
(рис. 4Б). Было показано, что спираль S3 состоит 
из двух фрагментов (S3a и S3b), соединенных пет-
лей S3 (рис. 3Б). Сегмент S3b и n-концевая часть 
спирали S4 уложены антипараллельно строго друг 
против друга, образуя почти полностью гидрофобный 
элемент со структурой спираль–петля–спираль, ко-
торый прикреплен к поровому домену через гибкую 
петлю спирали S3 и линкер S4–S5 (рис. 3Б). Этот эле-
мент (S3b–S4) назвали «лопастью» [43], в связи с чем 
модель получила свое название.

Согласно ЛМ, в закрытой конформации положи-
тельно заряженные лопасти канала находятся около 
внутриклеточной поверхности мембраны и удержи-
ваются в таком положении большим электрическим 
полем при отрицательном потенциале покоя мембра-
ны. В ответ на деполяризацию лопасти как единое 
целое движутся через мембрану к наружной стороне, 
в результате чего тянут за собой линкер S4–S5, увле-
кающий за собой спираль S5 в сторону от оси поры. 

Эта модель согласуется с некоторыми экспери-
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ментальными данными [46, 81], которые указывают 
на возможность движения лопасти сенсора потен-
циала на большое расстояние (порядка 20 Å). Однако 
более поздние эксперименты показали, что исполь-
зованная кристаллическая структура KvAP [43] на-
ходится в ненативной конформации [82].

После получения новых структурных данных [65, 
67–69, 71, 73, 83–86] была сформулирована (3) усовер-
шенствованная ВСМ [87], созданная на основе данных 
о последовательности канала Shaker и кристалли-
ческой структуре канала KvAP [43]. Как и в преды-
дущей модели [59, 88], новая модель предполагала, 
что движение между открытой и закрытой конфор-
мациями канала включает три последовательных 
винтовых движения, при котором S4 передвигается 
на ~13.5 Å вдоль оси и вращается на 180о. При этом по-
ложительно заряженные группы S4 остаются в по-
лярном окружении, где они могут взаимодействовать 
с отрицательно заряженными остатками спиралей 
S1–S3, с другими полярными атомами, отрицательно 
заряженными головками липидов и водой. В модели 
имеется единственный барьер, разделяющий амино-
кислотные остатки S4 на доступные снаружи и изну-
три (рис. 4Б). Эта модель более подробно описывает 
взаимодействие различных аминокислот домена VSD 
между собой и включает в себя моделирование поро-
вой части канала.

Более поздние данные по Fret [78] и потенцио-
метрическим исследованиям [89] показали, что S4 
практически не перемещается в трансмембранном 
направлении [48], что противоречит ВСМ и особенно 
ЛМ. Кроме того, в открытом состоянии верхняя часть 
сенсора S4 взаимодействует с поровым доменом, 
что невозможно в ЛМ. Эти данные, а также более 
ранние исследования [45, 84, 89, 90] привели к воз-
никновению (4) транспортной модели активации 
(ТМА) [48, 84, 91] (рис. 5А,Б). 

Согласно модели ТМА, как и ВСМ, в канале су-
ществуют глубокие водные полости с обеих сторон 
мембраны, разделенные небольшим участком канала 
посередине мембраны; именно в этой точке фокуси-
руется электрическое поле, и для переноса ворот-
ных зарядов с одной стороны мембраны на другую 
не нужно больших движений S4. Во время актива-
ции канал S4 меняет свое положение, наклоняясь 
на 45о, но при этом передвигается перпендикулярно 
поверхности мембраны на незначительное расстоя-
ние (менее 2 Å), в то время как Arg на этой спирали 
перемещаются из глубокой водной полости с вну-
триклеточной стороны в полость с внешней стороны 
мембраны. Такое перемещение Arg возможно бла-
годаря двум барьерам, которые контролируют до-
ступность аминокислотных остатков S4 для воды 
с внутренней и внешней стороны (рис. 5). При этом 

движение спирали S4 сочетает в себе вращение и на-
клон, и она всегда находится в полярном окружении 
(рис. 5А,Б). В модели ТМА спираль S4 может быть 
качественно сравнена с транспортером, у которого 
в каждом цикле доступность сайта связывания ме-
няется между внутренней и наружной сторонами. 
Такой эволюционно консервативный механизм до-
статочен для переноса большого количества зарядов 
через электрическое поле без передвижения S4 че-
рез мембрану. Модель ТМА согласуется со многими 
экспериментальными данными [47, 60, 72, 73, 78, 89, 
93].

Наибольшая разница между основополагающи-
ми моделями заключается в амплитуде движения 
сегмента S4, что может быть следствием принятых 
в моделях упрощений. Например, в модели ВСМ дви-
жение S4 в основном представляется как движение 
жесткого тела, однако было показано, что S4 может 
переходить из конформации α-спирали в спираль 310 

[44, 54, 94–97]. В модели ЛМ предполагается, что ло-
пасть S3–S4 движется как одно целое, но экспери-
ментально показано, что эти две спирали передвига-
ются независимо [98].

СОВРЕМЕННЫЕ МОДЕЛИ АКтИВАЦИИ Kv-КАНАЛОВ
С установлением кристаллической структуры эу-
кариотического канала Kv1.2 (рис. 2В) [21], кото-
рая впоследствии была улучшена [99], и структуры 
химеры Kv1.2/Kv2.1 [44] доступными стали но-
вые данные об открытой конформации Kv-канала. 
Усовершенствование компьютерной техники и мето-
дов дало возможность рассчитывать более сложные 
молекулярные модели и изучать механизмы функ-
ционирования посредством молекулярной динамики. 
Все это привело к появлению ряда новых моделей 
и гипотез активации Kv-каналов, в частности, (5) мо-
дели согласованного движения спиралей (СДС) [53].

На основе данных рентгеноструктурного анализа 
(рис. 2В) [53] была построена молекулярная модель 
эукариотического канала Kv2.1 в закрытом состоя-
нии и создана СДС-модель активации канала. С этой 
целью использовали моделирование de novo (метод 
rosetta), метод молекулярной динамики (МД) и дан-
ные флуориметрии с фиксацией напряжения (volt-
clump fluorimetry, VcF).

Согласно модели СДС, во время деполяризации 
мембраны S4 движется как наклоняющийся винт, 
вращаясь на ~180о по часовой стрелке (с внекле-
точной стороны), поднимаясь вертикально на 6–8 Å 
и меняя угол наклона с ~60о до ~35о. Амплитуда вер-
тикальных движений S4 варьирует от ~0 Å для S308 
до ~14 Å для S289. При этом спирали S1, S2, S3 вра-
щаются вокруг S4 по часовой стрелке, что согласует-
ся с ранними данными [49] (рис. 6). 
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Рис. 5. Различные модели активации Kv-каналов. Все каналы и их части представлены в боковой ориентации: 
сверху внеклеточное пространство, внизу – цитоплазма. а – схема лопастной модели (ЛМ) активации Kv. По-
казано движение лопастей (овалы голубого цвета). Красными плюсами обозначены Arg в спирали S4. Б – модель 
ЛМ, основанная на кристаллической структуре KvAP [92]: показаны закрытая и открытая конформации. Лопасть 
S3b–S4 изображена красным цветом. Спирали S1–S4 подписаны. Канал показан во фронтальном разрезе. 
В – ВСМ. Показаны изменения в VSD-домене канала Shaker. Подвижные сегменты S4 и петля S4–S5 отмечены 
фиолетовым цветом. Положительно заряженные боковые цепи спирали S4 и отрицательно заряженные боко-
вые цепи спиралей S1–S3, взаимодействующие друг с другом, отмечены соответственно синим и красным [83]. 
Г – ВСМ. Показаны полноразмерные каналы в закрытой и открытой конформациях. Спирали S1–S6 пронумеро-
ваны. Спирали домена VSD раскрашены в разные цвета. Спирали порового домена (S5–S6) отмечены фиолето-
вым цветом [83]. д – схема движения спирали S4 (серый цилиндр) во время активации Kv-канала согласно ТМ, 
показывающая как деполяризация меняет доступность остатков Arg (синие кружки) из внутренней и наружной 
водной полости [48]. е – ТМ-активации Kv-каналов: показаны закрытая и открытая конформации канала Shaker. 
Трансмембранные спирали обозначены цветом: S1 – белым, S2 – желтым, S3 – красным, S4 – синим; поровый 
домен обозначен зеленым; Arg в S4 фиолетовый [48]
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Исходя из результатов измерения омега-тока [100] 
определили, что в закрытом состоянии канала меж-
ду r1 в спирали S4 (r294 в Kv1.2) и e226 (в Kv2.1) 
в спирали S2 формируется солевой мостик (рис. 6А), 
который стабилизирует закрытое состояние и пре-
пятствует проникновению ионов из внеклеточного 
водного вестибюля во внутренний [53]. При замене 
r1 на маленькую неполярную аминокислоту соле-
вой мостик разрушается и образуется сквозная пора, 
пропускающая протоны, возникает омега-ток [100], 
что подтверждено электрофизиологическими экс-
периментами [101, 102].

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что активация Kv-каналов связана с двумя основ-
ными типами конформационных изменений: (1) не-
зависимые движения VSD-доменов c переходом 
из состояния покоя в «закрытое активированное» со-
стояние, которое сохраняет ворота порового домена 
закрытыми [103–105], и (2) кооперативный переход 
всех доменов VSD и порового домена в открытое со-
стояние, при котором ворота порового домена откры-
ты для проникновения ионов [104–106].

В модели СДС роль открытия ворот отводится вну-
триклеточному участку спирали S6, при этом S5 сна-
чала поворачивается на ~7 Å вокруг порового домена. 
Таким образом, во вторую основную перестройку во-
влечены наклоны спирали S4, способствующие на-
клону внутриклеточной половины спирали S5. Такое 

движение против часовой стрелки (с внеклеточной 
стороны мембраны) дает возможность линкеру S4–
S5 и спирали S6 во всех четырех субъединицах дви-
гаться вместе и открывать внутриклеточные ворота 
(рис. 6).

Модели СДС закрытого и открытого канала пока-
зывают следующие молекулярные детали механизма 
активации Kv-канала (рис. 6):

(1) Спираль S4 движется вертикально на ~6–8 Å. 
В ранее опубликованных структурных моделях транс-
мембранного участка домена VSD в открытом и/или 
закрытом состоянии величина вертикальных дви-
жений S4 значительно различается: ~2–4 [48], ~3 [49] 
и 10–13 Å [87, 100]. Опубликованная ранее модель ка-
нала KvAP в состоянии покоя [46, 81] говорит о верти-
кальных движениях S4 с амплитудой ~15–20 Å;

(2) Спираль S3 движется относительно спиралей 
S1, S2 и S4. В предыдущих публикациях не отмечено 
заметных движений спирали S3 относительно всех 
других сегментов VSD-домена;

(3) Согласованные движения спиралей S4, S5, 
линкера S4–S5, S6 во всех четырех субъединицах 
при финальном открытии канала. Ни в одной из ра-
нее опубликованных моделей активации не был по-
казан механизм кооперативных движений при от-
крытии канала.

Соответствие модели СДС широкому кругу дан-
ных, которые ранее считались противоположными 

Рис. 6. Модель СДС. 
Сравнение моделей 
канала Kv1.2 [53] в ак-
тивированном (откры-
том) состоянии (слева) 
и в состоянии покоя 
(закрытом) (справа). Все 
спирали изображены 
цилиндрами, кроме S3 
и S4, которые показа-
ны спиралями. Показан 
только один VSD-домен. 
Спирали S1 и S2 – серые, 
линкер S4–S5 – малино-
вый. Положение угле-
родных атомов Cα Arg 
спирали S4 обозначено 
R1 и R4 и выделено голу-
бым. Аминокислотный 
остаток E226 спирали S2 
подписан E1, E236 спира-
ли S2 – E2, D259 спирали 
S3 – D; эти аминокисло-
ты выделены красным. 
а – вид сбоку. Б – вид со 
стороны внеклеточного 
пространства

а

Б

Активирован (открыт)  В состоянии покоя (закрыт)

Открыт Закрыт
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[47, 60, 72, 73, 93, 100, 107], позволяет устранить мно-
гие противоречия в обсуждении конформационных 
перестроек, лежащих в основе активации Kv-каналов. 
Как и в модели ВСМ [108], главное движение в модели 
СДС – осевое вращение S4 на ~180о. Как в ТМА [48], 
диэлектрическая полость вносит вклад в концентри-
рование трансмембранного поля, увеличивая таким 
образом воротный заряд, который энергетически свя-
зывает домен VSD с мембранным потенциалом.

Позднее модель СДС была улучшена методом 
полноатомной молекулярной динамики в мембран-
ном окружении с явным растворителем [55, 109]. 
Было показано, что в закрытом состоянии канала 
Kv1.2 α-спираль S4 спонтанно переходит в правоза-
крученную спираль 3

10
. Такая конформация спирали 

S4 ориентирует Arg к водной полости в домене VSD 
и позволяет образовывать солевые мостики с отри-
цательно заряженными аминокислотными остат-
ками вдоль спиралей S2 и S3. Стремление сегмента 
S4 принять конформацию спирали 3

10
 согласуется 

с кристаллическими структурами каналов [44, 94], 
в которых внутренняя часть S4 (~11 а.о.) образует 
спираль 3

10
.

Опираясь на улучшенную модель СДС [54], Варгас 
и соавт. [55] создали (6) консенсусную модель (КМ). 
Они использовали данные об основных взаимодей-
ствиях между аминокислотными остатками спиралей 
VSD-домена в закрытом канале. С использованием 
метода МД были смоделированы четыре ключевых 
взаимодействия (r294 и I177; r294 и I230; I230 и F267; 

F233 и r294 в канале Kv1.2). При этом получили че-
тыре независимые модели, которые в дальнейшем 
усреднили для создания КМ закрытой конформации 
канала Kv1.2 (рис. 7).

Модель КМ согласуется со всеми эксперимен-
тальными результатами, на которых были основаны 
ранние модели (ВСМ, ТМА, ЛМ) [46, 84, 89, 110–113]. 
КМ показывает, что S4 движется в вертикальном на-
правлении примерно на 7–10 Å (рис. 7) [55].

Однако модели СДС и КМ не в состоянии объяс-
нить все аспекты открытия/закрытия канала. Одна 
из причин этого – отсутствие знаний о структуре 
промежуточных конформаций Kv-канала. В связи 
с этим были предприняты попытки определить коли-
чество промежуточных конформаций и их строение 
экспериментальными методами и ММ.

МакКиннон и сотр. [114] обнаружили в домене VSD 
высококонсервативный сайт (рис. 8А), сформирован-
ный двумя отрицательно заряженными аминокис-
лотными остатками (D259, e236 – в канале Shaker) 
и одним высококонсервативным (F233), который 
представляет собой «катализатор» переноса через 
мембранное поле каждой из основных аминокислот 
(r1–r4, K5) VSD-домена. 

Этот сайт был назван центром переноса зарядов 
(ЦПЗ) [114]. При движении S4 каждый из ее за-
ряженных остатков последовательно связывает-
ся с этим центром, в результате чего весь процесс 
активации/инактивации разделяется на пять по-
следовательных стадий (открытый канал, три про-

Рис. 7. Модель КМ. Сравнение моделей домена VSD-канала Kv1.2 в открытом (слева) [21] и закрытом (справа) 
состоянии канала (модель КМ). Спираль S1 показана серым цветом, S2 – желтым, S3 – красным, S4 – синим. 
Атомы Cα остатка R294 перемещаются вертикально на 7–10 Å. Значения среднеквадратичных флуктуаций 
(RMSF) отражают разброс вертикальных координат z, рассчитанных для атома Cα. Синими шариками с боковы-
ми радикалами обозначены основные заряженные аминокислотные остатки спирали S4 (R1–R4), которые взаи-
модействуют с аминокислотными остатками других спиралей (подписаны и показаны их боковые цепи) [55]

RMSF = 4 Å

Δz = 7–10 Å

RMSF = 5 Å



22 | ActA nAturAe |  ТОМ 6  № 4 (23)  2014

ОБЗОРЫ

межуточных стадии и закрытый канал), в которых 
заряженные аминокислоты спирали S4 (r1–r4, 
K5) последовательно связываются с ЦПЗ (рис. 8Б). 
Используя метод МД и данные исследования, группа 
французских ученых [115] изучила структуру до-
мена VSD в различных промежуточных состояниях 
канала Kv1.2, помещенного в липидный бислой с при-
ложенным гиперполяризационным потенциалом. Эти 
пять стадий (состояний) были названы: начальное 
верхнее положение, α; три промежуточных, β, γ, δ; 
нижнее закрытое положение, ε (рис. 9). При деакти-
вации канала основные заряженные аминокислот-
ные остатки S4 движутся от внешних к внутренним 
сайтам связывания, которые представляют собой 
отрицательно заряженные остатки сегментов S1–S3 
(e183, e226, D259 и e236), а также группы PO

4
– липи-

дов. Во время деактивации канала центр масс остат-
ков r1–r4 движется во внутриклеточном направ-
лении приблизительно на 12 Å [78, 79]. Кроме того, 
каждое из четырех перемещений сопровождается 
передвижением одного остатка (K5, r4, r3 и r2) че-

рез участок ЦПЗ (рис. 9). В результате была предло-
жена (7) модель перемещения зарядов (МПЗ). 

При рассмотрении процесса с внешней стороны 
мембраны движение S4 сопровождается слабым 
наклоном (~15о); в стадии ε S4 становится под боль-
шим наклоном к мембране по сравнению со стадией 
α. Как показано в более ранних экспериментах [78, 
79], происходит умеренное спиральное вращение S4 
по часовой стрелке (~45о) и значительное спиральное 
скручивание против часовой стрелки (~90о) (рис. 9). 
В этой модели отсутствует значительное по сравне-
нию с другими моделями перемещение спирали S4, 
пока не повернется ее верх [50, 53, 96]. Данная мо-
дель учитывает данные о наличии ЦПЗ [114]: сайт 
ЦПЗ связывает основные остатки K5, r4, r3, r2 и r1 
в конформациях α, β, γ, δ и ε соответственно. В каж-
дой конформации позиция ЦПЗ сохраняется в преде-
лах центральной части липидного бислоя [115].

Опираясь на результаты экспериментов по созда-
нию металл-ионных (cd2+) мостиков, позднее обна-
ружили 20 новых сайтов взаимодействия между спи-
ралями VSD-домена [116]. Эти данные использовали 
для моделирования (методом rosetta) различных 
промежуточных конформаций канала Shaker и соз-
дания (8) модели деактивации Kv-каналов (МДК) 
[116]. Согласно модели МДК, при деактивации канал 
проходит пять стадий: О – открытый канал, С1– С2 – 
промежуточные состояния, С3 – закрытая конфор-
мация, c4 – глубокое закрытое состояние, возни-
кающее при сильной гиперполяризации (рис. 10). 
Стадия c3 соответствует КМ закрытого состояния 
Kv-канала [55].

В модели МДК во время деактивации S4 быстро 
движется во внутриклеточном направлении, по край-
ней мере на 12 Å, скользя вдоль спирали S3 (рис. 10) 
[116]. При этом короткий участок спирали S4 (~ 10 а.о.) 
имеет конформацию 3

10
-спирали. На стадии открыто-

го канала (О) 3
10

-спираль располагается посередине 
S4, при движении S4 вниз 3

10
-спираль перемещается 

по сегменту S4, оставаясь все время в центре мембра-
ны. При этом 3

10
-участок с обеих сторон ограничива-

ется двумя из пяти заряженных аминокислот (r1–r4, 
K5), а центральная его часть располагается напротив 
ЦПЗ (F290). На стадии c4 участок 3

10
 полностью пере-

ходит в α-спираль. Arg, расположенный выше F290, 
формирует солевой мостик с e283, а Arg, находящий-
ся ниже, – мостик с e293 (и e283 и e293 располагаются 
в спирали S2) (рис. 10). Деформация, вызванная этими 
солевыми мостиками, является основным стабилизи-
рующим фактором 3

10
-спирали. На стадии c4 послед-

ний остаток r1 проходит ниже гидрофобного замка, 
сформированного F290, и не может сформировать со-
левой мостик с e283, в результате чего структура S4 
релаксирует в α-спираль. Стадия c4 труднодостижи-

а

Б

Рис. 8. а – сайт центра переноса зарядов (ЦПЗ), высо-
коконсервативный в белках, содержащих VSD. Пока-
заны выровненные последовательности химерного ка-
нала Kv1.2/2.1 (GI: 160877792), Shaker (GI: 13432103), 
человеческого канала Nav1.1 (GI: 115583677), чело-
веческого канала Cav1.1 (GI: 110349767), человече-
ского канала Hv1 (GI: 91992155) и VSP (GI: 76253898). 
Представлены только те участки сегментов S2 и S3, 
которые формируют ЦПЗ. Высококонсервативные 
остатки, формирующие сайт, выделены: F – зеленым; 
E и D – красным. F соответствует Phe233 в химерном 
канале Kv1.2/2.1. Б – модель активации Kv-канала, 
состоящая из пяти стадий, на которых происходят 
четыре этапа передвижения VSD. На каждой стадии 
разные положительно заряженные остатки спирали S4 
((R1–R5) отмечены номерами) последовательно зани-
мают ЦПЗ (показан окружностью). Когда все четыре 
сенсора приходят к пятой стадии, пора открывается 
[114]
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ма и возможна только при значительной гиперполя-
ризации [117]. Для достижения стадии c4 сегмент S4 
должен передвинуться на 17 Å [116]. Существование 
c4 подтверждается экспериментальными данными 
[114, 118]. 

ЭЛЕКтРОМЕХАНИчЕСКАЯ СВЯЗЬ МЕЖДУ ПОРОВЫМ 
И VSD-ДОМЕНАМИ
До сих пор невыясненным остается вопрос, как дви-
жение VSD приводит к открытию поры канала, т.е. 
как осуществляется электромеханическая связь 
между VSD- и поровым доменами. Известно, что ос-
новная роль в этом процессе отводится линкеру 
S4–S5 [31, 56], но структурные данные отсутству-
ют. Для объяснения функционирования Kv-канала 
и выяснения механизма электромеханической свя-
зи порового и VSD-доменов группа исследователей 
[56] изучила кристаллическую структуру открытого 
состояния канала Kv1.2/Kv2.1 [44, 119] с помощью 
метода МД.

Была создана цельная и подробная (9) механи-
стическая модель активации/деактивации Kv-
канала (ММд) (рис. 11), объясняющая многие ранее 
неизвестные черты этого процесса [56]. 

При деактивации канала происходит уменьше-
ние ионного транспорта, сопровождаемое выходом 
воды из гидрофобной полости поры и конкурентным 
закрытием поры (коллапс поры), что объясняет ос-
мотическую зависимость всего процесса функцио-
нирования канала [17, 18]. Далее происходит (1) пол-
ная релаксация доменов VSD – передвижение S4 
внутрь на ~15 Å относительно более неподвижных 
спиралей S1–S3a, а также (2) вращение S4 на ~120o, 
благодаря которому заряженные аминокислотные 
остатки остаются направленными в полость VSD, 

и (3) боковое разделение VSD и порового доменов 
за счет вращения и передвижения VSD наружу от-
носительно поры, что позволяет поре оставаться за-
крытой. Остаток r4 при активированном состоянии 
канала располагается по центру мембраны в точ-
ке наибольшего трансмембранного электрического 
поля и является инициатором движения воротных 
зарядов. ЦПЗ – центральный гидрофобный остаток 
F233, разделяющий внешнюю и внутреннюю гидра-
тированные полости домена VSD. Остатки r3 и r2 
движутся последовательно, при этом движение S4 
во внутреннем направлении обычно останавливается, 
когда r1(Q) достигает F233. В VSD-домене образует-
ся несколько солевых мостиков, но в основном S4 вза-
имодействует с фосфатными группами липидов. Эти 
данные согласуются с данными о функциональном 
взаимодействии VSD-домена с липидами [13, 120].

При активации канал проходит те же этапы, 
но в обратном направлении (рис. 11): S4 стреми-
тельно передвигается наружу на ~5–10 Å. На пер-
вом этапе воротные заряды передвигаются быстро, 
так как большинство солевых мостиков между S4 
и другими сегментами домена VSD в закрытом со-
стоянии разрушены; при движении S4 наружу эти 
солевые мостики временно восстанавливаются, 
приводя к постепенному замедлению движения S4. 
Как только движение S4 подходит к завершению, 
домены VSD приближаются к состоянию, харак-
терному для активированного канала. Ключевое от-
личие от деактивации состоит в том, что все четыре 
домена VSD должны быть подняты перед полным 
открытием поры канала; канал с полностью переме-
щенными вверх сегментами S4 нарушает упаковку 
линкера S4–S5 со спиралью S6, что позволяет воде 
и выходящим ионам вновь зайти в пору и восстано-

Рис. 9. Пять ключевых промежуточных стадий домена VSD канала Kv1.2 согласно модели МПЗ: начальное верх-
нее положение, α; три промежуточных, β, γ, δ; и нижнее закрытое положение, ε. Основные остатки спирали 
S4 показаны синими палочками, аминокислотные остатки и PO

4
–-группа липидов, с которыми R1–R5 образуют 

солевые мостики, подписаны и обозначены красными палочками и желтыми шариками соответственно. Высоко-
консервативный остаток F233 спирали S2 показан голубыми шариками [115]

α β γ δ ε
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Рис. 10. Модель МДК. Промежуточные стадии, которые проходит VSD-домен канала Shaker при деактивации 
[116]. а – молекулярные модели домена VSD: О – открытый канал, С1–С2 – промежуточные состояния,  
С3 – закрытая конформация, C4 – глубокое закрытое состояние, возникающее при особых условиях. На каж-
дой стадии боковая цепь одного из Arg спирали S4 (голубые палочки) проходит через ЦПЗ (F290, зеленая 
палочка), при этом боковые цепи Arg, оказавшиеся рядом с ЦПЗ, формируют солевые мостики с отрицательно 
заряженными остатками спиралей S1–S3 (красные палочки; E247 в S1 и E283 в S2 выше F290, и E293 в S2 и 316D 
в S3 ниже F290). На всех стадиях участок спирали S4, располагающийся напротив F290, переходит в 3

10
-спираль 

(фиолетовая), однако на стадии C4 этот участок релаксирует в α-спираль (желтая). Таким образом, участок 
3

10
-спирали скользит вдоль сегмента S4 без затрат энергии, что предотвращает вращение этого участка во время 

активации/деактивации канала. Б – схема, показывающая движения спирали S4. Цвета как на рис. 10а

а

Б

С1 С2 С3 С4

α-спираль

3
10

-спираль O

вить проводимость. Боковые цепи L331 (S5) и P405 
(S6) переходят в положение, позволяющее им взаи-
модействовать [17]. Такие перестройки способствуют 
связыванию спирали S6 с мотивом PVP, что приво-
дит к расширению с внутриклеточной стороны и пол-
ной гидратации поры. Сопутствующее этому откры-

тие верхних (гидрофобных) ворот (I402) позволяет 
сайту S5 селективного фильтра заполниться иона-
ми K+ [121], а каналу перейти в полностью открытое 
состояние. Спираль S6 и линкер S4–S5 принимают 
плотноупакованную конфигурацию, которая стаби-
лизирует открытие поры.
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Рис. 11. ММд-модель активации Kv-
канала [56]. Воздействие на канал 
в активированном состоянии (1) потен-
циала гиперполяризации инициирует 
движение спирали S4 во внутреннем 
направлении и ослабление связи между 
VSD- и поровым доменами. В резуль-
тате происходит истощение ионного 
транспорта в полости поры (2) и даль-
нейший ее гидрофобный коллапс. За-
крытие верхних (Ile402 в Kv1.2) и нижних 
ворот [PVP мотив; Leu331 (S5)–Pro405 
(S6)] останавливает ток ионов (3). S4 
продолжает движение во внутреннем 
направлении; как только S4 заканчивает 
движение, линкер S4–S5 полностью опу-
скается, и домены VSD отстраняются 
от поры – канал переходит в закрытое 
состояние (4). Воздействие потенциала 
деполяризации на канал в закрытом со-
стоянии приводит к движению спирали 
S4 во внешнем направлении. Когда все 
четыре сегмента S4 и линкера S4–S5 
поднимутся (5) и все VSD-домены 
снова приблизятся к поре, тогда нижние 
ворота дестабилизируются; переход 
4 => 5 – этап, лимитирующий скорость 
активации канала. Флуктуация нижних 
ворот вызывает открытие поры и частич-
ную ее регидратацию, что позволяет 
ионам калия войти внутрь и иницииро-
вать проводимость канала (6); пере-
ход 5 => 6 не зависит от потенциала. 
Присутствие ионов способствует полной 
регидратации поры, что приводит 
к полному открытию верхних и нижних 
ворот, возвращая канал к открытому 
состоянию (1). Расположение доменов 
VSD (кружки) относительно порового 
домена (квадраты) показано схематиче-
ски (вид с внеклеточной стороны) [56]
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Мы приходим к выводу, что открытие и закрытие 
Kv-канала – это энергетически асимметричный про-
цесс [56]. Поскольку пора более стабильна в дегидра-
тированном закрытом состоянии [17, 122] (в связи 
с гидрофобностью полости поры [17]), для ее закры-
тия нет необходимости в сильном давлении спира-
ли S4 на линкер S4–S5. Напротив, активация канала 
требует приложения работы деполяризации, стиму-
лирующей передвижение спирали S4 через мембра-
ну, которая в конечном счете сильно тянет линкер 
S4–S5, что приводит к нарушению взаимодействия 
S4–S5/S6 и открытию поры. Только когда все ворот-
ные заряженные аминокислотные остатки и линкер 
S4–S5 находятся в поднятом состоянии, происходит 

достаточно сильная дестабилизация закрытой поры, 
в результате чего флуктуации нижних ворот (за счет 
нарушения взаимодействий линкера со спиралью S6) 
позволяют частично, а затем и полностью гидрати-
ровать полость поры. Линкер S4–S5 находится в на-
пряжении в активированном состоянии канала и рас-
слаблен в состоянии покоя, что, возможно, объясняет 
консервативность длины линкера: более короткий 
линкер ингибирует закрытие канала, так как S4 
не может переместиться на достаточное расстояние, 
а более длинный линкер ингибирует открытие, по-
тому что даже полное перемещение S4 во внешнем 
направлении не может эффективно тянуть спираль 
S6 посредством линкера S4–S5 [56].
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Таким образом, модель ММд показала, что лин-
кер S4–S5 и c-конец спирали S6 управляют процес-
сом открытия/закрытия канала независимо от ме-
ханизма, поднимающего и опускающего домен VSD 
[56]. Тот факт, что лопасть S3b–S4 можно заменить 
гомологичной последовательностью с сохранением 
химерным каналом свойств нативного канала [123, 
124], свидетельствует о том, что эта лопасть является 
ключевым механистическим элементом в процессе 
активации/деактивации канала. Если учесть при-
родную вариабельность последовательности данного 
функционального участка (лопасть S3b–S4 и взаи-
модействующий участок линкера S4–S5 со спиралью 
S6), то понятными становятся различия в параметрах 
активации Kv-каналов. 

ЗАКЛЮчЕНИЕ
В ходе длительной истории изучения механизма 
активации Kv-каналов было предложено большое 
количество моделей, начиная с основополагающих 
(ВСМ, ЛМ и ТМА) и заканчивая современными: СДС, 
КМ, МПЗ, МДК, МД, ММд [53, 54, 56, 115, 116], осно-
ванными на данных кристаллографии, мутационного 
анализа, ММ и биофизических данных. Подобный 
синтез различных методов и подходов позволил ре-
шить сложнейшую задачу – определить процессы, 
лежащие в основе активации Kv-канала, без исполь-
зования прямых структурных данных о закрытой 
конформации и промежуточных состояниях.

К настоящему времени исследователи все больше 
и больше приходят к единой модели активации Kv-
канала. Группам ученых [53, 54, 56, 115, 116] удалось 
добиться сходных результатов, однако количество 
стадий, амплитуды движений и их направления раз-
личаются в разных моделях. Оценка вертикального 
передвижения S4 зависит от того, как оно было вы-
ровнено относительно открытой структуры канала, 
а также от флуктуаций, значительных в виду дина-
мичности промежуточных конформаций [55]. 

Сравнение всех доступных моделей VSD-доменов 
канала в закрытой конформации [53, 54, 56, 115, 116] 
показало, что все они лежат в пределах ~3.5 Å rMSD 
относительно положения атомов cα [125]. Остается 
только одно несоответствие, которое заключает-
ся в определении позиции боковой цепи остатка r1. 
Этот остаток в одних моделях [53, 55] взаимодейству-
ет с e226, а в других [56, 115] – с D283. Каждая груп-
па ученых утверждает, что полученные ими данные 
подтверждаются экспериментально [50, 114, 118, 126]. 
Возможно, что обе конформации существуют одно-
временно при наличии потенциала гиперполяриза-
ции [127]. 

Модели активации рассматривают две – три про-
межуточные стадии [53, 54, 56, 115, 116]. Следует иметь 

в виду, что промежуточные конформации нестабиль-
ны и трудно отделимы друг от друга [116], поэтому 
разные авторы вполне могут рассматривать одни 
и те же этапы активации. Так, в моделях МПЗ, ММд 
[56, 115] рассматриваются три промежуточные стадии, 
в то время как в модели МДК [116] таких стадий две, 
но все эти модели описывают очень схожие процес-
сы. Вероятно, все модели представляют один и тот же 
процесс, но выбирают разные промежуточные точки. 
Несмотря на небольшие различия в моделях [53, 54, 
56, 115, 116], все они хорошо описывают обобщенный 
процесс активации Kv-канала и объясняют основные 
принципы его функционирования. Особенно полно из-
ложена модель ММд [56]. Согласно этим принципам, 
в каждом VSD-домене канала имеются глубокие во-
дные полости с обеих сторон мембраны, разделенные 
тонким перешейком, содержащим консервативный 
Phe, который служит катализатором передвижения 
воротных зарядов S4. Положительные основные ами-
нокислотные остатки S4 стабилизируются, взаимодей-
ствуя попарно с отрицательными зарядами в спира-
лях S1–S3, расположенных вдоль поверхности S4 [49, 
69, 71]. Во время активации положительные заряды 
«перепрыгивают» от одного отрицательного заряда 
к следующему, что приводит к конформационному 
изменению в VSD. Движение S4 представляет собой 
комбинацию нескольких процессов: 1) наклон спирали 
S4 в мембране, 2) вращение вокруг своей оси и 3) вер-
тикальное и радиальное передвижение. Это движение 
смещает линкер S4–S5 и таким образом приводит к от-
крытию поры. Внутренняя часть спирали S4 растяги-
вается, в то время как два ее конца закручиваются по-
добно винту. Открытие канала происходит после того, 
как переместились все четыре VSD-домена, в то вре-
мя как закрытие канала требует перемещения только 
одного из них. Для установления точного механизма 
активации/деактивации, особенно процесса электро-
механической связи доменов, необходимо получить 
атомарную структуру Kv-канала не только в двух ко-
нечных конформациях (открытой и закрытой), а так-
же в промежуточных состояниях, что представляется 
чрезвычайно сложной задачей, так как эти состояния 
нестабильные и короткоживущие по сравнению со 
временем всего процесса активации. 
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РЕФЕРАт Нереплицирующиеся рекомбинантные аденовирусные векторы (rAd) являются эффективным 
молекулярным инструментом для генной терапии и генной вакцинации. С помощью таких векторов нуж-
ные гены можно доставить и экспрессировать в клетках различных эпителиев, печени, в иммунных и кро-
ветворных клетках животных и человека. Успех генной терапии и генной вакцинации зависит от интен-
сивности продукции целевого белка, кодируемого вектором. В представленной работе изучено влияние 
агонистов Toll-подобных рецепторов (TLR) на эффективность трансдукции и экспрессии rAd в антиген-
представляющих клетках животных и человека. Установлено, что агонисты TLR2, 4, 5, 7, 8 и 9 значительно 
усиливают продукцию белка в клетках, трансдуцированных rAd со вставкой гена этого белка. Эффект 
усиления реализуется в дендритных клетках и макрофагах, экспрессирующих цитоплазматический (GFP), 
мембранный (HA) или секреторный (SEAP) белки. На лабораторных мышах показано усиление экспрес-
сии целевого белка с помощью фармацевтического агониста TLR4. В отличие от агонистов других TLR, 
агонист TLR3 подавляет продукцию GFP или SEAP в клетках, трансдуцированных rAd со вставкой гена 
этих белков. Предполагается, что усиление экспрессии целевого белка связано с активацией сигнального 
пути MyD88 → NF-kB, а подавление – с активацией сигнального пути TRIF → IRF. При активации обоих 
сигнальных путей агонистом TLR4 доминирует сигнал MyD88 → NF-kB, стимулирующий продукцию белка, 
кодируемого трансгеном в составе rAd. 
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА агонисты Toll-подобных рецепторов, генная терапия, генная иммунизация, рекомбинант-
ные нереплицирующиеся аденовирусные векторы, экспрессия трансгенов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИИ rAd – нереплицирующийся рекомбинантный аденовирусный вектор; TLR – Toll-
подобный рецептор; БОЕ – бляшкообразующая единица; ПС – полная культуральная среда; БСА – бычий 
сывороточный альбумин; PBS – фосфатный буферный раствор; LTA – липотейхоевая кислота; Poly[I : 
С] – полиинозиновая : полицитидиловая кислота; LPS – липополисахарид; MPL-A – монофосфорильное 
производное липида А; TNF-α – фактор некроза опухоли α; GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующий фактор; CLI-095 – известен также, как TAK-242, селективный ингибитор TLR4-
сигнализации; SEAP – секреторная эмбриональная щелочная фоcфатаза; GFP – зеленый флуоресцентный 
белок; DAPI – 4′,6-диамидино-2-фенилиндолдигидрохлорид; HA – гемагглютинин вируса гриппа H1N1; 
CMV – цитомегаловирус; IL – интерлейкин.

ВВЕДЕНИЕ
Нереплицирующиеся рекомбинантные аденови-
русные векторы (rAd) применяются для экспрес-
сии трансгена в клетках различного типа. В зави-
симости от гена rAd могут использоваться в генной 

терапии (гены опухолевых супрессоров, факторов 
роста и др.) или генетической иммунизации (гены 
протективных антигенов возбудителей). В случае 
иммунизации антиген вырабатывается трансдуци-
рованными клетками иммунизированного организ-
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ма в течение 2–3 недель, что приводит к развитию 
интенсивного иммунного ответа. По такому прин-
ципу сконструированы вакцинные препараты про-
тив туберкулеза, малярии, гриппа и многих других 
актуальных инфекций. Большинство препаратов 
на основе rAd пока находятся на различных стадиях 
клинического изучения [1–5], и лишь один препа-
рат зарегистрирован и разрешен к применению [6]. 
Однако уже накоплено достаточно сведений, чтобы 
считать иммуногены и вакцины на основе rAd без-
опасными и эффективными. 

Иммунные реакции на нужный антиген, кодиру-
емый rAd, можно усиливать с помощью агонистов 
toll-подобных рецепторов (tLr) [3]. Мы создали 
оригинальную экспериментальную вакцину про-
тив гриппа, в состав которой входят rAd, коди-
рующие протективные антигены вируса гриппа, 
и фармацевтический агонист tLr4 – Иммуномакс® 
[7–9] – выделенный из растений водорастворимый 
высокомолекулярный кислый полисахарид с моле-
кулярной массой более 1 МДа [10]. Использование 
Иммуномакса в качестве молекулярного адъюванта 
позволяет усилить реакции Т-клеток на антигены 
вируса гриппа и повысить защитные свойства вак-
цины. Кроме того, включение данного адъюванта 
в состав вакцины позволяет в 3–10 раз уменьшить 
дозу rAd, кодирующих антигены вируса грип-
па, без потери ее иммуногенных и протективных 
свойств. 

Иммуномакс не оказывает прямого воздействия 
на Т-клетки. Этот препарат активирует антиген-
представляющие клетки, в частности дендрит-
ные клетки и макрофаги. В дендритных клетках 
Иммуномакс индуцирует усиленную экспрессию 
коактиваторных молекул, а именно: cD80, cD86, 
cD40, MHc класса II, а также секрецию иммуно-
стимулирующих цитокинов IL1β, tnF-α, IL6, 8 
и 12 [10]. Этих событий в антигенпредставляющих 
клетках вполне достаточно для проявления имму-
ностимулирующего действия Иммуномакса. Однако 
нельзя исключить, что Иммуномакс усиливает так-
же продукцию антигенов, кодируемых трансгеном 
в составе rAd. 

При иммунизации rAd синтез белка-антиге-
на происходит непосредственно в антигенпред-
ставляющих клетках, поэтому мы предположили, 
что Иммуномакс, наряду с коактиваторными моле-
кулами и цитокинами, может стимулировать и про-
дукцию белка-антигена. Такое влияние препарата 
могло бы вносить вклад в усиление ответа Т-клеток, 
распознающих антиген на поверхности антигенпред-
ставляющих дендритных клеток.

В представленной работе нами изучена экспрес-
сия белков, гены которых встроены в rAd, в ден-

дритных клетках и макрофагах, на которые воз-
действовали Иммуномаксом, а также агонистами 
других tLr. Полученные результаты свидетель-
ствуют, что Иммуномакс в 2–11 раз усиливает ин-
тенсивность продукции белка-антигена в дендрит-
ных клетках и макрофагах. Усиление экспрессии 
наблюдалось при использовании rAd, кодирующих 
мембранный, цитоплазматический и секретор-
ный белки. Подобно Иммуномаксу другой агонист 
tLr4 – липополисахарид из Escherichia coli – тоже 
стимулировал экспрессию трансгенных белков, ко-
дируемых rAd. Более того, агонисты других рецеп-
торов tLr, в частности tLr2, 5, 7, 8 и 9, усиливали 
экспрессию таких белков, тогда как агонист tLr3 
не усиливал, а подавлял их продукцию. Сравнение 
внутриклеточных сигнальных путей от разных tLr 
позволило предположить, что сигнал, начинающий-
ся с MyD88 и оканчивающийся фактором nF-kB, 
стимулирует, а сигнальный путь, использующий 
trIF и оканчивающийся факторами транскрипции 
IrF-3 и IrF-7, подавляет продукцию белков, опре-
деляемую аденовирусным вектором. Сигнальный 
путь через MyD88 доминирует над сигналом через 
trIF, поэтому при воздействии агониста tLr4, 
когда используются обе сигнальные ветви (MyD88 
и trIF), наблюдается усиление экспрессии транс-
гена. 

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Антитела и реагенты
Использованы следующие моноклональные анти-
тела: cD11b-BD Horizon V450, Ly-6G APc-cy7 
(BD Pharmingen™), cD11c Pe, cD19 eFluo450 
(eBiosciences), F4/80 APc (BioLegend), Anti Mouse 
MHc II (I-A)-FItc (eBiosciences). Моноклональные 
антитела к гемагглютинину вируса гриппа H1n1 
(HA) любезно предоставлены А.А. Кущ (НИИ виру-
сологии им. Д.И. Ивановского МЗ России). 

В работе были использованы агонисты toll-
подобных рецепторов: липотейхоевая кислота (LtA, 
лиганд tLr2), синтетический аналог двухцепочечной 
РНК – полиинозиновая : полицитидиловая киcлота 
(Poly[I : С], лиганд tLr3), монофосфорильное произ-
водное липида А (MPL-A, лиганд tLr4), флагеллин 
(лиганд tLr5), имиквимод (лиганд tLr7/8), синте-
тический олигонуклеотид ODn-cpG 1826 (лиганд 
tLr9) – все препараты фирмы InvivoGen, а также 
липополисахарид из E. coli серотип 055:B5 (LPS, 
лиганд tLr4, Sigma, L-2880). Кроме того, в рабо-
те использовали рекомбинантный фактор некроза 
опухоли α (tnF-α, Sigma, t7539). В специальных 
экспериментах применяли cLI-095 (InvivoGen) – 
специфический ингибитор сигнального пути tLr4. 
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При микроскопии использовали краситель ДНК – 
дигидрохлорид DAPI (Sigma).

Животные
Мышей линии BALB/c в возрасте 8–10 недель, по-
лученных из питомника «Столбовая», содержали 
на стандартной диете в стандартных условиях вива-
рия ГНЦ Института иммунологии ФМБА. 

Культуры клеток
Все культуры клеток инкубировали в полной среде 
(ПС), составленной из DMeM с 25 мМ HePeS, допол-
ненной коктейлем заменимых аминокислот, 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки, 2 мM L-глутамина, 
1 мМ пирувата натрия, 50 мкМ β-меркаптоэтанола 
и 10 мкг/мл гентамицина (все реактивы «ПанЭко») 
при 37оС в увлажненной атмосфере с 5% СO

2
.

Линию клеток 293/tLr4-MD2-cD14 (InvivoGen), 
стабильно трансфицированную tLr4 с корецепто-
рами cD14 и MD-2, поддерживали in vitro в при-
сутствии селективных антибиотиков бластицидин 
и гигромицин в соответствии с рекомендациями фир-
мы-производителя. Для мониторинга активности nF-
kB клетки трансдуцировали лентивирусным векто-
ром (cleveland BioLabs), несущим репортерный ген 
β-галактозидазы под контролем nF-kB-зависимого 
промотора. Далее клетки культивировали в соответ-
ствии с рекомендациями разработчиков в присут-
ствии дополнительного селективного антибиотика 
пуромицин. 

Суспензии первичных клеток селезенки, кост-
ного мозга и брюшной полости мышей готовили 
общепринятыми методами. Дендритные клетки 
получали in vitro дифференцировкой клеток кост-
ного мозга мышей BALB/c в присутствии грануло-
цитарного макрофагального колониестимулирую-
щего фактора (GM-cSF, granulocyte-macrophage 
colony stimulating factor). Костный мозг вымывали 
из бедренных и больших берцовых костей мыши, 
эритроциты удаляли осмотическим лизисом, ядро-
содержащие клетки дважды отмывали фосфатным 
буферным раствором (PBS, Amresco, e404), после 
чего культивировали в полной среде с добавлением 
10 нг/мл GM-cSF (Sigma) в течение 7 дней как опи-
сано в [4]. К окончанию этого срока неадгезионные 
клетки содержали 70–75% дендритных клеток. 
Адгезионная часть культуры была на 95% пред-
ставлена макрофагами. Для получения макрофагов 
сначала осторожно удаляли неадгезионные клет-
ки, оставшийся монослой адгезионных клеток от-
мывали PBS (0.5% БСА), затем приливали раствор 
Версена («ПанЭко») и выдерживали в течение 1 ч 
при 4оС, после чего макрофаги смывали PBS (0.5% 
БСА). 

Перитонеальные макрофаги получали путем вы-
мывания клеток из перитонеальной полости интакт-
ных мышей BALB/c с помощью PBS, дополненного 
1% глюкозы, 10 мM HePeS и 0.5% бычьего сыворо-
точного альбумина. Клетки осаждали центрифугиро-
ванием, суспензировали в ПС, культивировали в те-
чение 18–20 ч при 37oc в атмосфере 5% cO

2
. Затем 

не прилипшие к пластику клетки удаляли, осторож-
но промывая культуральной средой и PBS. Более 90% 
оставшихся на пластике, адгезионных, клеток были 
представлены макрофагами.

Нереплицирующиеся рекомбинантные 
аденовирусные векторы со вставкой трансгена 
Нереплицирующиеся рекомбинантные аденови-
русные векторы rAd-SeAP, rAd-GFP и rAd-HA со 
вставкой генов секреторной эмбриональной щелочной 
фоcфатазы (SeAP), зеленого флуоресцентного белка 
(GFP) или гемагглютинина вируса гриппа H1n1 (HA) 
получали на основе плазмиды pShuttle-cMV соглас-
но рекомендациям производителя Adeasy Adenoviral 
vector system (Stratagene, сat. 240009), используя 
плазмидные конструкции pGreen (carolina Biological 
Supply company), p310D (prccMV-SeAP) и pAL-HA 
(обе собственного изготовления). Наличие генов белков 
GFP, SeAP, HA в соответствующих плазмидных кон-
струкциях pShuttle-cMV-GFP, pShuttle-cMV-SeAP, 
pShuttle-cMV-HA подтверждали рестрикционным 
анализом с использованием эндонуклеаз ecorI, notI 
и ecorV и с помощью ПЦР.

Присутствие генов GFP, SEAP и HA в rAd под-
тверждали методом ПЦР. Титры препаратов rAd-
GFP, rAd-SeAP и rAd-HA определяли методом 
бляшкообразования в культуре клеток линии HeK-
293 [11]. 

Трансдукция клеток нереплицирующимися 
рекомбинантными аденовирусными векторами
Культуры клеток трансдуцировали rAd-SeAP, rAd-
GFP или rAd-HA из расчета 7–200 БОЕ на клетку. 
Трансдукцию клеток проводили в 50 мкл бессы-
вороточной среды Optmizer™ (GIBcO) в течение 
1 ч, затем в культуры клеток вносили 150 мкл ПС. 
Трансдуцированные клетки культивировали в при-
сутствии агониста tLr4 Иммуномакса (10 мкг/мл) 
или без него в течение 1–6 дней. При изучении вли-
яния других агонистов tLr клетки инкубировали 
в присутствии LtA (1 мкг/мл), Poly[I : С] (10 мкг/мл), 
LPS (10 мкг/мл), MPL-A (5 мкг/мл), флагеллина 
(0.1 мкг/мл), имиквимода (1 мкг/мл), ODn-cpG 1826 
(10 нг/мл). Кроме того, для активации клеток, минуя 
tLr, использовали tnF-α (10 нг/мл). Для ингибиро-
вания сигнала tLr4 в культуры клеток вносили cLI-
095 (1 мкг/мл).
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Трансдукция нереплицирующимися 
рекомбинантными аденовирусными векторами 
in vivo
Для трансдукции восприимчивых клеток in vivo 
в перитонеальную полость мышей BALB/c вводили 
rAd-SeAP в количестве 108 БОЕ в 200 мкл физио-
логического раствора вместе с 10 мкг Иммуномакса 
или без него (по четыре мыши в каждой эксперимен-
тальной группе).

Экспрессию введенного трансгена оценивали 
по концентрации белка SeAP в крови мышей. С этой 
целью через 3 сут после введения rAd-SeAP у мы-
шей забирали кровь из ретроорбитального синуса, 
получали сыворотку и измеряли содержание SeAP 
в образцах сыворотки.

Измерение интенсивности продукции белков 
SEAP, GFP и HA, кодируемых rAd
Продукцию секреторного белка SeAP в сыво-
ротке крови или культуральной среде опреде-
ляли согласно [12] с незначительными моди-
фикациями. Тестируемую жидкость осветляли 
центрифугированием при 14000 g в течение 2 мин, 
затем прогревали при 65оС в течение 5 мин. Субстрат 
п-нитрофенилфосфат вносили в реакционном бу-
фере (0.5 М cacO

3
, 0.5 мМ Mgcl

2
, рН 9.8), оптиче-

скую плотность измеряли при длине волны 405 
нм. Активность SeAP выражали в мЕ/мл, считая, 
что 1 мЕ/мл соответствует увеличению оптической 
плотности на 0.04 ед./мин.

Продукцию GFP в клетках определяли методом 
проточной цитофлуориметрии на FAcS Aria II (BD 
Biosciences). Интенсивность флуоресценции опреде-
ляли в диапазоне длин волн 515–545 нм при лазер-
ном возбуждении на волне 488 нм. Популяции клеток 
идентифицировали, окрашивая суспензию смесью 
меченных флуорохромом антител к поверхностным 
белкам cD11b, cD11c, cD19, Ly6G, F4/80, с после-
дующим анализом на цитофлуориметре FAcS Aria 
II. Кроме того, продукцию GFP в дендритных клет-
ках и макрофагах, меченных антителами к cD11c 
или F4/80 соответственно, подтверждали с помощью 
конфокальной микроскопии.

Экспрессию мембранного белка HA определяли, 
окрашивая клетки моноклональными антителами 
к HA, с последующим анализом методом проточной 
цитофлуориметрии на приборе FAcS Aria II.

Конфокальная микроскопия
Культуры клеток инкубировали в полной сре-
де на культуральных слайдах (SPL Life Sciences 
Ltd., Ю. Koрея) со съемным дном в виде предмет-
ного стекла. После инкубации клетки фиксирова-
ли в течение 20 мин в PBS, содержащем 3.7% па-

раформальдегида (Sigma), промывали PBS с 0.5% 
БСА и окрашивали антителами в течение 1 ч. После 
дополнительной отмывки в PBS клетки окрашива-
ли DAPI (1 мкг/мл) в PBS для анализа на конфо-
кальном микроскопе Axio Observer.Z1 (carl Zeiss, 
Германия) с камерой QuanteM 512Sc (Photometrics, 
Великобритания). 

Статистическая обработка данных
Все результаты представлены в виде средних зна-
чений и соответствующих величин стандартного 
отклонения. Статистическую значимость различий 
определяли с использованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬтАтЫ

Усиление экспрессии белка, кодируемого 
трансгеном в составе rAd, при воздействии 
Иммуномакса
Нереплицирующиеся rAd трансдуцируют эпители-
альные клетки и эффективно экспрессируют в них 
трансген. Для использования rAd с целью имму-
низации важно добиться экспрессии нужного бел-
ка-антигена в антигенпредставляющих клетках, 
в частности в дендритных клетках и макрофагах. 
В данной работе мы установили, что rAd вполне 
успешно экспрессируются в первичных дендрит-
ных клетках и макрофагах мыши. При введении 
rAd-GFP в культуры клеток селезенки, костного 
мозга или перитонеальных макрофагов мы наблю-
дали экспрессию трансгена в дендритных клетках, 
макрофагах и гранулоцитах селезенки, дендрит-
ных клетках и макрофагах, полученных при куль-
тивировании клеток костного мозга в присутствии 
GM-cSF, а также в макрофагах брюшной полости 
(рис. 1 и 2). Экспрессия rAd в лимфоидных клетках 
и, в частности, в В-клетках, cD4 и cD8 t-клетках, 
nK-клетках не регистрировалась. Природа клеток, 
экспрессирующих белок GFP, доказана нами путем 
одновременного окрашивания моноклональными 
антителами к cD11c – в случае дендритных кле-
ток, F4/80 – макрофагов и Ly-6G – гранулоцитов. 
В качестве примера представлены микрофотогра-
фии дендритных клеток, содержащих на клеточной 
мембране молекулы cD11c и экспрессирующих GFP 
в цитозоле (рис. 3А).

Активация дендритных клеток Иммуномаксом 
одновременно с трансдукцией этих клеток rAd-
GFP приводила к усиленной экспрессии белка 
GFP. При этом увеличивался как процент дендрит-
ных клеток, экспрессирующих GFP (рис 1, 2, 3Б, 
4А), так и интенсивность его продукции (рис. 4Б). 
Подобное усиление экспрессии rAd-GFP мы наблю-
дали и в макрофагах. Усиление экспрессии трансгена 
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не зависело от тканевой принадлежности дендрит-
ных клеток и макрофагов. Оно отчетливо регистри-
ровалось в дендритных клетках селезенки и костного 
мозга, а также в макрофагах из селезенки, костного 
мозга или перитонеальной полости (см. рис. 1–4).

Иммуномакс не изменяет тропности rAd к типам 
клеток, в которых экспрессируется
При изучении экспрессии rAd в культурах клеток 
селезенки или костного мозга мыши мы обратили 
внимание на то, что Иммуномакс усиливает экспрес-

Рис. 1. Влияние агониста TLR4 (Иммуномакс) на трансдукцию и экспрессию rAd-GFP в различных типах клеток 
селезенки мыши. Спленоциты мыши трансдуцировали rAd-GFP (5 × 105 БОЕ/мл) и инкубировали в течение  
3 сут в присутствии Иммуномакса (10 мкг/мл) или без него. Затем клетки окрашивали смесью меченных флуо-
рохромом антител и анализировали на проточном цитометре FACS Aria II. Левая вертикаль – выделение (gating) 
CD11c+ дендритных клеток, F4/80+ макрофагов, CD11b+Ly-6G+ гранулоцитов и CD19+ B-клеток с указанием 
процентного содержания клеток этого типа в общей популяции клеток селезенки. В соответствующих рядах по 
горизонтали представлено содержание дендритных клеток, макрофагов, гранулоцитов и В-клеток с флуорес-
ценцией GFP после трансдукции rAd-GFP и культивирования с Иммуномаксом или без него. Негативный кон-
троль (среда) – культура клеток селезенки без трансдукции
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сию трансгена только в клетках тех типов, в которых 
вектор экспрессировался в отсутствие Иммуномакса. 
Под влиянием Иммуномакса не изменялась троп-
ность вектора к различным типам клеток. В частно-
сти, rAd-GFP экспрессировался в дендритных клет-
ках и макрофагах, но не экспрессировался в cD4 
и cD8 t-клетках, В-клетках и nK-клетках. Под вли-
янием Иммуномакса экспрессия rAd-GFP усили-
валась только в дендритных клетках, макрофагах 
и гранулоцитах, в других типах клеток вектор по-
прежнему не экспрессировался. В качестве примера 
представлены результаты исследования В-клеток 

(см. рис. 1), в которых rAd-GFP не экспрессировался 
ни до, ни после их активации Иммуномаксом. 

Иммуномакс не влияет на репликацию rAd 
в специальных клетках HEK-293
Усиление экспрессии трансгена в составе rAd 
под действием Иммуномакса выдвигает естествен-
ный вопрос, не будет ли Иммуномакс активиро-
вать репликацию самих аденовирусных частиц. 
Поскольку репликация rAd в обычных клетках не-
возможна, для размножения rAd используют специ-
альную клеточную линию HeK-293, в геном которой 

Трансдукция rAd-GFP

Среда  rAd-GFP rAd-GFP + Иммуномакс

SS
C

GFP

М
ак

р
о

ф
аг

и 
 

пе
р

ит
о

не
ал

ьн
ы

е
М

ак
р

о
ф

аг
и 

ко
ст

но
го

 
м

о
зг

а
К

о
ст

но
м

о
зг

о
вы

е
  

д
е

нд
р

ит
ны

е
 к

ле
тк

и

C
D

11
b

C
D

11
b

I–
A

CD11c

F4/80

F4/80

0.6%

1%

0.1% 25% 60%

2% 11%

4% 13%

Рис. 2. Влияние агониста TLR4 (Иммуномакс) на трансдукцию и экспрессию rAd-GFP в дендритных клетках и 
макрофагах, дифференцированных in vitro из клеток костного мозга, а также в макрофагах из перитонеальной 
полости мыши. Клетки трансдуцировали rAd-GFP (5 × 105 БОЕ/мл) и инкубировали в течение 4 сут в присутствии 
Иммуномакса (10 мкг/мл) или без него. Затем клетки окрашивали смесью меченных флуорохромом антител и 
анализировали на проточном цитометре FACS Aria II. Левая вертикаль – выделение (gating) CD11c+I–A+ дендрит-
ных клеток и CD11b+F4/80+ макрофагов костного мозга, а также CD11b+F4/80+ макрофагов перитонеальной 
полости с указанием процентного содержания клеток этого типа в общей популяции клеток. В соответствующих 
рядах по горизонтали представлено содержание дендритных клеток и макрофагов с флуоресценцией GFP после 
трансдукции rAd-GFP и культивирования с Иммуномаксом или без него. Негативный контроль (среда) –  культу-
ра клеток без трансдукции
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встроены гены области e1 аденовируса, удаленные 
из аденовирусного вектора. 

Мы проверили, как Иммуномакс влияет на репли-
кацию rAd в культуре клеток линии HeK-293-tLr4/
MD2. В предварительных экспериментах было по-
казано, что Иммуномакс действует через tLr4, ак-
тивируя продукцию репортерного белка в клетках 
HeK-293-tLr4/MD2. Этот эффект Иммуномакса 
подавляется cLI-095, специфическим ингибитором 
tLr4-сигнального пути. Как и в клетках HeK-293, 
в клетках HeK-293-tLr4/MD2 происходит активная 
репликация rAd с развитием через 2–4 дня цитопа-
тического эффекта. Мы титровали образец rAd-GFP 
в клетках линии HeK-293-tLr4/MD2 в присутствии 
Иммуномакса или без него. Исходный образец rAd-
GFP вносили в три лунки 96-луночной пластиковой 
панели с 40–50% конфлуентным монослоем клеток 
HeK-293-tLr4/MD2. Титрование вируса проводили 
в 24 последовательных разведениях с шагом разве-

дения в 5 раз. В культурах клеток, где происходила 
репликация rAd, можно было наблюдать продукцию 
белка GFP и гибель клеток в течение нескольких 
дней. Репликация rAd наблюдалась, начиная с мак-
симальной концентрации rAd, и при его последова-
тельных разведениях, вплоть до 13-го. В присутствии 
Иммуномакса и в его отсутствие (контрольные куль-
туры) последнее разведение rAd-GFP, при котором 
отмечена экспрессия GFP и цитопатический эффект, 
составили 513, т.е. Иммуномакс не влиял на реплика-
цию rAd в клетках HeK-293-tLr4/MD2, имеющих 
рецепторы tLr4 и отвечающих на Иммуномакс ак-
тивацией nF-kB.

Иммуномакс усиливает экспрессию трансгенов, 
кодирующих цитоплазматический, секреторный 
или мембранный белки 
Выше было описано усиление Иммуномаксом экс-
прессии трансгена, входящего в состав rAd и ко-

Рис. 3. Конфокальная микроскопия дендритных клеток, трансдуцированных rAd-GFP в присутствии Иммуномак-
са или без него. а – культуру костномозговых дендритных клеток инкубировали в полной среде в присутствии 
rAd-GFP (30 БОЕ на клетку). Через 24 ч клетки фиксировали и окрашивали антителами anti-CD11c-PE. Микроско-
пию проводили в буфере PBS c DAPI (1 мкг/мл) на конфокальном микроскопе Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Гер-
мания) с камерой QuantEM 512SC (Photometrics, Великобритания) c использованием системы лазеров 405. Слева 
направо представлены изображения клеток в режимах: DIC – дифференциально-интерференционный контраст 
(1); наложение каналов anti-CD11c-PE (красный) и DAPI (синий) (2); наложение каналов anti-CD11c-PE (красный), 
GFP (зеленый), DAPI (синий) (3). Б – культура костномозговых дендритных клеток после 24 ч инкубации с rAd-
GFP с добавлением Иммуномакса (10 мкг/мл) или без него. На фотографиях представлены наложения каналов 
GFP (зеленый) и DAPI (синий) с увеличением ×20 и ×200
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дирующего цитоплазматический белок GFP. 
Мы установили, что Иммуномакс также усилива-
ет экспрессию трансгенов, кодирующих секретор-
ный и мембранный белки. В этих экспериментах 
использовали rAd-SeAP и rAd-HA, кодирующие 
секреторную эмбриональную фосфатазу и мембран-
ный гемагглютинин вируса гриппа соответственно. 
Экспрессию SeAP оценивали по его концентрации 
в культуральной жидкости, а экспрессию HA в кле-
точной мембране измеряли методом проточной ци-
тометрии клеток, меченных моноклональными ан-
тителами к HA.

На рис. 5A,Б представлены результаты изуче-
ния экспрессии rAd-SeAP в дендритных клетках 
и перитонеальных макрофагах мыши. Из представ-
ленных данных видно, что Иммуномакс усиливает 

экспрессию секреторного белка SeAP, кодируемого 
rAd-SeAP. В опытах на моноцитах человека, транс-
дуцированных rAd-HA, Иммуномакс тоже вызывал 
усиление экспрессии мембранного белка HA, кодиру-
емого вектором. Здесь важно отметить, что усиление 
экспрессии трансгена наблюдалось не только в клет-
ках мыши, но и человека. 

Усиление экспрессии rAd Иммуномаксом не только 
in vitro, но и in vivo
Принципиально важно было понять, можно ли ин-
дуцировать в организме животного описанное выше 
усиление экспрессии трансгена. Повышение про-
дукции нужного белка было бы весьма полезным 
как при иммунизации rAd, так и при проведении 
генной терапии. 
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мости от дозы rAd-GFP или времени после трансдукции клеток. Костномозговые дендритные клетки и пери-
тонеальные макрофаги трансдуцировали rAd-GFP и инкубировали в течение 24 ч в присутствии Иммуномакса 
(10 мкг/мл), LPS (3 мкг/мл) или без активаторов (среда). Макрофаги костного мозга трансдуцировали rAd-GFP 
в присутствии Иммуномакса (10 мкг/мл) или без него, а затем инкубировали в течение 6 дней. Образцы клеток 
отбирали через 3, 4, 5 и 6 дней. Клетки анализировали на проточном цитометре FACS Aria II после окрашивания 
смесью меченных флуорохромом антител. По осям абсцисс – доза rAd-GFP, использованная для трансдукции 
клеток, или дни после трансдукции (правая вертикаль). По осям ординат – процент GFP-позитивных клеток (A); 
средняя интенсивность флуоресценции (MFI), нормированная на значение в контроле без активатора (Б). Пред-
ставлены средние значения и стандартные отклонения по трем экспериментам. Здесь и на рис. 5 и 6 статистиче-
ская значимость отличий P < 0.05 обозначена *
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Мы исследовали влияние Иммуномакса на экс-
прессию трансгена у мышей BALB/c. В качестве 
вектора использовали rAd-SeAP, который вводили 
внутрибрюшинно в дозе 108 БОЕ в 200 мкл физио-
логического раствора. Интенсивность синтеза бел-
ка SeAP определяли по его концентрации в крови 
животных через 3 дня после инъекции rAd-SeAP. 
Опытным мышам вместе с rAd-SeAP вводили 
Иммуномакс (10 мкг/мышь). Контрольным мышам 
вместе с вектором вводили физиологический рас-
твор. Результаты, представленные на рис. 5Б, свиде-
тельствуют, что введение Иммуномакса приводило 
к статистически значимому повышению продукции 
в организме мыши белка SeAP, кодируемого векто-
ром rAd-SeAP. 

Усиление экспрессии rAd 
в антигенпредставляющих клетках происходит 
под влиянием агонистов TLR2, 4, 5, 7/8 и 9. Агонист 
TLR3 угнетает экспрессию rAd
Иммуномакс является агонистом tLr4, который уси-
ливает экспрессию трансгена в составе rAd в ден-
дритных клетках и макрофагах. Было интересно уз-
нать, оказывает ли подобное действие другой агонист 
tLr4, а именно LPS. Кроме того, следовало изучить 
возможное влияние агонистов других tLr на экс-
прессию трансгенов, введенных в клетки в составе 
rAd. На рис. 4 и 6 представлены данные, доказыва-
ющие, что LPS усиливает экспрессию трансгенов, 
как и Иммуномакс. Интересно, что монофосфориль-

ное производное липида А (MPL-A), минимальное 
действующее начало LPS, тоже активировало экс-
прессию rAd-GFP. Более того, агонисты tLr2, 5, 
7/8 и 9, подобно агонистам tLr4, стимулировали 
экспрессию генов SEAP и GFP в составе rAd-SeAP 
и rAd-GFP соответственно (рис. 6A,Б). Повышение 
экспрессии агонистами tLr2, 4, 5, 7/8 и 9 варьирова-
ло в разных экспериментах в 2–11 раз (P < 0.05).

Следует отметить, что усиление экспрессии rAd 
под действием агониста tLr не было обусловлено об-
разованием комплекса rAd с агонистом или облегче-
нием поступления rAd в клетки. Это было показано 
в опытах с отмыванием rAd перед внесением в куль-
туру клеток агонистов tLr4 (Иммуномакс, LPS) или, 
наоборот, путем отмывания агониста tLr4 перед 
трансдукцией клеток rAd. В обоих вариантах эф-
фект усиления экспрессии rAd не отличался от эф-
фекта, наблюдаемого при одновременном добавлении 
к клеткам rAd и агониста tLr (рис. 7А,Б). 

Совершенно неожиданным оказалось действие 
агониста tLr3, который, в отличие от агонистов 
tLr2, 4, 5, 7/8 и 9, вызывал не усиление, а угнете-
ние продукции белка, кодируемого rAd-вектором. 
Ингибирующее действие tLr3 проявлялось при экс-
прессии rAd-SeAP и rAd-GFP (рис. 6A,Б).

Активация NF-kB, минуя TLR, тоже приводит 
к усилению экспрессии трансгена
Все tLr, кроме tLr3, передают внутриклеточ-
ный сигнал через адапторную молекулу MyD88, 

Рис. 5. Влияние агониста TLR4 (Иммуномакс) на экспрессию в культурах клеток in vitro и в организме мышей се-
креторного белка (SEAP), кодируемого в ДНК аденовирусного вектора. A – костномозговые дендритные клетки 
и перитонеальные макрофаги мыши трансдуцировали rAd-SEAP (5 × 105 БОЕ/мл) и инкубировали в течение  
4 сут в присутствии Иммуномакса в указанных концентрациях. Интенсивность продукции белка SEAP определяли 
по его содержанию (мЕ/мл) в культуральной жидкости. Б – концентрация белка SEAP в крови мышей через  
3 дня после введения rAd-SEAP совместно с Иммуномаксом или без него. Опытным мышам (n = 4) в перитоне-
альную полость вводили rAd-SEAP в количестве 108 БОЕ на мышь с 10 мкг Иммуномакса в 200 мкл физиологи-
ческого раствора NaCl. Контрольным мышам (n = 4) вместо Иммуномакса вводили 200 мкл физиологического 
раствора (ФР). Через 3 сут определяли содержание SEAP в сыворотке крови мышей 
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Рис. 6. Влияние агонистов Toll-подобных рецепторов на трансдукцию и экспрессию rAd-SEAP и rAd-GFP в макро-
фагах мыши. Макрофаги перитонеальной полости мыши трансдуцировали (A, В) Ad-SEAP 5 × 107 БОЕ/мл или (Б) 
Ad-GFP 5 × 107 БОЕ/мл, или (Г) Ad-GFP в различной концентрации, а затем инкубировали в течение 4 сут в при-
сутствии агонистов различных TLR. По окончании инкубации определяли содержание SEAP в культуральной жид-
кости (A, В) или процент GFP-позитивных клеток (Б, Г). В экспериментах (A, Б, В, Г) использованы следующие 
лиганды: LTA (1 мкг/мл), Poly[I : C] (10 мкг/мл), LPS (10 мкг/мл), MPL-A (5 мкг/мл), флагеллин (1 мкг/мл), 
имиквимод (1 мкг/мл), ODN-CpG 1826 (10 нг/мл), Иммуномакс (10 мкг/мл). Изменение концентрации лиган-
дов (В) отражено по оси абсцисс. Представлены средние значения и стандартные отклонения 
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что, в конечном счете, приводит к активации фак-
тора nF-kB. Мы предположили, что усиление экс-
прессии трансгена агонистами tLr определяется 
активацией сигнальной оси MyD88 → nF-kB. Это 

предположение было проверено двумя способами – 
блокированием передачи сигнала с tLr на MyD88 
и активацией nF-kB в обход tLr. Передачу сиг-
нала с tLr4 на MyD88 мы блокировали с помощью 
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Рис. 8. Селективный ингибитор TLR4-сигнала (CLI-095) 
отменяет усиление экспрессии rAd-GFP, вызванное 
агонистами TLR4. Перитонеальные макрофаги инку-
бировали в течение 1 ч в полной культуральной среде 
с добавлением CLI-095 (1 мкг/мл) или без него, после 
чего в среду добавляли rAd-GFP (70 БОЕ на клет-
ку) и Иммуномакс (10 мкг/мл) или LPS (3 мкг/мл). 
Контролем служили аналогичные культуры без акти-
ватора. Через 24 ч клетки снимали раствором Версена 
и анализировали содержание GFP-позитивных клеток 
на цитофлуориметре FACS Aria II

специфического ингибитора cLI-095. Активацию 
nF-kB, минуя tLr, осуществляли с помощью ци-
токина tnF-α, который действует на nF-kB через 
рецепторы tnF.

Полученные данные представлены на рис. 8 и 9. 
Как и предполагалось, ингибитор cLI-095 отменя-
ет вызванные Иммуномаксом или LPS эффекты 
усиления экспрессии rAd-GFP (рис. 8). Активация 
перитонеальных макрофагов рекомбинантным 
tnF-α (10 нг/мл) вызывала такое же усиление экс-
прессии SEAP и GFP (рис. 9), как и воздействие 
Иммуномаксом. Последнее означает, что активация 
tLr-путей не обязательна, достаточно активировать 
в клетках nF-kB, чтобы индуцировать усиленную 
экспрессию трансгенов в составе rAd.

ОБСУЖДЕНИЕ
Рекомбинантные нереплицирующиеся аденовирус-
ные векторы трансдуцируют эпителиальные клет-
ки, а также дендритные клетки и макрофаги. Клетки 
двух последних типов являются профессиональ-
ными антигенпредставляющими клетками, потому 
они представляют особый интерес при иммунизации 
rAd. Экспрессия кодируемых rAd целевых белков 
в антигенпредставляющих клетках определяет успех 
вакцинных препаратов на основе rAd. Для эффек-
тивной индукции клеточного и гуморального иммун-
ного ответа на белковый антиген необходимо вы-
полнение, как минимум, двух критических условий. 
Во-первых, на поверхности антигенпредставляющих 
клеток должна происходить экспрессия пептидных 
фрагментов белка-антигена в комплексе с молеку-
лами MHc классов I и II. Во-вторых, на поверхности 
тех же клеток должны экспрессироваться коактива-
торные молекулы cD80, cD86 и cD40, обеспечиваю-
щие активацию специфических к антигену Т-клеток 

Рис. 7. Усиление экспрессии rAd-GFP при последова-
тельном (раздельном) использовании rAd-GFP и аго-
нистов TLR4. а – перитонеальные макрофаги (2 × 104 
на лунку) инкубировали в полной культуральной среде 
в присутствии Иммуномакса (10 мкг/мл) в течение 
4 ч, затем клетки трижды отмывали PBS, после чего 
в культуры вносили rAd-GFP (70 БОЕ на клетку). Через 
24 ч культивирования при 37оС в СО

2
-инкубаторе 

культуральную жидкость заменяли на раствор Вер-
сена («ПанЭко») и культуры оставляли на 1 ч при 4оС, 
затем клетки смывали PBS c 0.5% БСА и анализировали 
содержание GFP-позитивных клеток на цитофлуори-
метре FACS Aria II. Б – перитонеальные макрофаги (2 
× 104 на лунку) инкубировали в течение 2 ч в полной 
культуральной среде с добавлением rAd-GFP (70 БОЕ 
на клетку), после чего часть лунок трижды отмывали 
PBS, а затем вносили полную культуральную среду 
с Иммуномаксом (10 мкг/мл) или LPS (3 мкг/мл). 
Контролем служили аналогичные культуры без акти-
ватора. Через 24 ч клетки снимали раствором Версена 
и определяли содержание GFP-позитивных клеток 
на цитофлуориметре FACS Aria II
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Рис 9. Цитокин TNF-α усиливает экспрессию бел-
ков GFP и SEAP в макрофагах, трансдуцированных 
rAd со вставкой генов GFP и SEAP. Перитонеаль-
ные макрофаги мыши трансдуцировали rAd-SEAP 
(5 × 107 БОЕ/мл) или rAd-GFP (5 × 107 БОЕ/мл), 
а затем инкубировали в течение 4 дней в присутствии 
Иммуномакса (10 мкг/мл) или TNF-α (10 нг/мл). 
Контролем служили аналогичные культуры без акти-
ватора. По окончании инкубации определяли содер-
жание SEAP в культуральной жидкости или процент 
GFP-позитивных клеток
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при контакте с антигенпредставляющей клеткой. 
Первое условие выполняется, если целевой анти-
ген производится дендритными клетками и макро-
фагами, трансдуцированными rAd. Для выполнения 
второго условия необходима активация дендритных 
клеток и макрофагов через рецепторы tLr или иным 
образом.

В нашей работе мы показали, что белки, коди-
руемые трансгенами в составе rAd-векторов, экс-
прессируются в дендритных клетках и макрофагах 
(рис. 1–3). Дополнительная активация антигенпред-
ставляющих клеток с помощью агониста tLr4 при-
водит к усиленной экспрессии коактиваторных мо-
лекул cD80, cD86 и cD40. Кроме того, как показано 
в нашей работе, под влиянием агониста tLr4 проис-
ходит усиление экспрессии целевого белка (рис. 1–4). 
Усиленная продукция белка-антигена, наряду с экс-
прессией коактиваторных молекул cD80, cD86 
и cD40, может способствовать повышению эффек-
тивности иммунных реакций, когда для иммуниза-
ции используется сочетание rAd и агониста tLr4. 
Ранее мы показали, что сочетанная иммунизация 
rAd-HA, кодирующим гемагглютинин вируса гриппа, 
с фармацевтическим агонистом tLr4 (Иммуномакс) 
позволяет повысить эффективность вакцинации про-
тив вирусов гриппа А и В [7].

Векторы rAd могут использоваться не только 
для вакцинации, но и для генной терапии. В этом 
случае введение в организм больного rAd со встав-
кой трансгена обеспечивает продукцию терапевти-
ческого белка, как минимум, в течение 2–3 недель. 
Показанная нами возможность усиления продукции 
белка, кодируемого геном, встроенным в состав rAd, 
путем дополнительного введения агониста tLr4 
может быть важна для повышения эффективности 
генной терапии с помощью rAd. Возможно, что соче-
тание rAd с агонистом tLr4 позволит получить тера-
певтический белок в более высоких концентрациях, 
чем при использовании только rAd, или получать бе-
лок в нужной концентрации при введении меньшего 
количества rAd.

Молекулярная сигнализация через toll-подобные 
рецепторы была предметом детального изучения 
в течение последних 15 лет. Результаты этих иссле-
дований привели к пониманию внутриклеточных 
сигнальных событий, индуцируемых воздействи-
ем лигандов tLr1/2, tLr2/6, tLr3, tLr4, tLr5, 
tLr7/8, tLr9 в клетках мыши и человека [13, 14]. 
Оказалось, что от tLr идут два типа сигнальных 
каскадов. Один начинается с адапторных молекул, 
в число которых обязательно входит MyD88, и за-
канчивается активным фактором nF-kB. Другой 
начинается с адапторных молекул, среди которых 
обязательно должен быть trIF, и заканчивается 
факторами транскрипции семейства IrF, в частно-
сти IrF3.

Сигнальный путь MyD88 → nF-kB используется 
при воздействии агонистов на рецепторы tLr1/2, 
tLr2/6, tLr5, tLr7, tLr8 и tLr9. Сигнальный 
путь trIF → IrF действует при активации tLr3. 
Отличительная особенность tLr4 – использова-
ние обоих сигнальных путей. Сразу после действия 
агониста tLr4 передает сигнал с внешней клеточ-
ной мембраны по пути MyD88 → nF-kB. Чуть поз-
же, после эндоцитоза лиганд-рецепторных ком-
плексов, tLr4 использует вторую сигнальную цепь 
trIF → IrF.

В нашей работе обнаружено, что агонисты раз-
личных tLr стимулируют продукцию белков, 
ген которых встроен в rAd. Усиление экспрессии 
транcгена мы наблюдали при использовании агони-
стов tLr2, tLr4, tLr5, tLr7/8 и tLr9 (рис. 6A,Б). 
Противоположным оказалось влияние агониста 
tLr3. При воздействии Poly[I : c] одновременно 
с трансдукцией дендритных клеток и макрофагов 
rAd-GFP или rAd-SeAP подавлялась продукция 
GFP и SeAP (рис. 6A,Б). Сравнивая внутриклеточные 
сигнальные пути, идущие от разных tLr, мы пред-
положили, что активация nF-kB может отвечать 
за усиленную продукцию, а активация IrF лежит 
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в основе подавления продукции белка, кодируемого 
трансгеном в составе rAd.

Особый случай – агонисты tLr4. Поскольку 
при использовании агонистов tLr4 происходит уси-
ление продукции белков, кодируемых rAd, мы пред-
полагаем, что сигнальная ветвь MyD88 → nF-kB 
доминирует над сигнальной ветвью trIF → IrF 
(рис. 10). 

Предположение о стимулирующей роли сигналь-
ной оси MyD88 → nF-kB отчасти подтверждается на-
шими результатами. cLI-095, селективный блокатор 
передачи сигнала с tLr4 на адапторную молекулу 
MyD88, отменяет повышение продукции белка, коди-
руемого rAd, под действием агонистов tLr4 (рис. 8). 
В свою очередь, активация nF-kB «в обход» tLr 
приводит к усиленной экспрессии транcгенов в соста-
ве rAd. Так, при активации клеток цитокином tnF-α 
одновременно с трансдукцией rAd-SeAP или rAd-
GFP мы наблюдали повышение продукции SeAP 
и GFP соответственно (рис. 9). Известно, что сиг-
налы tnF-α передаются через рецепторы tnFr1 
и tnFr2. Внутриклеточный сигнальный путь закан-
чивается активацией nF-kB. Следовательно, актива-
ция nF-kB, минуя рецепторы tLr, также приводит 
к усилению экспрессии трансгена, что не доказывает, 
но говорит в пользу предположения о стимуляции 
продукции белка, кодируемого этим геном под дей-
ствием nF-kB. 

Использованные нами конструкции rAd-GFP, 
rAd-SeAP и rAd-HA содержали ген соответствую-
щего белка под контролем реагирующего на nF-kB 
cMV-промотора с четырьмя сайтами, узнаваемыми 
nF-kB [15]. Вполне логично предположить, что до-
полнительная активация nF-kB агонистами tLr2, 

Рис. 10. Возможный 
механизм усиле-
ния или подавления 
агонистами различ-
ных TLR экспрессии 
белка, кодируемого 
трансгеном в соста-
ве аденовирусного 
вектора 

TLR1/2, TLR2/6, TLR5 TLR4
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Усиление экспрессии 
трансгена

Усиление экспрессии 
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TLR7/8, 
TLR9
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TRIF TRIF
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tLr4, tLr5, tLr7, tLr8 и tLr9 может усили-
вать транскрипцию генов, контролируемых cMV-
промотором. 

В принципе, tLr-сигнализация может влиять 
на продукцию белка, воздействуя на транскрипцию, 
трансляцию или другие важнейшие процессы в клет-
ке. Точные механизмы, приводящие к усилению 
экспрессии трансгенов при активации tLr2, tLr4, 
tLr5, tLr7, tLr8, tLr9 и подавлению продукции 
белка, кодируемого трансгеном в составе rAd, при ак-
тивации tLr3, еще предстоит установить. 

Нереплицирующиеся рекомбинантные аденови-
русные векторы используются не только для им-
мунизации, но и в генной терапии. Описанные в на-
шей работе эффекты агонистов tLr на экспрессию 
трансгенов в составе аденовирусных векторов наме-
чают перспективное направление – разработку спо-
собов направленной регуляции экспрессии трансге-
нов в организме. В идеале могут быть разработаны 
методы, которые позволят после введения трансгена 
в организм больного усиливать или подавлять экс-
прессию его белка-продукта в зависимости от по-
ставленной задачи.

ЗАКЛЮчЕНИЕ
В нашей работе изучено влияние агонистов toll-
подобных рецепторов на эффективность трансдук-
ции и экспрессии rAd в антигенпредставляющих 
клетках животных и человека. Установлено, что аго-
нисты tLr2, 4, 5, 7, 8 и 9 значительно усиливают про-
дукцию трансгенного белка в клетках, трансдуциро-
ванных rAd со вставкой соответствующего трансгена. 
Эффект усиления наблюдается в дендритных клет-
ках и макрофагах, экспрессирующих цитоплазма-
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тический (GFP), мембранный (HA) или секреторный 
(SeAP) белки. В экспериментах на лабораторных 
мышах показано, что усиление экспрессии целевого 
белка с помощью фармацевтического агониста tLr4 
происходит и в организме животного. В отличие 
от агонистов других tLr, агонист tLr3 подавляет 
продукцию белка (GFP или SeAP) в клетках, транс-
дуцированных rAd со вставкой соответствующего 
трансгена.

Молекулярные механизмы усиления и подавления 
экспрессии rAd в антигенпредставляющих клетках, 
активированных различными агонистами tLr, еще 
предстоит изучить. В представленной работе при-
ведены данные в пользу предположения, согласно 
которому усиление экспрессии rAd происходит в ре-
зультате активации фактора транскрипции nF-kB, 
а подавление обусловлено активацией факторов 
транскрипции серии IrF. 
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РЕФЕРАт Ранее нами было показано, что экспрессия полноразмерного мутантного хантингтина в клет-
ках нейробластомы человека (SK-N-SH) приводит к аномальному увеличению входа кальция через 
депо-управляемые каналы. В данной работе показано, что для получения адекватной модели болезни 
Хантингтона достаточно экспрессии N-концевого фрагмента мутантного хантингтина (Htt138Q-1exon). 
Установлено, что экспрессия Htt138Q-1exon вызывает значительное увеличение депо-управляемого каль-
циевого входа в клетках SK-N-SH, причем для этого необходим белок STIM1, являющийся сенсором каль-
ция в просвете эндоплазматического ретикулума. Показано также, что депо-управляемый вход кальция 
в клетках, экспрессирующих Htt138Q-1exon, опосредуется, по меньшей мере, двумя типами каналов с раз-
личными потенциалами реверсии. Полученные результаты позволяют рассматривать белки, отвечающие 
за активацию и поддержание депо-управляемого входа кальция, в качестве новых перспективных мишеней 
в терапии нейродегенеративных заболеваний.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА болезнь Хантингтона, кальций, нейродегенерация, SOC, STIM1.
СПИСОК СОКРАЩЕНИй БХ – болезнь Хантингтона; ВАХ – вольт-амперная характеристика; ПМ – плаз-
матическая мембрана; ЭР – эндоплазматический ретикулум; Htt138Q-1exon – продукт, кодируемый 
первым экзоном мутантного белка хантингтина, или клетки, экспрессирующие этот продукт; Htt138Q-
1exon STIM1(-) – клетки Htt138Q-1exon с подавленной экспрессией белка STIM1; IP3 – инозитол-1,4,5-
трисфосфат; IP3R1 – рецептор инозитол-1,4,5-трисфосфата 1; GFP – зеленый флуоресцентный белок; 
SK-N-SH – клетки нейробластомы человека; STIM1 – стромальная взаимодействующая молекула 1 
(STromal Interaction Molecule 1).

ВВЕДЕНИЕ
Нарушения кальциевой сигнализации наблюда-
ются при многих заболеваниях, в частности, де-
стабилизация работы кальциевых ионных каналов 
различного типа связана с такими патологиями, 
как, например, сахарный диабет [1] или боковой 
амиотрофический склероз [2]. Во многих публи-
кациях отмечается вовлеченность нарушенной 
кальциевой сигнализации в процессы нейродеге-
нерации [3, 4].

Болезнь Хантингтона (БХ) – аутосомно-доми-
нантное нейродегенеративное заболевание, обуслов-
ленное увеличением числа кодирующих глутамин 
повторов в первом экзоне гена белка хантингтина. 
В норме длина полиглутаминового повтора не долж-
на превышать 35 остатков, в то время как при забо-
левании длина таких повторов достигает 90 и более 

остатков глутамина [5]. В первую очередь, при БХ 
поражаются нейроны стриатума.

В клетке хантингтин выполняет функции адаптер-
ного белка, т.е. обеспечивает колокализацию взаимо-
действующих с ним белков, помогая им выполнять 
свои функции. С хантингтином взаимодействует 
множество белков с самыми разнообразными функ-
циями – от везикулярного транспорта и эндоцитоза 
до регуляции транскрипции и апоптоза [6].

Одна из токсических функций мутантного хан-
тингтина – дестабилизация кальциевой сигнализа-
ции. Ранее было показано, что мутантный хантингтин 
способен прямо связываться с С-концом рецептора 
инозитол-1,4,5-трисфосфата первого типа (IP3

r1). 
Такое связывание увеличивает чувствительность 
IP

3
r1 к своему лиганду, что может приводить к ак-

тивации рецептора и опустошению внутриклеточных 
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кальциевых депо в ответ на базальные концентрации 
IP

3
 в цитозоле [7]. Показано также, что экспрессия 

мутантного хантингтина вызывает усиление функ-
ции nr2B-содержащего рецептора nMDA [8] и воз-
действует на потенциал-зависимые кальциевые 
каналы [9]. Все перечисленные пути ведут к повы-
шению концентрации ионов кальция в цитозоле и, 
как следствие, к аномальному накоплению кальция 
в митохондриях [10, 11], активации кальпаинов [12], 
патологическому запуску кальций-зависимых сиг-
нальных путей, апоптотической активности и деге-
нерации нейронов.

Ранее мы наблюдали аномальную активацию де-
по-управляемых кальциевых каналов в клетках ней-
робластомы человека SK-n-SH, в которых для мо-
делирования БХ экспрессировали полноразмерный 
мутантный белок хантингтин [13]. Помимо этого 
мы показали, что депо-управляемый вход кальция 
может рассматриваться как потенциальная мишень 
для терапевтического воздействия при разработке 
новых подходов к терапии БХ. Также флуоресцент-
ными методами было показано, что депо-управля-
емый вход кальция гиперактивирован в нейронах 
стриатума, выделенных из мышей YAc128, исполь-
зуемых в качестве модели БХ [14].

Считается, что БХ ассоциирована с отщеплением 
от мутантного хантингтина n-концевого фрагмента, 
который кодируется первым экзоном и содержит по-
лиглутаминовый тракт. Этот процесс сопровожда-
ется накоплением отщепленного фрагмента в ядре, 
в то время как хантингтин дикого типа локализо-
ван в основном в цитозоле [15, 16]. Показано также, 
что для увеличения чувствительности IP3

r1 к IP
3
 до-

статочно экспрессии лишь n-концевого фрагмента 
патогенного хантингтина [7].

В связи с этим целью нашей работы стало изуче-
ние изменений работы депо-управляемых кальцие-
вых каналов в клетках SK-n-SH, экспрессирующих 
первый экзон гена патологического хантингтина со 
138 остатками глутамина в тракте (Htt138Q-1exon), 
а также исследование роли белка StIM1 в активации 
этих каналов.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Клетки
Клетки нейробластомы человека SK-n-SH из кол-
лекции клеточных культур Института цитологии 
РАН культивировали в среде DMeM с добавлением 
10% эмбриональной телячьей сыворотки и антибио-
тика (80 мкг/мл гентамицина). За 2–3 дня до начала 
эксперимента клетки высевали на фрагменты по-
кровных стекол (3 × 3 мм). Для лучшей адгезии кле-
ток стекла покрывали 0.01% раствором полилизина.

Инфицирование клеток, трансфекция и РНК-
интерференция
Челночный вектор, кодирующий n-концевой фраг-
мент белка Htt138Q-1exon (270 аминокислот), конъ-
югированный с HA-tag, пакующий вектор HIV-1 8.9 
и VSVG плазмиды, кодирующие поверхностные гли-
копротеины вирусной частицы, были любезно предо-
ставлены проф. И.Б. Безпрозванным (ut Southwestern 
Medical center, США). Вирус Lenti-Htt138Q-1exon 
создан путем котрансфекции челночного вектора с па-
кующим вектором HIV-1 8.9 (Δ8.9) и VSVG плазми-
дами, кодирующими поверхностные гликопротеины 
в пакующую клеточную линию HeK293t. После до-
бавления раствора для трансфекции в среду чашки 
Петри с клетками инкубировали в термостате в тече-
ние 24 ч при температуре 37°С, а затем 72 ч при 32°С. 
За это время упакованные вирусы выделялись клет-
ками в среду. По истечении срока инкубации среду 
с вирусами отфильтровывали (Ø 0.45 мкм), немедленно 
замораживали в жидком азоте и хранили при –80°С.

Для определения титра вируса использовали ме-
тод иммуноокрашивания с антителами к HA-tag. 
Долю инфицированных клеток от числа всех клеток 
на стекле определяли визуально с помощью микро-
скопа Pascal. В результате проверки эффективно-
сти инфицирования по измерению доли светящихся 
клеток выбирали то соотношение среды с вирусом 
и среды культивирования, при котором минимальная 
эффективность составляла 90%.

Инфицирование клеток проводили на следующие 
сутки после высева на стекла. К клеткам добавля-
ли культуральную среду с количеством лентивиру-
са, обеспечивающим минимальную эффективность 
трансфекции 90%.

В контрольных экспериментах клетки инфициро-
вали пустым экспрессионным вектором (контроль-
ный вектор) (SIGMA, США).

В экспериментах с подавлением экспрессии 
StIM1 в дополнение к инфицированию клеток Lenti-
Htt138Q-1exon использовали котрансфекцию плаз-
мидой, кодирующей siРНК против StIM1 (SIGMA, 
США), и плазмидой, кодирующей зеленый флуорес-
центный белок (GFP), в соотношении 3 : 1.

В контрольных экспериментах использовали ко-
трансфекцию плазмиды с siРНК, не имеющей спе-
цифической мишени (контрольная siРНК) (SIGMA, 
США), и плазмиды, кодирующей GFP, в соотноше-
нии 3 : 1.

Электрофорез и иммуноблотинг
Клетки выращивали в чашках Петри диаметром 
50 мм. После трансфекции клетки лизировали в бу-
ферном растворе следующего состава: 10 мМ Трис-
Hcl pH 7.5, 150 мМ nacl, 1% Тритон X-100, 1% nP40 
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(nonidet P40, неионный детергент нонилфенилпо-
лиэтиленгликоль), 2 мМ eDtA, 0.2 мМ PMSF (инги-
битор сериновых протеаз, фенилметансульфонил-
фторид) с добавлением ингибиторов протеаз (PIc, 
Hoffmann–La roche AG, Германия). Белки лизатов 
разделяли электрофоретически в 8% полиакрила-
мидном геле в вертикальной камере и переносили 
на нитроцеллюлозную мембрану. Белки на иммуно-
блоте выявляли с использованием моноклональных 
антител против StIM1 (BD Bioscience, США) в раз-
ведении 1 : 250. В качестве вторых антител брали 
антитела козы против константной части иммуно-
глобулинов мыши (1 : 30000). Белки на иммунобло-
тах выявляли с помощью субстрата Super Signal 
chemiluminescent Substrate (PIerce, США). Опыты 
повторяли как минимум 3 раза, используя различ-
ные лизаты клеток. Для контроля равной загрузки 
дорожек использовали моноклональные антитела 
против α-тубулина в разведении 1 : 1000 (SIGMA, 
США). Процентное содержание белка сравнивали 
с помощью стандартной программы сравнения ин-
тенсивности окрашивания сканированного иммуно-
блота.

Электрофизиологические измерения
Для регистрации ионных токов использовали ме-
тод локальной фиксации потенциала (patch clamp) 
в условиях регистрации тока от целой клетки 
(whole cell) [17]. Все измерения выполняли с помо-
щью усилителя Axopatch 200B (Axon Instruments, 
США). Сопротивление микроэлектродов составляло 
5–15 МОм. Последовательное сопротивление не ком-
пенсировали. Усиленный и предварительно отфиль-
трованный встроенным в усилитель двухполюсным 
фильтром Бесселя (частота среза 500 Гц) сигнал 
оцифровывали на частоте 5000 Гц с помощью платы 
АЦП L305 (L-Сard, Россия). При записях интеграль-
ных токов клетки потенциал-мембраны поддержива-
ли на уровне –40 мВ. Периодически (каждые 5 с) по-
тенциал на мембране изменяли до –100 мВ (на 30 мс), 
а затем постепенно с постоянной скоростью 1 мВ/мс 
его величину изменяли до +100 мВ. Шаг измерения 
составлял 0.5 мВ. Записанные токи нормировали от-
носительно емкости клетки (10–30 пФ). Записи, полу-
ченные до активации исследуемых токов, использо-
вали для вычитания тока утечки и тока через другие 
каналы.

Рис. 1. Влияние лентивирусной экспрессии Htt138Q-1exon на уровень депо-управляемых токов в клетках SK-
N-SH. а – средние ВАХ токов, индуцированных пассивным опустошением депо 1 мкМ тапсигаргина. Обсчет 
произведен на стационарном уровне развития исследуемых токов в клетках SK-N-SH с лентивирусной экспрес-
сией Htt138Q-1exon (черная линия), в контрольных клетках SK-N-SH с лентивирусной экспрессией контрольного 
вектора (красная линия). Количество экспериментов указано на панели (Б). Б – стационарный уровень развития 
депо-управляемых токов при потенциале –80 мВ в ответ на подачу 1 мкМ тапсигаргина в клетках SK-N-SH, транс-
фицированных полноразмерным Htt138Q (синяя заливка); с лентивирусной экспрессией Htt138Q-1exon (черная 
заливка), в контрольных клетках SK-N-SH (красная заливка). Уровень статистической значимости отличающихся 
результатов составляет p < 0.05
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Растворы
В измерениях, выполненных в конфигурации whole 
cell, раствор регистрирующей пипетки содержал 
(в мМ): 135 cscl, 10 eGtA-cs, 30 Hepes-cs, 4.5 cacl

2
, 

1.5 Mgcl
2
, 4 na-AtP, 0.4 na

2
-GtP (pca7), pH 7.3. 

Внеклеточный раствор содержал (в мМ): 130 nMDG-
Asp, 10 Bacl

2
, 20 Hepes-cs, 0.01 нифедипина, pH 7.3. 

Ионы бария были выбраны в качестве носителя 
тока для предотвращения кальций-зависимой инак-
тивации. Нифедипин добавляли в раствор экспери-
ментальной камеры для исключения возможного 
вклада во входящий интегральный ток потенциал-
управляемых кальциевых каналов L-типа.

Для активации депо-управляемых токов во вне-
клеточный раствор добавляли 1 мкМ тапсигаргина, 
который подавали к объекту путем перфузии экспе-
риментальной камеры. Время замены раствора в ка-
мере составляло менее 1 с.

Обсчет
Обсчет электрофизиологических данных и линеа-
ризация полученных вольт-амперных характери-
стик проводили с помощью программного пакета 
OriginPro 8.0.

РЕЗУЛЬтАтЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Чтобы смоделировать БХ, клетки нейробластомы че-
ловека SK-n-SH инфицировали лентивирусом, не-
сущим конструкцию, кодирующую продукт первого 
экзона гена белка хантингтина с полиглутаминовым 
трактом из 138 остатков глутамина (Htt138Q-1exon).

Для активации депо-управляемых кальциевых ка-
налов в раствор добавляли 1 мкМ тапсигаргина – не-
обратимого блокатора всех изоформ SercA (sarco/
endoplasmic reticulum ca2+-AtPase), функциониру-
ющих в мембранах эндоплазматического ретикулума 
(ЭР) в качестве кальциевых насосов и отвечающих 
за выкачивание ионов кальция из цитозоля в про-
свет ЭР. Поскольку считается, что аппликация тап-
сигаргина ведет к пассивному опустошению депо 
и не влияет на другие клеточные сигнальные пути, 
зарегистрированный ток можно приписать работе 
исключительно депо-управляемых каналов.

Анализ электрофизиологических экспериментов, 
в которых регистрировались интегральные кальци-
евые токи (patch clamp в конфигурации whole cell) 
в ответ на аппликацию 1 мкМ тапсигаргина, пока-
зал, что в клетках, экспрессирующих первый экзон 
мутантного хантингтина, депо-управляемый вход 
кальция был значительно выше, чем в контрольных 
клетках (ctrl), экспрессирующих пустой контроль-
ный вектор (рис. 1А). Амплитуда тапсигаргин-инду-
цированных токов в клетках Htt138Q-1exon состави-
ла 2.86 ± 0.24 пА/пФ, в то время как в контрольных 

клетках амплитуда аналогичных токов была лишь 
0.44 ± 0.07 пА/пФ.

Проведя сравнение с данными, полученными 
нами ранее на клетках SK-n-SH, экспрессирую-
щих полноразмерный мутантный хантингтин [13, 
14], можно заключить, что экспрессия полнораз-
мерного белка Htt138Q и продукта первого экзо-
на Htt138Q-1exon практически одинаково влия-
ет на уровень депо-управляемого входа кальция 
в клетки SK-n-SH (рис. 1Б). В клетках SK-n-SH, 
экспрессирующих n-концевой фрагмент патоген-
ного хантингтина, амплитуда депо-управляемого 
входа кальция составляла 2.86 ± 0.24 пА/пФ, в ус-
ловиях же экспрессии полноразмерного патогенно-
го хантингтина наблюдаемая амплитуда составля-
ла 2.30 ± 0.40 пА/пФ (рис. 1Б). Небольшое отличие 
в амплитудах депо-управляемого входа кальция 
в различных моделях БХ на клетках SK-n-SH ста-
тистически незначимо (для p < 0.05).

Таким образом, мы показали, что экспрессия 
n-концевого фрагмента мутантного хантингтина 
в клетках SK-n-SH представляет собой адекватную 
модель для исследования нарушений депо-управля-
емого входа кальция при БХ.

Следующей задачей данного исследования стало 
изучение роли белка StIM1 в активации депо-управ-
ляемых каналов в лентивирусной модели БХ.

StIM1 – интегральный белок мембран ЭР и плаз-
матической мембраны (ПМ) с единственным транс-
мембранным доменом. Считается, что в основном 
StIM1 локализован в мембранах ЭР, и только поряд-
ка 15–25% StIM1 локализовано на ПМ клеток [18].

В клетке StIM1 выступает в роли кальциевого 
сенсора в люменальном пространстве ЭР и актива-
тора депо-управляемых каналов ПМ [18]. В норме, 
при заполненном состоянии клеточного депо, белок 
StIM1 в мембране ЭР находится в неолигомеризо-
ванном состоянии. Опустошение кальциевого депо 
вызывает ряд конформационных изменений, вслед-
ствие которых происходит кластеризация StIM1 
и его транспорт в puncta-область, прилежащую к ПМ 
[18]. Наличие в С-концевой области белка StIM1 бо-
гатого пролином домена предполагает возможность 
белок-белкового взаимодействия между отдельными 
молекулами StIM1, а также взаимодействия с дру-
гими белками. Причем локализация StIM1 в мем-
бранах ЭР, расположенных в непосредственной 
близости от ПМ, делает возможным прямое взаимо-
действие StIM1 в мембране ЭР с белками ПМ.

В качестве белков, взаимодействующих с эндо-
плазматическим StIM1, можно выделить различные 
белки-каналоформеры, а также плазматический пул 
белка StIM1. Показано, что StIM1 взаимодействует 
с белками, отвечающими за депо-управляемый каль-
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Рис. 2. Влияние супрессии STIM1 на депо-управляемые токи кальция в клетках SK-N-SH Htt138Q-1exon. а – раз-
витие тока (отнесенного к емкости клеток), вызванное приложением 1 мкМ тапсигаргина при потенциале –80 мВ 
в клетках Htt138Q-1exon, трансфицированных плазмидой для экспрессии контрольного белка GFP (Htt138Q-
1exon) (черные круги); трансфицированных плазмидой для экспрессии контрольного белка GFP и siРНК, обе-
спечивающей супрессию STIM1 (Htt138Q-1exon STIM1(-)) (красные квадраты); представлены данные двух 
репрезентативных опытов. Б – средние ВАХ токов, индуцированных пассивным опустошением депо 1 мкМ 
тапсигаргина. Обсчет произведен на стационарном уровне развития исследуемых токов в клетках Htt138Q-
1exon, трансфицированных плазмидой для экспрессии контрольного белка GFP (Htt138Q-1exon) (черная линия); 
трансфицированных плазмидой для экспрессии контрольного белка GFP и siРНК, обеспечивающей супрессию 
STIM1 (Htt138Q-1exon STIM1(-)) (красная линия). Количество опытов указано на панели (В). В – стационарный 
уровень развития депо-управляемых токов при потенциале –80 мВ в ответ на подачу 1 мкМ тапсигаргина в клет-
ках Htt138Q-1exon, экспрессирующих GFP (Htt138Q-1exon) (черная заливка); экспрессирующих GFP и siРНК 
для супрессии STIM1 (Htt138Q-1exon STIM1(-)) (красная заливка). Уровень достоверности при статистически от-
личающихся результатах составляет p < 0.05. Г – иммуноблот, показывающий уровень экспрессии STIM1 в клет-
ках SK-N-SH Htt138Q-1exon, трансфицированных плазмидой для экспрессии контрольного белка GFP; и в клетках 
SK-N-SH Htt138Q-1exon, трансфицированных плазмидой для экспрессии контрольного белка GFP и siРНК, обе-
спечивающей супрессию STIM1 (Htt138Q-1exon STIM1(-))
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Рис. 3. Депо-управляемые токи в клетках SK-N-SH Htt138Q-1exon с подавленной экспрессией белка STIM1. а – 
неусредненные ВАХ токов, индуцированных пассивным опустошением депо 1 мкМ тапсигаргина. Обсчет про-
изведен на стационарном уровне развития исследуемых токов в клетках Htt138Q-1exon, трансфицированных 
плазмидой для экспрессии контрольного белка GFP и siРНК, обеспечивающей супрессию STIM1 (каждая цветная 
линия представляет собой отдельный эксперимент). Б – фрагменты линеаризаций ВАХ неусредненных токов, 
представленных на панели (а) с низкими (красные линии), средними (черные линии) и высокими (синие линии) 
потенциалами реверсии. В – средние ВАХ токов, индуцированных пассивным опустошением депо 1 мкМ тап-
сигаргина. Обсчет произведен на стационарном уровне развития исследуемых токов в клетках Htt138Q-1exon, 
трансфицированных плазмидой для экспрессии контрольного белка GFP и siРНК, обеспечивающей супрессию 
STIM1: для токов с низким потенциалом реверсии (low) (красная линия); для токов со средним потенциалом 
реверсии (middle) (черная линия); для токов с высоким потенциалом реверсии (high) (синяя линия)
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циевый вход в различных типах клеток: белками се-
мейства trPc [19] и с белком Orai1 [20].

Экспрессия StIM1 в клетках Htt138Q-1exon была 
подавлена с помощью малых интерферирующих 
РНК. Эффективность супрессии была подтверждена 
с помощью иммуноблота (рис. 2Г).

Результаты электрофизиологических экспери-
ментов показали, что супрессия StIM1 приводит 
к выраженному уменьшению амплитуды тапси-
гаргин-индуцированных токов с 2.86 ± 0.24 пА/пФ 
в клетках Htt138Q-1exon до 0.91 ± 0.07 пА/пФ в клет-
ках Htt138Q-1exon StIM1(-) (рис. 2А,Б,В). Таким об-
разом, можно сделать вывод, что белок StIM1 явля-
ется важным звеном в активации депо-управляемого 
ответа в клетках Htt138Q-1exon.

Потенциал реверсии усредненного тока через де-
по-управляемые каналы в клетках Htt138Q-1exon 
StIM1(-) не отличался от потенциала реверсии ус-
редненного тока в клетках Htt138Q-1exon (рис. 2Б). 
Однако при одновременном построении на одном 
графике вольт-амперных характеристик (ВАХ) от-
дельных экспериментов оказалось, что депо-управ-
ляемые токи в клетках Htt138Q-1exon StIM1(-) об-

ладают широким спектром различных потенциалов 
реверсии, что говорит о разной селективности кана-
лов, опосредующих депо-управляемый ток (рис. 3А). 
Детальный анализ отдельных ВАХ зарегистриро-
ванных депо-управляемых токов в клетках Htt138Q-
1exon StIM1(-), а также их линеаризации показал, 
что потенциалы реверсии этих токов распадаются 
на три различные группы (рис. 3Б,В). Часть ВАХ об-
ладали низкими потенциалами реверсии – не более 
5 мВ, вторая группа обладала средними потенциала-
ми реверсии около 20 мВ и, наконец, третья группа 
имела высокие потенциалы реверсии – более 35 мВ. 
Таким образом, становится понятно, что в клетках 
Htt138Q-1exon StIM1(-) за депо-управляемый вход 
кальция отвечает более одного типа депо-управля-
емых каналов с различной селективностью для Са2+. 
При этом амплитуды токов с высокими, средни-
ми и низкими потенциалами реверсии практиче-
ски не отличались друг от друга при потенциале 
–80 мВ (рис. 3Б) и составляли 0.88 ± 0.20, 0.87 ± 0.17 
и 1.00 ± 0.28 пА/пФ соответственно.

Одной из гипотез, объясняющих подобные наблю-
дения, может стать предположение о том, что в клет-
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ках Htt138Q-1exon существуют два различных типа 
каналов, управляемых по депо-зависимому механиз-
му, со сходными амплитудами при потенциале –80 мВ, 
но различающиеся по селективности. В таком случае, 
когда в клетках Htt138Q-1exon активируются тап-
сигаргин-индуцированные токи, ВАХ интегральных 
токов представляет собой суперпозицию двух типов 
активированных депо-управляемых каналов (рис. 2Б). 
Пока в клетках Htt138Q-1exon достаточно белка 
StIM1, отвечающего за активацию депо-управляемо-
го входа, различные по селективности каналы активи-

руются приблизительно в одинаковой мере, что дает 
нам усредненную ВАХ с потенциалом реверсии, ле-
жащим примерно посередине между потенциалами 
реверсии каждого из каналов (рис. 2Б, 4А). Когда же 
мы имеем дело с супрессией белка StIM1 в клетках 
Htt138Q-1exon StIM1(-), то из-за недостатка StIM1 
равновесие может смещаться в сторону преимуще-
ственной активации депо-управляемых каналов с вы-
соким (рис. 4Б) или низким (рис. 4В) потенциалом ре-
версии. Также возможен вариант, при котором даже 
в условиях недостатка StIM1 будут активированы 

Рис. 4. Схема возможного пути активации депо-управляемых каналов с различными потенциалами реверсии 
в клетках SK-N-SH Htt138Q-1exon STIM1(-). а – в условиях не лимитированного количества белка STIM1 может 
происходить активация всех типов каналов, что дает среднюю ВАХ токов со средним значением потенциала 
реверсии. При недостатке белка STIM1 может происходить преимущественная активация одного из типов депо-
управляемых каналов: с высоким потенциалом реверсии (Б) или с низким потенциалом реверсии (В). Также 
может происходить эквивалентная активация обоих типов каналов (Г). Каналы с высоким потенциалом реверсии 
представлены синими овалами и синей линией на графике ВАХ. Каналы с низким потенциалом реверсии пред-
ставлены красными прямоугольниками и красной линией на графике ВАХ. Активация обоих типов каналов пока-
зана черной линией на графиках ВАХ. Потенциалы реверсии отмечены пунктирами соответствующего цвета
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каналы с различными потенциалами реверсии в при-
близительно одинаковом количестве (рис. 4Г), что объ-
ясняют эксперименты на клетках Htt138Q-1exon 
StIM1(-), в которых наблюдались средние значения 
потенциала реверсии.

Разумеется, это лишь одно из возможных объ-
яснений, и картина происходящего может быть 
значительно сложнее описанной. Так депо-управ-
ляемые токи в клетках Htt138Q-1exon могут пред-
ставлять собой суперпозицию не двух, а трех 
или более каналов. В частности, в ранее опублико-
ванных работах в клетках эмбрионального почеч-
ного эпителия человека (клеточная линия HeK293) 
нами показано наличие четырех типов каналов 
с абсолютно различными биофизическими свой-
ствами, способных активироваться по депо-зави-
симому механизму [21]. Аналогичные данные полу-
чены нами на клетках эпидермоидной карциномы 
человека А431 [22–24].

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Таким образом, в представленной работе мы пока-
зали, что экспрессия n-концевого фрагмента му-
тантного белка хантингтина позволяет эффективно 
смоделировать ранее описанные изменения депо-
управляемого кальциевого входа в клетках нейро-
бластомы человека. Также мы установили, что ак-
тивация депо-управляемых кальциевых каналов 
в клетках SK-n-SH требует присутствия кальцие-
вого сенсора, белка StIM1. Кроме того, можно гово-
рить о том, что в клетках SK-n-SH, моделирующих 
БХ, за депо-управляемый вход кальция отвечают, 
по меньшей мере, два различных типа каналов. 

Работа поддержана Российским научным 
фондом (грант № 14-14-00720 (ВВ, ЮК, МР, ЕК)), 
грантами РФФИ, программой Президиума РАН 
«Молекулярная и клеточная биология», грантом 

Era.NetRUS, стипендией Президента РФ.
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РЕФЕРАт Актуальным направлением в современной медицинской диагностике является создание нацелен-
ных на патологические мишени конструкций на основе фотолюминесцентных наночастиц, обладающих 
высокой фото- и химической стабильностью, а также спектрами поглощения и испускания фотолюминес-
ценции в области «окна прозрачности» биоткани. В работе получена двухкомпонентная конструкция на ос-
нове антистоксовых нанофосфóров (НАФ) и противоопухолевых мини-антител 4D5scFv для селективного 
мечения клеток, гиперэкспрессирующих опухолевый маркер HER2, характерный для целого ряда мета-
стазирующих опухолей человека. Высокоаффинная белковая пара барстар : барназа (Bs : Bn), обладающая 
чрезвычайной устойчивостью в широком диапазоне pH и температур, использована в качестве молекуляр-
ного адаптера, обеспечивающего самосборку двухкомпонентной конструкции. На клетках аденокарциномы 
молочной железы человека SK-BR-3, гиперэкспрессирующих HER2, показана высокая избирательность 
связывания полученной двухкомпонентной конструкции 4D5scFv-Bn : Bs-НАФ с опухолевыми клетками. 
Предложенный подход позволяет получать аналогичные конструкции для визуализации различных спе-
цифических маркеров в патогенных тканях, в том числе в злокачественных новообразованиях.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА антистоксовые нанофосфóры, визуализация биомаркеров, противоопухолевые антитела, 
самосборка, HER2.
CПИСОК СОКРАЩЕНИй EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид; HER2 – рецептор 2 эпидер-
мального фактора роста человека; PBS – фосфатно-солевой буфер; scFv – одноцепочечный вариабельный 
фрагмент антител; sulfo-NHS – N-гидроксисульфосукцинимид; Bn – барназа; Bs – барстар; BSА – бычий 
сывороточный альбумин; НАФ – антистоксовые нанофосфóры; ПААГ – полиакриламидный гель; ПМАО – 
чередующийся сополимер малеинового ангидрида с 1-октадеценом; ТЭМ – трансмиссионная электронная 
микроскопия.

ВВЕДЕНИЕ
Использование модульных конструкций на основе 
белков суперсемейства иммуноглобулинов для на-
правленной доставки лекарственных средств и ди-
агностики является современным направлением 
молекулярной медицины, получившим название 
тераностика [1–3]. При этом особый интерес вызы-
вает проблема создания направленных конструкций 
на основе фотолюминесцентных наночастиц, осна-
щенных нацеливающими модулями, которые обеспе-

чивают их доставку к клеткам-мишеням [4]. Такой 
подход позволяет разрабатывать принципиально 
новые высокоэффективные подходы для персонали-
зированной оптической диагностики. Накапливаясь 
в клетках-мишенях, подобные конструкции могут 
выявлять их на фоне здоровых тканей за счет фо-
толюминесцентного ответа на возбуждение светом 
определенных длин волн. В частности, использование 
фотолюминесцентных конструкций, способных при-
цельно связываться с соответствующим клеточным 
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онкомаркером, обеспечивает наиболее чувствитель-
ную и неинвазивную раннюю диагностику онкологи-
ческих заболеваний.

Клеточные онкомаркеры, такие, как Her2 – бе-
лок семейства рецепторов эпидермального фактора 
роста человека, представлены в большом количе-
стве в опухолевой ткани, где служат эффективны-
ми мишенями для выявления и терапии рака. Her2 
гиперэкспрессирован во многих опухолях, включая 
опухоли яичников, шейки матки, мочевого пузы-
ря, прямой кишки, желудка, пищевода и молочной 
железы, а уровень его экспрессии часто коррели-
рует с неблагоприятным прогнозом и повышенной 
устойчивостью к химиотерапии [5]. Следовательно, 
создание Her2-направленных фотолюминесцент-
ных конструкций представляет собой один из много-
обещающих подходов к ранней молекулярной диа-
гностике рака. Направленная доставка обусловлена 
использованием входящего в состав конструкции на-
целивающего модуля белковой природы. В качестве 
модуля, нацеленного на Her2, применяют полнораз-
мерное гуманизированное моноклональное антитело 
4D5, которое широко используется в клинической 
практике под коммерческим названием Herceptin® 
[6]. Антитело присоединяют к наночастице с помо-
щью различных сшивающих реагентов или простой 
физической сорбции. В данной работе в качестве на-
целивающего модуля использовали генно-инженер-
ный фрагмент этого антитела, 4D5scFv, представля-
ющий собой единую полипептидную цепь, в которой 
вариабельные домены легкой и тяжелой цепи имму-
ноглобулина соединены коротким гибким линкером, 
а константные домены отсутствуют [7]. В качестве 
нацеливающего модуля фрагмент 4D5scFv привле-
кает особое внимание, поскольку способен так же 
эффективно узнавать Her2 [8–10], но, в отличие 
от полноразмерных антител, не обуславливает взаи-
модействий с рецепторами клеток иммунной системы 
и белками системы комплемента [11].

Для создания направленных конструкций автора-
ми данной работы предложен принцип самосборки 
через систему белковых адаптеров барстар : барна-
за (Bs : Bn), которая позволяет комбинировать от-
дельные модули с разной функциональностью и соз-
давать конструкции с заранее заданным набором 
свойств [12–15]. Бактериальная рибонуклеаза Bn 
и ее природный ингибитор Bs образуют высокопроч-
ный комплекс с константой диссоциации ~10-14 M [16] 
и высокой индивидуальной стабильностью в широ-
ком диапазоне рН и температур [17]. Кроме того, эти 
белки отличаются биотехнологичностью, и их приме-
нение позволяет улучшить свойства направленных 
конструкций. Например, Bn в составе генетически 
кодируемых белков слияния в ряде случаев играет 

роль внутримолекулярного шаперона, обеспечивая 
правильное сворачивание составляющих доменов, 
включающих нацеливающие модули [18].

Антистоксовые нанофосфóры (НАФ) – это не-
органические фотолюминесцентные наночастицы, 
фотолюминесценция которых происходит за счет 
ап-конверсии – процесса конвертирования не-
скольких фотонов с более низкой энергией (большей 
длиной волны) в один фотон с более высокой энер-
гией (меньшей длиной волны). НАФ являются вы-
сокоэффективными контрастирующими агентами 
с уникальными фотолюминесцентными свойствами, 
они обладают целым рядом преимуществ по срав-
нению с флуоресцентными белками и органиче-
скими красителями, традиционно используемыми 
для оптической диагностики. К ним относятся ис-
ключительная устойчивость к фото- и химической 
деградации, возбуждение длинами волн (обычно 
980 нм), попадающими в «окно прозрачности» био-
ткани, и продолжительная фотолюминесценция со 
сдвигом в коротковолновую область, в том числе 
в видимом и дальнем красном свете [19]. Кроме того, 
благодаря долгой фотолюминесценции существует 
возможность отложенной регистрации сигнала, ко-
торая позволяет практически полностью исключить 
автофлуоресценцию ткани и добиться значительного 
увеличения контрастности изображения на уровне 
отдельной наночастицы в условиях биологического 
окружения.

Направленные конструкции на основе НАФ 
были использованы в ряде работ, посвященных ви-
зуализации клеточных и тканевых структур [20], 
включая раковые клетки с повышенной экспрессией 
Her2. Описано нацеливание НАФ на Her2 за счет 
присоединенных к ним полноразмерных антител 
[21, 22]. В данной работе мы представляем новый 
подход к созданию направленных конструкций 
на основе НАФ и одноцепочечных мини-антител 
4D5scFv, специфичных к онкомаркеру Her, путем 
самосборки через систему молекулярных адаптеров 
Bs : Bn.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Синтез НАФ 
Гидрофобные НАФ в форме кристаллов naYF4

, леги-
рованных ионами Yb3+ и er3+ и имеющих на поверх-
ности олеат-анион, были синтезированы по методу 
[23]. Кристаллы программируемого размера выра-
щивали из раствора натриевых солей и олеиновой 
кислоты в бескислородной атмосфере. Смесь Y

2
O

3
 

(0.78 ммоль), Yb
2
O

3
 (0.2 ммоль) и er

2
O

3
 (0.02 ммоль) 

дефлегмировали в 70% трифторуксусной кислоте 
(20 мл) в течение 6 ч. Затем прозрачный раствор ох-
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лаждали до комнатной температуры, растворитель 
выпаривали. Полученный осадок высушивали в ва-
кууме 0.1 мм рт. ст. в течение 3 ч и тщательно рас-
тирали в агатовой ступке до гомогенного состояния. 
Этот порошок перемешивали с трифторацетатом na 
(2 ммоль), олеиновой кислотой (6 мл) и 1-октадеценом 
(6 мл) при 100°c под вакуумом в течение 30 мин.

Дегазированную и обезвоженную смесь постепен-
но нагревали до 290°c со скоростью 6°c/мин и вы-
держивали при этой температуре в течение 45 мин 
в атмосфере аргона. Затем температуру поднимали 
до 310°c в течение 70 мин. На следующем этапе рас-
твор охлаждали, суспендировали в изопропаноле 
(130 мл) и центрифугировали при 6000 об/мин в те-
чение 30 мин (центрифуга Z206A, Hermle, Германия). 
Полученные таким образом частицы промывали че-
тырежды в абсолютном этаноле и высушивали. Затем 
частицы растворяли в хлороформе (10 мл), осаждали 
изопропанолом (50 мл) и дважды центрифугировали 
при 4000 об/мин в течение 10 мин. Целевой продукт 
высушивали при комнатной температуре.

Получение и характеристика белков
Рекомбинантный белок 4D5scFv-Bn, состоящий 
из Bn и одноцепочечных мини-антител 4D5scFv, со-
единенных гибким пептидным линкером, получали 
как описано ранее [7] с небольшими модификация-
ми. Клетки Escherichia coli штамма SB536 [F−, WG1, 
ΔfhuA (ton Δ), ΔhhoAB (SacII), shh] трансформирова-
ли плазмидой pSD4D5BnHis5 с геном, кодирующим 
белок 4D5scFv-Bn под контролем lac-промотора, 
и геном Bs, конститутивный синтез которого защи-
щает бактериальные клетки от цитотоксического 
действия Bn [24]. Трансформанты выращивали в пи-
тательном бульоне YtPS (1% дрожжевой экстракт, 
1% триптон, 150 мМ nacl, 40 мМ K

2
HPO

4
, 10 мМ 

KH
2
PO

4
, 2 мМ Mgcl

2
, 0.1 г/л ампициллина, pH 7.5) 

при 37°c до достижения значения оптической плот-
ности 0.6 при длине волны 560 нм; затем добавляли 
β-D-1-тиогалактопиранозид (1 мМ) для индукции 
lac-промотора и инкубировали в течение еще 5 ч. 
Полученную биомассу собирали центрифугировани-
ем (центрифуга Allegra 21r, Beckman coulter, США) 
и разрушали ультразвуком во льду в лизирующем 
буфере 5 мМ Трис-Hcl, 40 мМ K

2
HPO

4
, 500 мМ nacl, 

pH 8.2. Полученный экстракт осветляли центри-
фугированием и фильтрацией через мембранный 
фильтр с размером пор 0.22 мкм и наносили на ко-
лонку Hitrap объемом 1 мл с аффинным сорбентом 
ni-нитрилотриуксусной кислотой (ni-ntA) (Ge 
Healthcare Worldwide, США). Для освобождения це-
левого белка 4D5scFv-Bn от ингибитора Bs колонку 
промывали 8 М мочевиной с последующим рефол-
дингом 4D5scFv-Bn линейным градиентом мочевины 

8–0 М. Целевой белок элюировали 225 мМ имидазо-
лом, переводили в фосфатный буфер (20 мМ nacl, 
6.5 мМ naH

2
PO

4
, 41 мМ na

2
HPO

4
, pH 6.5) на обессо-

ливающей колонке PD-10 (Ge Healthcare Worldwide, 
США) и подвергали окончательной очистке на ка-
тионообменной колонке Hitrap SP-Sepharose Fast 
Flow объемом 1 мл (Ge Healthcare Worldwide, США), 
элюцию проводили градиентом nacl, фракции ана-
лизировали электрофорезом в 12.5% ПААГ. По дан-
ным электрофоретического анализа в 12.5 % ПААГ 
фракция целевого белка 4D5scFv-Bn элюировалась 
в 275 мМ nacl. 

Безцистеиновый мутантный вариант барстара 
Bs (C40/82A) получали из клеток E. coli штамма 
HB101 [F− Δ(gpt-proA)62 leu B6 glnV44 ara-14 galK2 
lacY1Δ(mcrC-mrr) rpsL20 (Strr) xyl-5 mtl-1 recA13], 
несущего плазмиду pMt641 [7]. Бактериальную 
культуру выращивали в бульоне YtPS до стацио-
нарной фазы, клетки отделяли центрифугированием 
и суспендировали в холодном буфере для лизиса сле-
дующего состава: 0.05 M Трис-Hcl, 0.1 M nacl, 10 мМ 
eDtA, 10 мМ дитиотреит, pH 8.0. Клетки разрушали 
ультразвуком во льду (30% насыщения (nH

4
)

2
SO

4
), 

затем осаждали нуклеиновые кислоты полиэти-
ленимином. Из полученного клеточного экстракта 
осаждали белки, доводя концентрацию сульфата 
аммония до 70% насыщения. Осадок белков раство-
ряли в буфере 0.1 M Трис-Hcl, 10 мМ eDtA, 10 мМ 
дитиотреит, pH 8.0 и фракционировали по размеру 
на колонке с Сефадексом G-100 SuperFine (c16/100), 
уравновешенной буфером 0.02 M Трис-Hcl, 0.02 M 
nacl, 2 мМ eDtA, 2 мМ дитиотреит, 0.05% tween-20, 
pH 8.0. Окончательную очистку Bs проводили на ани-
онообменной колонке Hitrap Q-Sepharose Fast Flow 
объемом 1 мл (Ge Healthcare Worldwide, США), 
уравновешенной буфером 0.2 M Трис-Hcl, 2 мМ ди-
тиотреит, 10% глицерин, pH 8.0. Целевой белок элю-
ировали градиентом nacl, фракции анализировали 
электрофорезом в 17% ПААГ. 

Рибонуклеазная активность рекомбинантного 
белка 4D5scFv-Bn
Рибонуклеазную активность рекомбинантного белка 
4D5scFv-Bn определяли методом кислотонераство-
римого осадка РНК [25]. 40 мкл раствора анализиру-
емого белка с концентрацией от 30 до 0.015 нМ в бу-
фере 0.125 M Трис-Hcl, pH 8.5 смешивали с 160 мкл 
раствора дрожжевой РНК (2 мг/мл) и инкубирова-
ли при 37°c в течение 15 мин. РНКазную реакцию 
останавливали добавлением 6% HclO3

 (200 мкл), 
смесь выдерживали при +2°c в течение 15 мин. 
Непрореагировавшую РНК отделяли центрифуги-
рованием. По оптическому поглощению (OD

260
) опре-

деляли концентрацию освободившихся нуклеотидов, 



54 | ActA nAturAe |  ТОМ 6  № 4 (23)  2014

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

которая была прямо пропорциональна РНКазной ак-
тивности исследуемого белка.

Для оценки связывания пары Bs : Bn различные 
разведения Bs добавляли к раствору Bn в извест-
ной концентрации, РНКазную активность измеряли 
как описано выше.

 
В последнем случае концентрация 

Bs была обратно пропорциональна OD
260

. 

Аффинность белка 4D5scFv-HER2/neu 
к рецептору HER2 
Аффинность белка 4D5scFv-Her2/neu к рецептору 
Her2 оценивали с использованием поликлональных 
кроличьих античеловеческих антител IgG. На поли-
стироловые 96-луночные планшеты с плоским дном 
наносили антиген p185Her2eСD (рекомбинантный 
белок, представляющий собой внеклеточный до-
мен рецептора Her2) в буфере 0.1 M na

2
cO

3
, 0.1 M 

naHcO
3
, pH 9.2 в количестве 8 и 16 нг/лунку. После 

адсорбции антигена в течение 1 ч планшеты промы-
вали буфером PBS и блокировали ненасыщенные 
поверхностные участки связывания 5% раствором 
сухого молока (tesco, Великобритания) в буфере 
PBS, pH 7.4. Раствор белка 4D5scFv-Bn в буфере PBS 
с 0.1% tween-20 в различных концентрациях, начи-
ная с 5 нМ, вносили в лунки и инкубировали в тече-
ние 1 ч на качалке, затем промывали. Для детекции 
иммобилизованного белка 4D5scFv-Bn планшеты 
обрабатывали поликлональными кроличьими анти-
человеческими антителами IgG, а затем козлиными 
антикроличьими антителами IgG, конъюгированны-
ми с пероксидазой хрена, с промывками между ста-
диями. Для колориметрического измерения в лунки 
добавляли 0.04% 1,2-диаминобензена (Sigma-Aldrich, 
Германия) с 0.06% H

2
O

2
 в цитратном буфере (7.3 г/л 

лимонной кислоты, 11.86 г/л na
2
HPO

4
·2H

2
O, pH 5). 

Реакцию останавливали добавлением 50 мкл 2 M 
H

2
SO

4
 и определяли OD

450
 на планшетном спектрофо-

тометре (StatFax-2100, Awareness technology, США). 
Константу аффинности K

a 
рассчитывали, как опи-

сано в работе [26], приняв во внимание моновалент-
ность исследуемого мини-антитела, по следующей 
формуле: 

                         К
а 
= (n – 1)/n[Ab']

t 
– [Ab]

t
,
  

(1) 

где [Ab']
t 
и [Ab]

t 
– суммарные концентрации мини-

антитела
 
в лунках со значениями OD

450
' и OD

450
, обра-

ботанных антигеном в концентрации [Ag'] (8 нг) и [Ag] 
(16 нг) соответственно, n = [Ag]

t 
/ [Ag']

t
.  (2)

 

Получение биоконъюгатов НАФ
НАФ, синтезированные как описано выше, покры-
вали амфифильным чередующимся сополимером 
малеинового ангидрида с 1-октадеценом (ПМАО, 

Sigma-Aldrich, Германия) как описано в работе [27] 
с небольшими модификациями. Для создания во-
круг частиц НАФ оболочки ПМАО и образования 
поперечных сшивок добавляли 1,6-диаминогек-
сан (Serva, Германия). Чтобы присоединить био-
молекулы к НАФ, поверхностные карбоксильные 
группы полученной оболочки ПМАО активировали 
в холодном буферном растворе избытком кросс-
линкеров 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбо-
диимида (eDc) и n-гидроксисульфосукцинимида 
(sulfo-nHS) (Sigma-Aldrich, Германия) с дополни-
тельной обработкой ультразвуком. Полученные на-
ночастицы затем отмывали от непрореагировавших 
кросс-линкеров центрифугированием при 4°c, ре-
суспендировали в холодном растворе белка Bs и вы-
держивали в течение ночи для присоединения Bs. 
Несвязавшиеся молекулы Bs отмывали в ходе трех 
циклов центрифугирования/ресуспендирования. 
Полученные наночастицы хранили в PBS. 

Трансмиссионная электронная микроскопия (ТЭМ) 
НАФ и НАФ-ПМАО растворяли в н-гексане и воде 
соответственно, озвучивали и наносили на медные 
сетки (300 меш) для ТЭМ, покрытые 0.3% раствором 
Pioloform® (Wacker Polymer Systems, Burghausen, 
Германия). Затем сетки высушивали при tкомн

 в тече-
ние ночи в эксикаторе и микроскопировали на прибо-
ре Philips cM10 teM (Philips, Нидерланды). Для ана-
лиза фракционного состава НАФ использовали 
программу ImageJ.

ИК-спектроскопия
Свободный ПМАО тщательно растирали в ступ-
ке с KBr и прессовали в форме таблеток. НАФ, мо-
дифицированные ПМАО, высушивали с помощью 
концентратора Savant SpeedVac (Франция), затем 
растирали с KBr и прессовали в форме таблеток. ИК-
спектры снимали на спектрофотометре Varian 3100 
(США).

Определение спектров эмиссии НАФ-ПМАО 
Порошок НАФ-ПМАО помещали в держатель 
для образцов и освещали лазером с длиной волны 
978 нм посредством мультимодального оптическо-
го волокна. Сигнал излучения записывали в прохо-
дящем свете на калиброванном спектрофотометре 
(Ocean Optics, США), предварительно пропустив 
через эмиссионный фильтр с полосой пропускания 
до 842 нм (Semrock, США).

Мечение клеток 
Клетки аденокарциномы молочной железы челове-
ка SK-Br-3 и клетки яичника китайского хомячка 
cHO-K1 (American type culture collection, США) 
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культивировали в культуральной среде rPMI 1640 
(Hyclone, США) с добавлением L-глутамина и 10% 
эмбриональной бычьей сыворотки (Hyclone, США). 
Клетки рассевали на 8-луночные предметные стек-
ла в концентрации 3 × 104 клеток/мл и культивиро-
вали в течение 24 ч при 37°c в cO

2
-инкубаторе (5% 

cO
2
), затем клетки инактивировали добавлением 

1% формальдегида для предотвращения неспеци-
фической интернализации. Для предотвращения 
неспеци фического связывания частиц покровные 
стекла обрабатывали в течение 1 ч 1% раствором 
бычьего сывороточного альбумина (BSА) (Bio-rad, 
США) в буфере PBS. Затем для создания на поверх-
ности клеток участков специфического связывания 
визуализирующего агента, Bs-НАФ, на стекла на-
носили раствор рекомбинантного белка 4D5scFv-Bn 
в буфере PBS с 0.1% BSА и 0.1% tween-20 и инкуби-
ровали в течение 1 ч. Затем клетки промывали бу-
фером PBS и обрабатывали коллоидным раствором 
Bs-НАФ (100 мкг/мл) в течение 20 мин. Этого вре-
мени было достаточно для завершения образования 
комплексов 4D5scFv-Bn : Bs-НАФ благодаря ис-
ключительно высокой константе аффинности пары 
Bs : Bn ~ K

d 
10-14 M.

Затем клетки промывали несколько раз от несвя-
завшегося Bs-НАФ, фиксировали в 4% растворе фор-
мальдегида в PBS и закрывали покровным стеклом. 
Для того чтобы доказать, что связывание НАФ не яв-
ляется результатом неспецифической адсорбции 
белка 4D5scFv-Bn на стеклах, использовали клетки 
СНО в качестве отрицательного контроля.

Фотолюминесцентная микроскопия клеток 
Фотолюминесцентную микроскопию клеток про-
водили на инвертированном эпилюминесцентном 
микроскопе Olympus IX70 (Япония) с возбуждаю-
щим 978-нм диодным лазером (LD980-01cW, cXcH-
Photonics, Китай). Для получения изображения кле-
ток в видимом свете использовали сухой объектив 
×50, nA 0.45 (Olympus, Япония). 

РЕЗУЛЬтАтЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Гидрофобные НАФ в форме кристаллов naYF

4
, ле-

гированных ионами Yb3+ и er3+ и имеющих на по-
верхности олеат-анион, были синтезированы ме-
тодом, описанным ранее [23]. С целью придания 
гидрофильности частицы в дальнейшем были по-
крыты молекулами чередующегося сополимера 
поли(малеинового ангидрида-1-октадецена) (ПМАО), 
связанными между собой с помощью 1,6-диамино-
гексана (Serva, Германия). При переводе частиц 
НАФ-ПМАО из органического растворителя в воду 
ангидридное кольцо раскрывается, образуя кар-
боксильные группы, экспонированные в раствор, 

что обеспечивает растворимость НАФ в воде [27]. 
Гидродинамический диаметр НАФ-ПМАО, измерен-
ный методом динамического светорассеяния, соста-
вил 130 ± 20 нм. На рис. 1 приведено изображение на-
ночастиц, полученное с помощью трансмиссионного 
электронного микроскопа, с полимицеллярной струк-
турой ПМАО на поверхности НАФ. По результатам 
измерений калиброванной интегрирующей сферой 
максимальная эффективность ап-конверсии нано-
частиц была достигнута при возбуждении лазером 
с плотностью мощности ~ 60 Вт/см2 и составила 1.2%.

Оценка потенциала НАФ в качестве агентов 
для оптической визуализации клеток-мишеней 
была проведена in vitro с использованием кле-
ток аденокарциномы молочной железы человека 
SK-Br-3, гиперэкспрессирующих поверхност-
ный онкомаркер Her2. С этой целью была создана 
направленная двухкомпонентная конструкция, 
включающая контрастирующий и нацеливающий 
модули, способные собираться посредством систе-
мы молекулярных адаптеров Bs : Bn, как изобра-
жено на рис. 2. Контрастирующий модуль был по-
лучен путем конъюгации мутантного Bs С40/82А 
с карбоксильными группами НАФ-ПМАО с ис-
пользованием сшивающих реагентов 1-этил-3-(3-
диметиламинопропил)карбодиимида гидрохлорида 
и n-гидроксисукцинимида. Полученные конъюга-
ты сохранили неагрегированное состояние и фото-
люминесцентные характеристики. Нацеливающий 
модуль, способный с высокой эффективностью свя-
зываться с внешним доменом рецептора Her2 на по-
верхности опухолевых клеток, представлял собой 
рекомбинантный белок слияния 4D5scFv-Bn, опи-
санный в работе [7]. В нем к c-концевой части одно-
цепочечного мини-антитела 4D5scFv через гибкий 

Рис. 1. Изображение НАФ-ПМАО, полученное с по-
мощью трансмиссионного электронного микроскопа

200 нм
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пептидный линкер присоединена Bn, и доказано [7], 
что оба полипептида сохранили свои функциональ-
ные свойства – способность специфически распозна-
вать рецептор Her2 (4D5scFv) и способность к высо-
коаффинному связыванию с Bs (Bn).

Высокочувствительная визуализация клеток 
SK-Br-3 с использованием описанной двухкомпо-
нентной конструкции была осуществлена методом 
двухстадийной доставки. С целью распознавания 
рецептора Her2 клетки, выращенные на подложке 
и зафиксированные формальдегидом, были обрабо-
таны нацеливающим модулем 4D5scFv-Bn. Затем 
для визуализации к клеткам был добавлен контра-
стирующий модуль Bs-НАФ, который, связываясь 
с Bn, входящей в состав уже иммобилизованного 
на Her2 модуля 4D5scFv-Bn, обеспечивал оптиче-
скую детекцию. После инкубации избыток Bs-НАФ 
был удален путем тщательной отмывки клеток фос-
фатным буфером. В качестве отрицательного кон-
троля были использованы клетки яичника китай-
ского хомячка cHO, лишенные Her2. С помощью 
фотолюминесцентной микроскопии клеток SK-Br-3 
и cHO, последовательно обработанных модулями 
4D5scFv-Bn и Bs-НАФ, с возбуждением люминес-
ценции на длине волны 978 нм (рис. 3) было показа-
но, что полученная двухкомпонентная конструкция 
4D5scFv-Bn : Bs-НАФ избирательно связывается 
с клетками SK-Br-3, гиперэкспрессирующими ре-
цептор Her2, и не связывается с контрольными 
клетками СНО, лишенными Her2. Общий сигнал 
люминесценции с поверхности опухолевых клеток 
SK-Br-3 в 10 раз превышал сигнал с поверхности 
контрольных клеток СНО. 

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Полученные гибридные конструкции, состоящие 
из молекул нацеливающих биополимеров и неор-
ганических фотолюминесцентных нанокристал-
лов, способны высокоспецифично визуализиро-
вать онкомаркер на опухолевых клетках. Такие 
наноконструкции могут служить перспективны-
ми носителями для направленной доставки самых 
различных цитотоксических и визуализирующих 
агентов, что создает принципиально новые возмож-

Рис. 3. Фотолюминесцентные изображения клеток 
SK-BR-3, гиперэкспрессирующих онкомаркер HER2, 
и клеток CHO (отрицательный контроль) после обра-
ботки НАФ-ПМАО-Bs и 4D5scFv-Bn

Рис. 2. Схема строения на-
правленной конструкции 
НАФ-ПМАО-Bs : 4D5scFv-Bn. 
НАФ – антистоксовые 
нанофосфóры,  
ОА – олеат-анион,  
ПМАО – чередующийся 
сополимер малеинового 
ангидрида с 1-октадеценом, 
Bs – барстар,  
Bn – барназа,  
4D5scFv – вариабельный 
фрагмент анти-HER2-антитела 
4D5

– НАФ

– ОА

– ПМАО

– Bs

– Bn

– 4D5scFv

В видимом свете  Фотолюминесценция
С

H
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-K
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ности для высокоточной молекулярной диагностики 
и эффективной терапии опухолевых заболеваний. 
Важным преимуществом конструкций с использо-
ванием НАФ [28] является возможность их реги-
страции в глубине живой ткани, чем определяется 
их особенная перспективность для персонализиро-
ванной оптической диагностики злокачественных 
новообразований. 

Работа поддержана РНФ (грант 14-24-00106) – 
синтез биоконъюгатов с наночастицами и 

исследование их взаимодействия с раковыми 
клетками; программой Президиума РАН 
«Молекулярная и клеточная биология», 

Минобрнауки РФ (№ 14.578.21.0051, 
14.Z50.31.0022) – получение и характеристика

рекомбинантных белков.
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РЕФЕРАт Рекомбинантные белки стали одними из лидирующих среди современных фармакологических 
препаратов. Вместе с тем существующие методы анализа фармакокинетики в большинстве своем не учи-
тывают процесс биодеградации белкового препарата. Закономерности биодеградации белкового фармпре-
парата позволяют определить основные пути его выведения из организма при проведении доклинических 
испытаний. Использование флуоресцентных агентов высокой яркости красного и дальне-красного диа-
пазона дает возможность проводить неинвазивные исследования выведения и распределения белковых 
препаратов в живом организме. Мы предложили использовать метод избыточной конъюгации белков 
флуорофорами для создания зонда, позволяющего наблюдать биодеградацию рекомбинантной бутирил-
холинэстеразы в организме живой мыши. Установлено, что максимум разгорания флуоресценции, отража-
ющей деградацию фермента, наблюдается через 6 ч после внутривенного введения препарата. Показано, 
что избыточная конъюгация флуорофора приводит к существенному изменению фармакокинетических 
параметров препарата. Этот факт необходимо учитывать при выборе метода флуоресцентного «биоимид-
жинга» при проведении фармакокинетических исследований.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА биодеградация, бутирилхолинэстераза, фармакокинетика, флуоресцентный зонд, про-
теолиз, самотушение, in vivo-визуализация.
СПИСОК СОКРАЩЕНИй ОФЭКТ – однофотонная эмиссионная компьютерная томография; ПЭТ – пози-
тронная эмиссионная томография; HIV – вирус иммунодефицита человека; rhBChE – рекомбинантная 
тетрамерная бутирилхолинэстераза человека; PRAD – proline-rich attachment domain, пролин-богатый 
домен связывания; MMP – matrix metalloproteinase, матриксная металлопротеиназа; sCy5 – Sulfo-Cyanine5; 
sCy7 – Sulfo-Cyanine7; Fmax – относительное разгорание флуоресценции; Fenz – интенсивность флуоресцен-
ции гидролизованного образца; F0 – интенсивность флуоресценции образца до протеолитического гидро-
лиза; N – степень модификации препаратов; rhBChE-sCy7 ON – флуоресцирующий конъюгат rhBChE-sCy7 
без эффекта самотушения; rhBChE-sCy7 OFF – нефлуоресцирующий конъюгат rhBChE-sCy7 с эффектом 
самотушения; BSA – бычий сывороточный альбумин; KLH – гемоцианин.

ВВЕДЕНИЕ
Современная фармакокинетика – высокотехноло-
гичная область, использующая самые современные 
неинвазивные подходы, такие, как однофотонная 

эмиссионная компьютерная томография (ОФЭКТ), 
позитронная эмиссионная томография (ПЭТ) и флу-
ориметрия in vivo не только для анализа фармакоки-
нетических параметров, но и для определения про-
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филя биораспределения и накопления препаратов 
[1]. В связи с широким внедрением в современные 
протоколы, применяемые при таких серьезных забо-
леваниях, как рак [2, 3], аутоиммунные патологии [4] 
и заболевания крови [5], рекомбинантных белковых 
фармпрепаратов на повестку дня остро встал вопрос 
изучения биораспределения и биодеградации этих 
лекарственных средств в организме животного в ходе 
доклинических испытаний. Обнаружение новых ин-
фракрасных флуоресцентных красителей, облада-
ющих высокой яркостью и позволяющих работать 
в «окне прозрачности» биологических тканей (700–
900 нм), наряду с их коммерческой доступностью, 
безопасностью и эффективностью, позволило осу-
ществить переход к «биоимиджингу» флуоресценции 
в качестве одного из наиболее распространенных ме-
тодов визуализации [6, 7]. На основании результатов 
визуализации можно сделать вывод о том, в каком 
органе происходит накопление препарата [8], а так-
же каковы фармакокинетические характеристики 
его выведения [9] из организма. Для фармпрепара-
тов на основе рекомбинантных белков, обладающих 
определенной специфической активностью, край-
не важно знать, как связано накопление препарата 
в том или ином органе и его деградация. Знание о за-
кономерностях биодеградации препарата играет осо-
бую роль в том числе и потому, что позволяет опре-
делить основные пути его выведения.

Цель данной работы состояла в создании зонда, 
позволяющего определить основные компартменты 
биодеградации рекомбинантного белка, на примере 
рекомбинантной бутирилхолинэстеразы, биологи-
ческого антидота против фосфорорганических ядов 
нервно-паралитического действия [10, 11]. В осно-
ве использованного нами подхода лежит явление 
самотушения флуорофоров [12]. Суть его заклю-
чается в том, что для молекул флуорофоров, обла-
дающих небольшим стоксовским сдвигом (порядка 
20–30 нм) и расположенных на расстоянии менее 
10 нм друг от друга, характерно тушение флуорес-
ценции. Эффективность тушения зависит, в том 
числе и от способности к агрегации молекул флу-
орофора в основном за счет π–π- и гидрофобных 
взаимодействий [13]. Таким образом, избыточная 
модификация препарата белковой природы, инфра-
красным флуорофором, склонным к самотушению, 
приводит к образованию конъюгата с «выключен-
ной» флуоресценцией, в то время как его деграда-
ция и образование пептидных продуктов приведет 
к «разгоранию» флуоресценции. Аналогичный под-
ход уже нашел применение в визуализации опухо-
лей по наличию MMP-активности, специфических 
или гиперэкспрессированных рецепторов [14–18], 
в исследовании активности протеолитических анти-

тел к поверхностному белку HIV; gp120 [19]. В дан-
ной работе мы предложили использовать избыточ-
ное мечение рекомбинантной бутирилхолинэстеразы 
для прижизненной визуализации компартментов, от-
ветственных за разложение и выведение препарата, 
а также для оценки параметров биораспределения 
и биодеградации фермента. 

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Белковые препараты, использованные в работе
Рекомбинантная тетрамерная бутирилхолинэстераза 
человека (rhBche) была получена в клетках линии 
cHO-K1, трансфицированных конструкцией pFuSe 
PrAD-F2A-Bche, в которых одновременно экс-
прессируется ген пептида тетрамеризации (PrAD) 
и бутирилхолинэстеразы человека. rhBche была по-
следовательно очищена методами аффинной хрома-
тографии с использованием сорбента прокаинамид-
сефарозы на колонке XK10/50 (Ge Healthcare, США) 
и ионообменной хроматографии на колонке MonoQ 
5/50 (Ge Healthcare, США). Чистота белка состав-
ляла более 95% по результатам электрофореза в по-
лиакриламидном геле с последующим окрашивани-
ем красителем Кумасси и окрашиванием на наличие 
специфической бутирилхолинэстеразной активности 
по методу Karnovsky и roots [20]. Коммерчески до-
ступные белки KLH и BSA были получены от фирмы 
Sigma-Aldrich.

Синтез препаратов флуоресцентно меченных 
белков
Белки были конъюгированы с различными nHS-
активированными флуорофорами класса циани-
новых красителей: Sulfo-cyanine5 (scy5), Sulfo-
cyanine7 (scy7) (Lumiprobe). Конъюгацию проводили 
в 0.1 M naHcO3

 согласно протоколу производителя. 
Флуоресцентно меченные белки очищали от про-
дуктов реакции методом гель-фильтрации на ко-
лонке Hitrap Desalting (Ge Healthcare, США). 
Флуоресценцию препаратов белков измеряли 
на приборе Varioscan Flash (thermo Scientific). 
Для определения максимального относительного 
разгорания флуоресценции образцы белков пред-
варительно подвергали протеолизу раствором, со-
держащим смесь протеаз (1 мг/мл протеиназы 
K (Fermentas) и 2 мг/мл субтилизина Карлсберг) 
в фосфатно-солевом буфере pH 7.4 при 37оС в те-
чение 4 ч. Полноту реакции протеолиза оценивали 
спектрофлуориметрически по выходу на насыще-
ние кривой зависимости интенсивности флуорес-
ценции (rFu) от времени. Относительное разгора-
ние флуоресценции (F

max
) вычисляли как отношение 

разницы интенсивности флуоресценции гидроли-
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зованного образца (F
enz

) и интенсивности флуорес-
ценции образца до протеолитического гидролиза 
(F

0
): F

max
 = (F

enz
 – F

0
)/F

0 × 100%. Степень модифика-
ции препаратов (N), т.е. количество групп флуорофо-
ра на молекулу белка, определяли путем измерения 
оптической плотности растворов при длине волны 
280 нм (e1% = 18) и при 760 нм исходя из коэффициен-
тов молярного поглощения 240600 M−1см−1 для scy7. 

Определение фармакокинетических параметров 
конъюгатов rhBChE-sCy7
Для оценки концентрации конъюгатов rhBche 
в плазме крови использовали три группы мышей 
линии BALB/c по шесть животных в каждой, кото-
рым внутривенно были введены препараты конъ-
югированной rhBche (без флуоресцентной метки, 
rhBche-scy7 On и избыточно конъюгированного 
препарата rhBche-scy7 OFF) в дозе 200 мкг/мышь. 
Концентрацию Bche в сыворотке крови мышей опре-
деляли исходя из ее активности по методу Эллмана 
[21]. Фармакокинетические характеристики препа-
ратов получали исходя из аппроксимации кривой вы-
ведения rhBche в рамках двухкамерной модели [10].

Эксперименты по визуализации in vivo
Биораспределение и паттерн деградации rhBche 
определяли с использованием препаратов rhBche-
scy7 OFF и rhBche-scy7 On. Мышам линии BALB/c 
внутривенно были введены препараты конъюга-
тов rhBche-Sulfo-cyanine7 в дозе 500 мкг/мышь. 
Систему для оптической визуализации малых жи-
вотных In Vivo MS FX PrO (Bruker) использовали 
для оценки распределения Bche и продуктов ее раз-
ложения. Для детекции флуоресценции scy7 исполь-
зовали фильтры возбуждения и эмиссии 730 и 790 нм 
соответственно.

РЕЗУЛЬтАтЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Метод тушения/разгорания флуоресценции избы-
точно меченых белковых субстратов за счет их про-

теолитической деградации был успешно использо-
ван для исследования биокатализаторов с невысоким 
уровнем протеолитической активности [22] или ана-
лиза малых концентраций ферментов [23]. 

Очевидно, что использование флуоресцеина в ка-
честве источника аналитического сигнала неприме-
нимо в случае исследований in vivo, вследствие вы-
сокого фона органов и тканей. Для исключения этого 
недостатка мы применили конъюгацию белковых 
молекул с красителями scy5, scy7 в различных ус-
ловиях. 

Дополнительно мы предположили, что применение 
«красных» и «дальне-красных» флуорофоров позво-
лит получить более чувствительные зонды для оцен-
ки протеолитической активности за счет более эф-
фективного разгорания флуоресценции. Для анализа 
неспецифической активности мы использовали клас-
сические белки-субстраты – бычий сывороточный 
альбумин (BSA) и гемоцианин (KLH), а также бути-
рилхолинэстеразу – фармакологически важный пре-
парат, биологический антидот при отравлениях фос-
форорганическими токсинами. В результате были 
получены препараты KLH-scy5, BSA-scy5, rhBche-
scy5, BSA-scy7, rhBche-scy7 On и rhBche-scy7 
OFF (табл. 1). 

Полученные конъюгаты подвергали фермента-
тивному гидролизу для определения эффективно-
сти разгорания флуоресценции. Все флуоресцент-
ные субстраты характеризовались высоким уровнем 
максимального разгорания флуоресценции (Fmax

) 
(табл. 1), превышающим уровень классического 
субстрата BSA-FItc. Наибольшей эффективностью 
отличается препарат rhBche-scy5, в котором флуо-
ресценция увеличивалась более чем в 700 раз. 

Препарат rhBche-scy7 On обладал одинаковой 
флуоресценцией до и после протеолиза, в то время 
как флуоресценция образца rhBche-scy7 OFF была 
значительно потушена и возрастала в 220 раз после 
протеолитического расщепления. Таким образом, 
препарат rhBche-scy7 OFF может служить зондом 

Таблица 1. Характеристика использованных препаратов конъюгатов белков с флуорофорами

Препарат N F0, rFu Fenz, rFu Fmax

BSA-FItc [23] 25 - - 3450
KLH-scy5 380–750 6.25 1140 18100
BSA-scy5 6.7 2.37 1680 70800

rhBche-scy5 30 6.17 1750 28300
BSA-scy7 6.5 1.8 660 36500

rhBche-scy7 OFF 32 2.71 597 21900
rhBche-scy7 On 1 50 50.05 0.1

Примечание. N – степень модификации; F
0
 – флуоресценция до протеолитического расщепления; F

enz
 – флуо-

ресценция после протеолитического расщепления.
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для оценки протеолитической деградации препарата 
в фармакокинетических экспериментах. Нами были 
проанализированы несколько вариантов избыточ-
ной конъюгации бутирилхолинэстеразы для полу-
чения максимально эффективного флуоресцентного 
зонда. Мы опирались на два критерия отбора – от-
носительное разгорание флуоресценции и удельная 
активность фермента после модификации (рис. 1). 
В результате был выбран вариант со степенью моди-
фикации 32, при этом нам удалось добиться сохране-
ния более 70% специфической активности. 

Фармакокинетические исследования препаратов 
rhBChE-sCy7 ON и rhBChE-sCy7 OFF
При исследовании фармакокинетических параме-
тров препаратов rhBche-scy7 On и rhBche-scy7 
OFF мы воспользовались уникальной возможностью 
оценки количества бутирилхолинэстеразы в крово-
токе кинетическим и флуоресцентным методами од-
новременно. Действительно, в классическом способе 
оценки фармакокинетических параметров белковых 
препаратов используется либо прямой радиоактив-
ный метод, либо косвенные методы (например, ИФА). 

Однако все эти методы зачастую свидетельствуют 
только о наличии части белка (содержащей радиоак-
тивную метку либо эпитоп связывания со специфи-
ческим антителами соответственно), но не доказы-
вают присутствия активного белкового препарата. 
В случае бутирилхолинэстеразы биологическим ан-
тидотом является только активный фермент, следо-
вательно, наблюдая за изменением активности пре-
парата в кровотоке, можно судить о его «реальных» 
фармакокинетических параметрах. Флуоресцентный 
зонд указывает на наличие как целого белка, 
так и его фрагментов, таким образом, сравнение про-
филей выведения, наблюдаемых двумя различными 
методами, свидетельствует о деградации препарата 
на фоне его элиминации из организма.

Как показано на рис. 2 и в табл. 2, характер и пара-
метры выведения препарата rhBche-scy7 On такие 
же, как у фермента, не подвергнутого модификации, 
в то время как поведение препарата rhBche-scy7 
OFF в организме кардинально изменено. Скорость вы-
ведения экстремально увеличивается (табл. 2).

При анализе профилей выведения препарата, 
определяемых по флуоресценции в различные про-

Рис. 1. Анализ вариантов конъюгатов бутирилхолин-
эстеразы с различной степенью модификации флуоро-
фором sCy7

Рис. 2. Анализ фармакокинетических параметров 
выведения препаратов бутирилхолинэстеразы и ее 
конъюгатов с флуорофором sCy7

Таблица 2. Фармакокинетические параметры бутирилхолинэстеразы и ее конъюгатов с флуорофором sCy7

Параметры rhBche rhBche-scy7 On rhBche-scy7 OFF

τ
1/2

 disr, мин 100 ± 40 140 ± 50
6 ± 2

τ
1/2 

el, мин 1600 ± 300 2200 ± 400

Mrt, мин 2400 ± 600 2700 ± 700 9 ± 3
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межутки времени после введения препарата (рис. 3), 
установлено, что максимальный уровень флуорес-
ценции наблюдается в промежутке 1.5–8 ч после 
введения. Можно утверждать, что в это время до-
стигается максимум накопления препарата в пече-
ни, где и происходит активная деградация фермен-
та, что отражается в увеличении флуоресценции 
(рис. 4). Фармакокинетическая кривая выведения 
rhBche-scy7 On с использованием флуоресцентной 
детекции (рис. 3) не имеет статистически значимых 
отличий от аналогичной кривой выведения rhBche-
scy7 On, определенной по ферментативной активно-
сти (рис. 2). Следовательно, флуоресцентная детек-
ция распределения фермента адекватно отражает 
накопление rhBche в том или ином компартмен-
те. В то же время сравнение аналогичных кривых 
для препарата rhBche-scy7 OFF очевидно свиде-
тельствует о наличии двух различных процессов: 1 – 
быстрое выведение rhBche-scy7 OFF из кровотока 
(приводящее к быстрой потере активности rhBche 
в кровотоке, но не сопровождаемое ростом флуорес-
ценции), не связанное с деградацией rhBche-scy7 
OFF; 2 – медленная деградация препарата rhBche-
scy7 OFF в месте накопления (при нулевой активно-
сти rhBche в кровотоке флуоресценция возрастает 
и достигает своих максимальных значений).

Результаты оценки биораспределения препара-
тов rhBche-scy7 On и rhBche-scy7 OFF в органах 
мыши, полученные в условиях измерения in vivo, 
приведены на рис. 4. Как следует из рис. 4, оба пре-
парата в основном накапливаются в печени, почках 
и мочевом пузыре. Основным органом, отвечающим 
за деградацию фермента, является печень, и мак-
симум разгорания флуоресценции, отражающей 
деградацию фермента, наблюдается через 6 ч по-
сле внутривенного введения препарата, продукты 
разложения попадают в кровь и выводятся преиму-
щественно почками. Следовательно, данные при-
жизненного распределения белкового препарата 
в основном подтверждают наблюдения, полученные 
на предыдущих этапах (см. рис. 2, 3, табл. 2).

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Флуоресцентные зонды являются простым и очень 
чувствительным методом детекции протеолитиче-
ской активности. С развитием химии флуоресцент-
ных красителей появилась возможность создавать 
субстраты с высоким уровнем флуоресценции и низ-
ким уровнем фонового сигнала. Нам удалось полу-
чить панель флуоресцентных субстратов на основе 
белков, избыточно конъюгированных флуорофорами 
Sulfo-cyanine5 и Sulfo-cyanine7, для лучшего из ко-
торых, BSA-scy5, достигнуто 700-кратное разгора-
ние флуоресценции.

Использование избыточно меченного препара-
та для прижизненной визуализации органов и тка-
ней, ответственных за разложение и выведение те-
рапевтических препаратов, позволяет более полно 
охарактеризовать поведение белковых препара-
тов в организме. Очевидно, что попытки улучшить 
фармакокинетические параметры потенциальных 
лекарственных средств должны учитывать харак-
тер и место деградации потенциального лекарства. 
Использование методов увеличения времени нахож-
дения препарата в кровотоке совместно с попытками 

Рис. 3. Анализ кинетики выведения конъюгатов бути-
рилхолинэстеразы с sCy7, наблюдаемых по флуорес-
ценции

Рис. 4. Анализ биораспределения препаратов конъ-
югатов бутирилхолинэстеразы с флуорофором sCy7 
методом флуоресцентного «биоимиджинга»
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сократить скорость накопления препарата в пече-
ни может помочь в создании лекарственных средств 
пролонгированного действия. Стоит отметить, что это 
универсальный подход, который позволяет изучать 
деградацию любого белка или достаточно крупного 
пептида in vivo. Вместе с тем необходимо учитывать, 
что избыточное мечение может кардинальным обра-
зом изменить фармакокинетические характеристики 
и способ выведения белкового препарата [24], и это 
необходимо учитывать при выборе метода флуорес-
центного «биоимиджинга» при проведении фармако-
кинетических исследований. Предложенный подход 
может оказаться крайне актуальным при проведении 
сравнительных доклинических исследований панели 
схожих рекомбинантных белковых препаратов и вы-
бора оптимального кандидата с мишень-направлен-
ным действием. 
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РЕФЕРАт Белки человека SLURP-1 и SLURP-2, принадлежащие семейству Ly-6/uPAR, секретируются 
различными клетками, включая эпителиальные и иммунные. Эти белки действуют как ауто/паракринные 
гормоны, регулирующие рост и дифференцировку кератиноцитов, а также участвуют в контроле вос-
палительных процессов и злокачественной трансформации клеток. Предполагаемой мишенью SLURP-1 
и SLURP-2 являются никотиновые ацетилхолиновые рецепторы (нАХР) типа α7 и α3β2 соответственно. 
Детальные молекулярные механизмы, лежащие в основе действия SLURP-1 и SLURP-2, остаются в настоя-
щее время не охарактеризованными. SLURP-2 – один из наименее изученных белков семейства Ly-6/uPAR. 
В представленной работе разработаны система продукции SLURP-2 в клетках Escherichia coli и протокол 
ренатурации белка из цитоплазматических телец включения. Получены миллиграммовые количества ре-
комбинантного SLURP-2 и его 13С-15N-меченого аналога. Рекомбинантный белок охарактеризован методом 
ЯМР-спектроскопии, построена модель пространственной структуры SLURP-2. На клетках колоректаль-
ной аденокарциномы человека НТ-29, экспрессирующих нАХР только типа α7, проведено сравнительное 
исследование действия рекомбинантных белков SLURP-1 и SLURP-2. Показано, что SLURP-1 и SLURP-2 
оказывают антипролиферативный эффект, вызывая значительное снижение популяции клеток в течение 
48 ч, при этом методами флуоресцентной микроскопии не выявлено ни апоптотической, ни некротической 
гибели клеток. Полуэффективные концентрации (ЕС50) составили ~ 0.1 и 0.2 нМ для SLURP-1 и SLURP-2 
соответственно. Максимальный эффект (~ 54 и 63% живых клеток относительно контроля) наблюдали 
при концентрации SLURP-1 и SLURP-2, равной 1 мкМ. Полученные данные указывают на нАХР типа α7 
как на главный рецептор, ответственный за антипролиферативный эффект белков SLURP в эпителиаль-
ных клетках человека.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА бактериальная экспрессия, никотиновый ацетилхолиновый рецептор, ренатурация, рак 
кишечника, Lynx.
СОКРАЩЕНИЯ вд-Lynx1 – водорастворимый домен Lynx1 человека; нАХР – никотиновый ацетилхолиновый 
рецептор. 

ВВЕДЕНИЕ
Никотиновый ацетилхолиновый рецептор (нАХР) – 
лигандозависимый ионный канал, обнаруженный 
как в центральной и периферической нервной си-
стеме, так и во многих других тканях человека, в том 

числе эпителии [1, 2]. Несколько лет назад у выс-
ших животных были обнаружены белки, принад-
лежащие семейству Ly-6/uPAr и модулирующие 
действие нАХР (Lynx1, Lynx2, Lypd6, SLurP-1, 
SLurP-2) [3–7]. Консервативное расположение 
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остатков cys (рис. 1), образующих дисульфидные 
связи, указывает на гомологию пространственной 
структуры белков Lynx и SLurP с трехпетельной 
структурой α-нейротоксинов из яда змей, высоко-
эффективных и специфичных ингибиторов нАХР 
[8]. 

Секретируемые белки SLurP-1 и SLurP-2 обна-
ружены во многих тканях человека, включая эпи-
телий и клетки иммунной и нервной системы [5, 
6, 9, 10]. Белки SLurP влияют на рост, миграцию 
и дифференцировку клеток эпителия, а также уча-
ствуют в контроле воспаления и опухолевого роста 
[6, 11, 12]. На линии кератиноцитов Het1A показано, 
что SLurP-1 обладает антипролиферативной ак-
тивностью и способствует апоптотической гибели 
клеток [11], в то же время SLurP-2 ускоряет рост 
кератиноцитов, замедляя их дифференцировку 
и ослабляя ответ на проапоптотические сигналы [6]. 
Кроме того, белки SLurP регулируют заживление 
ран на коже и слизистых оболочках [13] и прини-
мают участие в защите клеток кожи от онкогенной 
трансформации, вызванной нитрозаминами – про-
изводными никотина [14, 15]. Вероятно, SLurP-1 
и SLurP-2 играют роль ауто/паракринных регуля-
торов, а их эффекты опосредованы взаимодействием 
с нАХР, представленными на поверхности клеточ-
ной мембраны кератиноцитов и иммунных клеток [10, 
16]. Предполагаемой мишенью действия SLurP-1 
и SLurP-2 являются нАХР типа α7 и α3β2 соответ-
ственно [6, 11]. Недавно в клетках колоректальной 
аденокарциномы человека НТ-29 обнаружили экс-
прессию SLurP-1 и показали, что уровень эндоген-
ной продукции SLurP-1 в этих клетках значитель-
но снижается при обработке никотином [17]. В то же 
время клетки НТ-29 могут экспрессировать только 
рецепторы нАХР типа α7 [18].

В настоящее время структурно-функциональ-
ные свойства белков человека SLurP-1 и SLurP-2, 
а также механизм их действия изучены недоста-
точно. Основные проблемы в изучении SLurP-1 
и SLurP-2 связаны с невозможностью получить 
достаточное количество препаратов белков из при-
родных источников, а также со сложностью про-
дукции рекомбинантных белков с нативной после-
довательностью и пространственной структурой. 
Вследствие этого, большая часть опубликованных 
ранее результатов получена с использованием ги-
бридных конструкций, кодирующих не только белок 
SLurP, но и дополнительные полипептиды, которые 
могут значительно влиять на активность препара-
та. Например, SLurP-2 изучали с использованием 
слитой с белком SuMO конструкции (общая масса 
белка 22 кДа, из которых только ~ 8 кДа приходится 
на SLurP-2) [6].

В представленной работе впервые разработана 
эффективная система продукции белка SLurP-2 
в клетках E. coli в виде цитоплазматических телец 
включения и предложен протокол его ренатура-
ции. Полученный рекомбинантный аналог отлича-
ется от природного белка одним дополнительным 
остатком (n-концевой Met). Высокий выход (~ 5 мг 
ренатурированного белка c 1 л бактериальной куль-
туры) позволил получить миллиграммовые количе-
ства рекомбинантного белка и его 13c-15n-меченого 
варианта. Разработка подобной системы открывает 
новые перспективы в структурно-функциональных 
исследованиях SLurP-2. Так, нами показан значи-
тельный антипролиферативный эффект SLurP-1 
и SLurP-2 на клетки линии НТ-29. Это позволяет 
предположить, что главную роль в передаче сигналов 
к замедлению роста эпителиальных клеток под дей-
ствием белков SLurP играет нАХР типа α7.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Клонирование и бактериальная продукция 
SLURP-2 
Ген slurp-2, кодирующий 75 аминокислотных остат-
ков белка SLurP-2 человека (рис. 1А), был скон-
струирован из синтетических перекрывающихся 
олигонуклеотидов с использованием ПЦР и с учетом 
частоты встречаемости кодонов в Escherichia coli 
(ЗАО «Евроген», Москва). Ген slurp-2 был клониро-
ван в экспрессионный вектор pet-22b(+) (novagen) 
по сайтам рестрикции ndeI и BamHI. Клетки E. coli 
штамма BL21(De3), трансформированные вектором 
pet-22b(+)/slurp-2 культивировали при 37°c на сре-
де ТВ (12 г бактотриптона, 24 г дрожжевого экс-
тракта, 4 мл глицерина, 2.3 г КН

2
PO

4
, 12.5 г K

2
HPO

4
 

на 1 л среды, рН 7.4) в ферментере Bioflow 3000 (new 
Brunswick Scientific) в условиях автоматического 
поддержания относительного содержания кислорода 
в системе не менее 30% от максимально достижимого. 
Экспрессию гена slurp-2 индуцировали добавлени-
ем изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) 
до конечной концентрации 0.05 мМ при оптической 
плотности клеточной культуры 1.0 о.е. После индук-
ции клетки культивировали в течение 8 ч. 

Для продукции 13С-15n-меченого аналога SLurP-2 
1 л клеточной культуры, предварительно выра-
щенной на среде ТВ в колбах до клеточной плот-
ности 1.0 о.е., центрифугировали в течение 20 мин 
при 1000 g. Клеточный осадок стерильно ресуспен-
дировали в 1 л минимальной среды М9 (6 г na

2
HPO

4
, 

3 г KH
2
PO

4
, 0.5 г nacl, 2 г nH

4
cl, 240 мг безводного 

MgSO
4
, 11 мг cacl

2
, 3 г глюкозы, 2 мг дрожжевого экс-

тракта, 200 мкл 5%-ного тиаминхлорида на 1 л среды, 
рН 7.4), содержащей в качестве источников глюкозы 
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и азота 13С-глюкозу и 15n-nH
4
cl (cIL) соответственно. 

Индукцию и дальнейшее выращивание проводили 
так же, как на среде ТВ.

Очистка и ренатурация рекомбинантного SLURP-2 
Тельца включения, содержащие SLurP-2, выде-
ляли и отмывали согласно протоколам, описанным 
ранее для SLurP-1 [19]. Отмытые тельца включе-
ния ресуспендировали в 30 мМ tрис-Hcl-буфере, 
pH 8.7, содержащем 8 М мочевины, 0.4 М сульфи-
та натрия, 0.15 М тетратионата натрия из расчета 
10 мл буфера на 1 г телец включения. Суспензию 
дезинтегрировали ультразвуком (Branson Digital 
Sonifier) при выходной мощности 50 Вт и 4°c в те-
чение 1 мин и оставляли на 8 ч при слабом пере-
мешивании. Затем суспензию центрифугировали 
при 36000 g и 4°c в течение 30 мин, супернатант 
разводили в 10 раз 2 М мочевиной. После этого 
препарат сульфитированного SLurP-2 наносили 
на колонку с DeAP-сферонит-ОН (совместная раз-
работка ГНИИ ОЧБ, Санкт-Петербург и ИБХ РАН), 
предварительно уравновешенную буфером А (30 
мМ tрис-HСl, pH 8.0). После нанесения белка колон-
ку последовательно промывали буфером А, буфе-
ром А с добавлением 1 М nacl, буфером А с добав-
лением 8 М мочевины. Сульфитированный SLurP-2 
элюировали буфером А с добавлением 8 М мочеви-
ны и 0.5 М nacl. Во фракции, содержащие SLurP-2, 
добавляли 1000-кратный (по отношению к белку) 
молярный избыток ДТТ. Восстановленный SLurP-2 
очищали с помощью ВЭЖХ (Jupiter С4, A300, 10 × 
250 мм, Phenomenex). SLurP-2 элюировали гра-
диентом ацетонитрила (20–45%) в течение 40 мин 
в присутствии 0.1% ТФУ. Препарат восстановлен-
ного SLurP-2 лиофилизовали и растворяли в бу-
фере для ренатурации, содержащем 50 мМ tрис-
Hcl, рН 9.0, 2 М мочевину, 0.5 M L-аргинин, 2 мМ 
GSH и 2 мМ GSSG, до конечной концентрации белка 
0.1 мг/мл. Ренатурацию проводили при 4°c в тече-
ние 3 сут. Анализ и очистку SLurP-2 после рена-
турации проводили с помощью ВЭЖХ (Jupiter С4, 
А300, 4.6 × 250 мм, Phenomenex). Ренатурированный 
препарат SLurP-2 лиофилизовали.

ЯМР-спектроскопия и моделирование структуры 
SLURP-2
ЯМР-спектры 13С-15n-меченого и немеченого 
SLurP-2 (концентрация образцов 0.5 мМ) получали 
при температуре 30оc на спектрометре AVAnce-700 
(Bruker). 

Для моделирования структуры SLurP-2 в каче-
стве шаблона использовали белок вд-Lynx1 (PDB 
2L03). Выравнивание аминокислотных последова-
тельностей было построено на веб-сервере clustal 

(www.clustal.org). Модель построена при помощи 
программы Modeller V8.2 [20]. 

Работа с клеточной линией НТ-29
Клетки колоректальной аденокарциномы НТ-29 
(НИИ Цитологии РАН, Санкт-Петербург) поддер-
живали в среде rPMI1640 (ООО «ПанЭко», Москва) 
с добавлением 5% эмбриональной бычьей сыворотки 
(Hyclone, thermo Fisher Scientific). Клетки поддер-
живали в гумидифицированной атмосфере (37°С, 5% 
СО

2
) и пересевали каждые 48 ч. 

За 16 ч до эксперимента клетки рассевали 
в 96-луночные культуральные планшеты из расче-
та 104 клеток на лунку. После адсорбции к клеткам 
добавляли препараты SLurP-1 и SLurP-2 (реком-
бинантный препарат SLurP-1 получен согласно 
протоколу, описанному в [19]). Все препараты раз-
водили в культуральной среде. Клетки инкубиро-
вали с препаратами SLurP-1 и SLurP-2 в течение 
48 ч. Пролиферацию клеток изучали с помощью ре-
агента WSt-1 (water soluble tetrazolium salt 1, Santa 
cruz). WSt-1 растворяли в 20 мМ HePeS (pH 7.4), 
реактив для транспорта электронов 1-m PMS (1-me-
thoxy-5-methylphenazinium methyl sulfate, Santa 
cruz) растворяли в деионизованной воде, после чего 
растворы смешивали и добавляли в лунки план-
шета из расчета 0.5 мМ WSt-1 и 20 мкМ 1-m PMS 
на лунку. После инкубации в течение 3 ч с WSt-1 
жизнеспособность клеток оценивали спектрофото-
метрически по поглощению при 450 нм с выравни-
ванием фона при 655 нм (спектрофотометр Biorad 
680, Biorad Laboratories). 

Флуоресцентная микроскопия
Морфологию ядер опухолевых клеток изучали с ис-
пользованием красителя Hoechst 33342 (Sigma). 
Некротическую гибель клеток определяли, окра-
шивая клетки йодидом пропидия (Sigma). Клетки 
обрабатывали так же, как и при исследовании про-
лиферации, но по истечении времени инкубации 
с препаратами SLurP-1 и SLurP-2 к клеткам до-
бавляли 1 мкМ красителя Hoechst 33342 и 0.5 мкМ 
йодида пропидия, после чего анализировали ядра 
с помощью микроскопа nikon eclipse tS100-f (nikon 
corp.) с использованием ×40 объектива.

РЕЗУЛЬтАтЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Бактериальная продукция и ренатурация 
SLURP-2 
Ранее на примере «слабого» токсина WtX из яда ко-
бры Naja kaouthia [21], водорастворимого домена бел-
ка человека Lynx1 (вд-Lynx1), модулирующего ра-
боту нАХР [22], и белка человека SLurP-1 [19] было 
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показано, что оптимальным способом получения ре-
комбинантных трехпетельных белков, содержащих 
пятую дисульфидную связь в первой петле (рис. 1А), 
является продукция в виде цитоплазматических 
телец включения с последующей ренатурацией. 
Рекомбинантный белок SLurP-2 также получили 
с применением этого подхода. Выход белка SLurP-2 
с восстановленными дисульфидными связями соста-
вил около 40 и 15 мг на 1 л бактериальной культуры 
на «богатой» (ТВ) и минимальной (М9) средах соот-
ветственно. Однако протоколы ренатурации, разра-
ботанные ранее для других трехпетельных белков 
[19, 21, 22], оказались малоэффективными для рена-
турации SLurP-2.

С целью оптимизации условий ренатурации 
SLurP-2 были опробованы различные концентра-
ции восстановленной (GSH) и окисленной (GSSG) 
форм глутатиона (4 : 1 мМ, 4 : 2 мМ, 2 : 2 мМ, 3 : 0.3 
мМ) и значения pH (7.0–9.0) ренатурирующего бу-
фера (рис. 2А,Б). При оптимальных условиях (см. 

«Экспериментальную часть») выход ренатуриро-
ванного SLurP-2 и его 13С-15n-меченого аналога 
составил 4.6 и 3 мг с 1 л бактериальной культуры 
соответственно. Гомогенность препарата ренатури-
рованного SLurP-2 была подтверждена с помощью 
электрофореза в ПААГ (рис. 2В), ВЭЖХ (рис. 2А) 
и масс-спектрометрии (рис. 2Г). Молекулярная 
масса рекомбинантного белка составила (8146 Дa), 
что с учетом ошибки эксперимента соответствует 
теоретически рассчитанной массе SLurP-2 (8145 
Дa) с пятью замкнутыми дисульфидными связями 
и дополнительным n-концевым остатком метиони-
на. Формирование дисульфидных связей также под-
тверждено с помощью реактива Элмана. 

ЯМР-спектры и моделирование структуры 
SLURP-2
Анализ корреляционного 2D 1H-15n-ЯМР-спектра 
рекомбинантного SLurP-2 (рис. 3А) подтвердил 
гомогенность и чистоту полученного препарата. 

Рис. 1. Сравнение структур трехпетельных белков семейства Ly-6/uPAR. а – сравнение аминокислотных после-
довательностей SLURP-1, SLURP-2, вд-Lynx1 человека, нейротоксина WTX из Naja kaouthia, нейротоксина II из N. 
oxiana и α-кобратоксина из N. kaouthia. Заряженные остатки и остатки Cys выделены цветом, дисульфидные 
связи показаны скобками. Фрагменты белков, образующие β-тяжи, подчеркнуты. Гомология аминокислотной 
последовательности между SLURP-2 и другими трехпетельными белками рассчитана в программе CLUSTAL W2. 
Б – сравнение модели структуры SLURP-2 c пространственной структурой SLURP-1 (Шенкарев и др. в печати, PDB 
2MUO) и вд-Lynx1 ([23] PDB 2L03)

SLURP-2

SLURP-1
вд-Lynx1
WTX
Нейротоксин II
α-кобратоксин

петля I

петля I

петля II  петля III

петля III

гомология

петля II

SLURP-1SLURP-2 вд-Lynx1

а

Б
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Значительная дисперсия 1Hn-сигналов основной цепи 
(от 7 до 9.7 м.д.) указала на наличие β-структурных 
регионов в белке. В ЯМР-спектрах наблюдался один 
набор сигналов, что свидетельствует об отсутствии 
конформационной гетерогенности, обусловленной 
цис-транс-изомеризацией пептидных связей Xxx-
Pro. Этим белок SLurP-2 схож с вд-Lynx1, имею-
щим одну структурную форму в растворе [23], и от-
личается от SLurP-1, который в растворе находится 
в виде двух равно заселенных структурных форм, 
возникающих из-за «медленной» (по шкале ЯМР) 

изомеризации пептидной связи tyr39–Pro40 [19]. 
В этой связи следует отметить, что, согласно анали-
зу аминокислотной последовательности, SLurP-2 
имеет большую гомологию c вд-Lynx1, чем с бел-
ком SLurP-1 (32 и 29% соответственно, рис. 1А). 
Интересно, что белки Lynx1 и SLurP-2 человека 
являются продуктами альтернативного сплайсинга 
одного гена, находящегося на хромосоме 8.

На схожесть структуры SLurP-2 и вд-Lynx1 
указывает также присутствие в спектре ЯМР ха-
рактерного 1Hn-сигнала, смещенного в слабое поле 

Рис. 2. Анализ рекомбинантного препарата SLURP-2. а, Б – эффективность ренатурации SLURP-2 зависит от зна-
чения рН ренатурирующего буфера (а) и концентраций восстановленной (GSH) и окисленной (GSSG) форм глу-
татиона (Б). Звездочкой обозначен пик, соответствующий очищенному препарату ренатурированного SLURP-2. 
В – электрофоретический анализ SLURP-2, полученного из телец включения, после ренатурации и очистки с по-
мощью ВЭЖХ. Г – масс-спектрометрический анализ ренатурированного SLURP-2
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Рис. 3. Анализ рекомбинантного препарата SLURP-2 методом ЯМР-спектроскопии. а – 2D 1H-15N-HSQC-спектр 
0.5 мМ 13С-15N-меченого SLURP-2 (30оC, pH 5.0). Б – фрагменты 1D 1H-спектров немеченого SLURP-2 при pH 5.0 
и 3.2 
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(11.6 м.д.) (обведен кружком, рис. 3А). Согласно опу-
бликованной пространственной структуре вд-Lynx1 
[23], значительное смещение сигнала Hn-группы 
остатка Asn15 в слабое поле вызвано образованием 
водородной связи с боковой цепью His4. В струк-
туре SLurP-2 подобная водородная связь может 
быть образована боковой цепью His4 и Hn-группой 
основной цепи His14. При изменении значения рН 
препарата SLurP-2 от 5 до 3 значительно уменьша-
лась интенсивность сигналов в слабопольном реги-
оне (8.7–9.7 м.д.) 1H-спектра ЯМР с одновременным 
увеличением интенсивности сигналов в районе 8 м.д. 
(рис. 3Б). Это свидетельствовало о частичном раз-
рушении пространственной структуры белка, со-
провождаемом переходами отдельных фрагментов 
из β-структурной конформации в конформацию неу-
порядоченного клубка. Схожую pH-индуцированную 
денатурацию ранее наблюдали для вд-Lynx1, 
но не SLurP-1 (Шенкарев и др., неопубликованные 
данные).

Учитывая эти косвенные признаки сходства 
пространственной структуры, на основе извест-
ной структуры белка вд-Lynx1 была построена 
модель SLurP-2 (рис. 1Б). Эта модель демонстри-
рует характерную трехпетельную организацию 
и β-структурное ядро, образованное пятью тяжами, 
формирующими два антипараллельных β-листа.

Исследование активности препаратов SLURP-1 
и SLURP-2 на клеточной линии HT-29 
Инкубация клеток колоректальной аденокарциномы 
НТ-29 с препаратами SLurP-1 и SLurP-2 в кон-
центрации 1 мкМ в течение 48 ч приводила к значи-

тельному уменьшению количества клеток – до 54 ± 
2% и 63 ± 2% относительно контроля соответственно. 
Анализ морфологии ядер клеток с помощью флуо-
ресцентной микроскопии показал, что ни SLurP-1, 
ни SLurP-2 не вызывали апоптотической или не-
кротической гибели клеток НТ-29 (рис. 4). Так, 
уменьшение плотности клеток не сопровождалось 
изменением морфологии большинства клеточных 
ядер по сравнению с контролем, а окрашивание 
йодидом пропидия не выявило увеличения фрак-
ции некротизированных клеток (3 ± 1% в кон-
троле и в лунках, содержащих 1 мкМ SLurP-1 
и SLurP-2). Таким образом, наблюдаемые эффекты 
SLurP-1 и SLurP-2 связаны с замедлением про-
лиферации клеток Ht-29.

Сравнительный анализ с помощью теста WSt-1 
выявил, что SLurP-1 и SLurP-2 значительно ин-
гибируют рост опухолевых клеток НТ-29. Анализ 
кривой доза–эффект показал, что ингибирующий 
эффект SLurP-1 и SLurP-2 зависит от концентра-
ции белков (рис. 5). Полуэффективная концентра-
ция (ЕС50

) для SLurP-1 составила ~ 0.1 нМ и ~ 0.2 нМ 
для SLurP-2. Максимальный ингибирующий эф-
фект достигался при концентрации белков, равной 
примерно 1 мкМ (рис. 5).

Показано, что клетки НТ-29 содержат мРНК, ко-
дирующие только α4-, α5-, α7- и β1-субъединицы 
нАХР [18]. Так как из этого набора только α7-
субъединицы способны образовывать функ-
циональные рецепторы [1], предположили, что 
α7 – единственный рецептор семейства нАХР, пред-
ставленный в клетках НТ-29 [18]. Вероятно, именно 
этот рецептор участвует в регуляции высвобождения 

а Контроль Б SLURP-1 В SLURP-2

Рис. 4. Влияние препаратов SLURP-1 и SLURP-2 на морфологию ядер клеток колоректальной аденокарциномы 
НТ-29. а – клетки без добавления белков SLURP. Б, В – клетки в присутствии 1 мкМ SLURP-1 и 1 мкМ SLURP-2 
соответственно после инкубации в течение 48 ч. Ядра клеток прокрашены красителями Hoechst 33342 и йодидом 
пропидия. Масштаб линейки 10 мкм
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интерлейкина-8 клетками НТ-29 под воздействием 
никотина [18]. Основываясь на этих данных, мы мо-
жем предположить, что мишенью белков SLurP-1 
и SLurP-2 в клетках НТ-29 является нАХР α7-типа.

Ранее в  экспериментах по конкуренции 
с 3Н-никотином и 3Н-эпибатидином на кератиноцитах 
линии Het1A, которые, в отличие от Ht-29, экспрес-
сируют нАХР различных типов [24], было выдвину-
то предположение, что мишенью SLurP-1 является 
α7-нАХР, а SLurP-2 действует преимущественно 
на α3β2-нАХР [6, 11]. При этом SLurP-1 замедлял 
пролиферацию кератиноцитов [11], а SLurP-2 ее 
усиливал [6]. Таким образом, можно предположить, 
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Рис. 5. Влияние препаратов SLURP-1 и SLURP-2 на про-
лиферацию клеток колоректальной аденокарциномы 
НТ-29 по данным WST-1-теста. Приведены данные 
трех независимых экспериментов. Полученные данные 
(число живых клеток в % от контроля) аппроксимиро-
ваны уравнением Хилла (y = A1 + (100% – A1)/(1 + 
([SLURP]/EC

50
)nH). Рассчитанные параметры EC

50
, nH 

и A1 составили 0.11 ± 0.05 нМ, 0.4 ± 0.1 и 54 ± 2% 
для SLURP-1 и 0.19 ± 0.07 нМ, 0.5 ± 0.1 и 63 ± 2% 
для SLURP-2

что ингибирующий эффект SLurP-1 и SLurP-2, на-
блюдаемый на клетках Het1A и НТ-29, опосредован 
взаимодействием с α7-нАХР. Активирующий эф-
фект SLurP-2 на кератиноциты был, по-видимому, 
обусловлен его взаимодействием с α3β2-нАХР. 
Меньшая по сравнению со SLurP-1 антипролифе-
ративная активность SLurP-2 на клетках НТ-29 
связана, возможно, с меньшим сродством этого белка 
к α7-нАХР.

ВЫВОДЫ
В представленной работе разработана эффективная 
система продукции малоизученного белка челове-
ка SLurP-2, получены миллиграммовые количества 
рекомбинантного препарата и его 13С-15n-меченого 
аналога. Рекомбинантный SLurP-2 отличается 
от природного белка наличием дополнительного 
n-концевого остатка Met. Эта система открывает но-
вые возможности для проведения структурно-функ-
циональных исследований SLurP-2, в том числе 
с помощью методов сайт-направленного мутагенеза. 
Впервые охарактеризован антипролиферативный 
эффект белков SLurP-1 и SLurP-2 на линии клеток 
колоректальной аденокарциномы человека НТ-29, 
выдвинуто предположение, что этот эффект опосре-
дован взаимодействием с нАХР типа α7. Полученные 
данные позволяют по-новому взглянуть на роль ни-
котинового ацетилхолинового рецептора и его от-
дельных подтипов в регуляции роста эпителиальных 
клеток. 

Разработка системы рекомбинантной продукции 
SLURP-2, получение рекомбинантного препарата 

SLURP-2 и структурно-функциональные 
исследования SLURP-2 выполнены при финансовой 

поддержке РНФ (соглашение № 14-14-00255). 
Продукция рекомбинантного препарата SLURP-1 

и его функциональные исследования выполнены 
при поддержке РАН (программа «Молекулярная 

и клеточная биология») и РФФИ (грант  
№ 12-04-01639-а).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1.  Papke r.L. // Biochem. Pharmacol. 2014. V. 89. № 1. P. 1–11. 
2. Sharma G., Vijayaraghavan S. // J. neurobiol. 2002. V. 53. 

№ 4. P. 524–534. 
3. Miwa J.M., Ibanez-tallon I., crabtree G.W., Sánchez r., Sali 

A., role L.W., Heintz n. // neuron. 1999. V. 23. № 1. P. 105–114. 
4. tekinay A.B., nong Y., Miwa J.M., Lieberam I., Ibanez-tallon 

I., Greengard P., Heintz n. // Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 2009. 
V. 106. P. 4477–4482.

5. chimienti F., Hogg r.c., Plantard L., Lehmann c., Brakch n., 
Fischer J., Huber M., Bertrand D., Hohl D. // Hum. Mol. Genet. 
2003. V. 12. P. 3017–3024. 

6. Arredondo J., chernyavsky A.I., Jolkovsky D.L., Webber r.J., 
Grando S.A. // J. cell Physiol. 2006. V. 208. P. 238–245.

7. Darvas M., Morsch M., racz I., Ahmadi S., Swandulla D., 
Zimmer A. // eur. neuropsychopharmacol. 2009. V. 19. 
P. 670–681.

8. tsetlin V., utkin Y., Kasheverov I. // Biochem. Pharmacol. 
2009. V. 78. P. 720–731.

9. Moriwaki Y., Watanabe Y., Shinagawa t., Kai M., Miyazawa 
M., Okuda t., Kawashima K., Yabashi A., Waguri S., Misawa 
H. // neurosci. res. 2009. V. 64. P. 403–412. 

10. Moriwaki Y., Yoshikawa K., Fukuda H., Fujii Y.X., Misawa 
H., Kawashima K. // Life Sci. 2007. V. 80. P. 2365–2368. 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 6  № 4 (23)  2014 | ActA nAturAe | 71

11. Arredondo J., chernyavsky A.I., Webber r.J., Grando S.A. // 
J. Invest. Dermatol. 2005. V. 125. P. 1236–1241.

12. chernyavsky A.I., Galitovskiy V., Shchepotin I.B., Grando 
S.A. // Biomed. res. Int. 2014. V. 2014. P. 609086.

13. chernyavsky A.I., Kalantari-Dehaghi M., Phillips c., March-
enko S., Grando S.A. // Wound repair regen. 2012. V. 20. № 1. 
P. 103–113.

14. Arredondo J., chernyavsky A.I., Grando S.A. // Life Sci. 
2007. V. 80. P. 2243–2247.

15. Arredondo J., chernyavsky A.I., Grando S.A. // Biochem. 
Pharmacol. 2007. V. 74. № 8. P. 1315–1319.

16. chernyavsky A.I., Marchenko S., Phillips c., Grando S.A. // 
Dermatoendocrinol. 2012. V. 4. № 3. P. 324–330.

17. Pettersson A., nylund G., Khorram-Manesh A., nordgren S., 
Delbro D.S. // Auton neurosci. 2009. V. 148. P. 97–100.

18. Summers A.e., Whelan c.J., Parsons M.e. // Life Sci. 2003. 
V. 72. № 18–19 P. 2091–2094.

19. Шулепко М.А., Люкманова Е.Н., Парамонов А.С., Лобас 

А.А., Шенкарев З.О., Кашеверов И.Е., Цетлин В.И., Долгих 
Д.A., Арсеньев A.С., Кирпичников М.П. // Биохимия. 2013. 
Т. 78. № 2. c. 276–285.

20. Webb B., Sali A. // curr. Protocols Bioinformat. 2014. V. 47. 
№ 5–6. P. 1–32.

21. Люкманова Е.Н., Шулепко М.А., Тихонов Р.В., Шенкарев 
З.О., Парамонов А.С., Вульфсон А.Н., Кашеверов И.Е., Устич 
Т.Л., Уткин Ю.Н., Арсеньев А.С. и др. // Биохимия. 2009. 
t. 74. № 10. c. 1142–1149.

22. Шулепко М.А., Люкманова Е.Н., Кашеверов И.Е., Долгих 
Д.А., Цетлин В.И., Кирпичников М.П. // Биоорган. химия 
2011. t. 37. № 5. c. 609–615.

23. Lyukmanova e.n., Shenkarev Z.O., Shulepko M.A., Mineev 
K.S., D’Hoedt D., Kasheverov I.e., Filkin S., Janickova H., 
Dolezal V., Dolgikh D.A., et al. // J. Biol. chem. 2011. V. 286. P. 
10618–10627.

24. Grando S.A. // J. Investig. Dermatol. Symp. Proc. 1997. V. 2. 
№ 1. P. 41–48. 



72 | ActA nAturAe |  ТОМ 6  № 4 (23)  2014

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.352

Исследование каналообразующей 
активности полиеновых антибиотиков 
в липидных бислоях с использованием 
дипольных модификаторов 

С. С. Ефимова*, Л. В. Щагина, О. С. Остроумова
Институт цитологии РАН, 194064, Санкт-Петербург, Тихорецкий пр., 4
*E-mail: ssefimova@mail.ru
Поступила в редакцию 29.04.2014

РЕФЕРАт В работе исследована роль мембранных компонентов, стеринов, фосфолипидов и сфинголипидов 
в процессах формирования и функционирования ион-проницаемых нанопор, образуемых противогриб-
ковыми макролидами, амфотерицином В, нистатином и филипином, в модельных мембранах. В качестве 
инструмента для выяснения молекулярных механизмов использованы дипольные модификаторы, фла-
воноиды и стириловые красители. Показано, что введение в мембраноомывающие растворы дипольных 
модификаторов приводит к изменению проводимости одиночных каналов и равновесного трансмембран-
ного тока, индуцированного полиеновыми антибиотиками в стеринсодержащих фосфолипидных бислоях. 
Установлено, что проводимость одиночных амфотерициновых каналов зависит от дипольного потенциала 
мембраны. Использование набора различных фосфолипидов, стеринов и полиеновых антибиотиков позво-
лило заключить, что геометрия фосфолипидной молекулы, наличие двойных связей в 7- и 22-положениях 
молекулы стерина, число сопряженных двойных связей и наличие аминосахара в молекуле антибиотика 
определяют стабильность полиен-липидных комплексов, образующих проводящие трансмембранные поры. 
Представленные в работе экспериментальные и литературные данные позволяют сделать предположение 
о связи каналообразующей активности полиеновых антибиотиков с физико-химическими свойствами обо-
гащенных полиеновыми макролидами упорядоченных мембранных областей. 
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА плоские липидные бислои, полиеновые антибиотики, стерины, стириловые красители, 
сфинголипиды, флавоноиды, фосфолипиды.
СПИСОК СОКРАЩЕНИй АМВ – амфотерицин В; НС – нистатин; ФЛ – филипин; ДФФХ – 1,2-дифитаноил-
sn-глицеро-3-фосфохолин; ДФФС – 1,2-дифитаноил-sn-глицеро-3-фосфосерин; ДОФХ – 
1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфохолин; ПОФХ – 1-пальмитоил-2-олеил-sn-глицеро-3-фосфохолин; 
ДОФС – 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфосерин; ДОФЭ – 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин; 
ЛР-ДПФЭ – 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин-N-(лиззаминродамин); Хол – холестерин; 
Эрг – эргостерин; ДХол – 7-дегидрохолестерин; Стигм – стигмастерин; СФС – N-стеароил-фитосфингозин 
из Saccharomyces cerevisiae; СМ – сфингомиелин из мозга свиней; СЭС – N-стеароил-D-эритро-сфинганин.

ВВЕДЕНИЕ
Макролидные полиеновые антибиотики – одни 
из самых эффективных препаратов, применяемых 
при грибковых инфекциях, глубоких системных 
микозах, они широко используются в клинической 
медицине уже много десятилетий. Интерес к поли-
еновым макролидам обусловлен также их противо-
опухолевой и противовирусной активностью [1–3]. 
Несмотря на большое число побочных эффектов, 
таких, как нефротоксичность, анемия, сердечная 
аритмия [4, 5], полиеновые макролиды остаются 
препаратами выбора для лечения пациентов с им-
мунодефицитным статусом [6, 7]. Современные фар-

мацевтические технологии разработки препара-
тов на основе полиеновых макролидов направлены 
на снижение действующей концентрации антибио-
тика без ущерба для его терапевтической эффектив-
ности. 

Основными представителями класса неаромати-
ческих макролидных полиеновых антибиотиков яв-
ляются амфотерицин В (АМВ) [8], нистатин (НС) [9, 
10] и филипин (ФЛ) [11]. В состав лактонного кольца 
молекулы амфотерицина В входят 38 углеродных 
атомов (рис. 1). Гидрофильная и гептаеновая цепи 
в макролактонном кольце молекулы АМВ представ-
лены углеродными атомами С1

-С
15 

и С
20

-С
33 

соответ-
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ственно. Эти цепи располагаются параллельно друг 
другу. Гептаеновая цепочка С

20
-С

33
 – жесткая систе-

ма, состоящая из семи двойных связей. В гидрофиль-
ной цепи молекулы АМВ содержатся гидроксиль-
ные и карбонильные группы. Гидроксильные группы 
в гидрофильной области молекулы расположены 
в одной плоскости. В положениях 6 и 19 находятся 

карбоксильная группа и остаток микозамина соот-
ветственно. Еще одна гидроксильная группа локали-
зована в гидрофобной части молекулы в положении 
35. Химическая структура молекулы нистатина, от-
носящегося к классу тетраенов, близка к структуре 
АМВ. Нистатин отличается от АМВ положением ги-
дроксильных групп в гидрофильной цепи и преры-

Рис. 1. Химическая 
структура флаво-
ноидов флоретина, 
флоридзина, гени-
стеина, генистина, 
биоханина А, квер-
цетина, мирицети-
на и ТГАФ, стири-
ловых красителей 
RH 160, RH 237 
и RH 421, полиенов 
АМВ, НС и ФЛ, 
фосфолипидов 
ДФФХ, ДФФС, 
ДОФХ, ПОФХ, 
ДОФЭ и ДОФС, 
стеринов Хол, Эрг, 
ДХол и Стигм, 
сфинголипидов 
СФС, СМ и СЭС
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вистостью системы сопряженных двойных связей, 
насыщенная связь разделяет хромофор на диеновый 
и тетраеновый участки. Филипин относится к классу 
метилпентаенов, он отличается от АМВ и НС мень-
шим размером полиенового фрагмента, а также от-
сутствием аминосахарного остатка [12].

Считается, что клетки-мишени гибнут благодаря 
способности полиеновых антибиотиков связывать-
ся с их плазматическими мембранами, формиро-
вать в них трансмембранные поры и нарушать во-
дно-электролитный баланс. Обязательное условие 
образования пор – наличие стеринов в мембранах 
клеток-мишеней [8, 13, 14]. Несмотря на 40-летнее 
исследование молекулярных механизмов формиро-
вания и функционирования АМВ-канала, его точ-
ная молекулярная архитектура все еще находится 
на стадии обсуждения. Предложены различные мо-
дели АМВ-канала, из которых наиболее популяр-
на стерин-зависимая модель, в рамках которой об-
разование канала при двусторонней относительно 
мембраны добавке антибиотика происходит при ас-
социации двух «полупор», образованных полиен-сте-
риновыми комплексами, расположенными в противо-
положных монослоях [8, 13, 15]. Полупора, имеющая 
цилиндрическую форму, образуется одинаковым 
числом (от 7 до 10) молекул антибиотика и стери-
на, ориентированных перпендикулярно плоскости 
мембраны. Полость поры выстлана гидрофильными 
цепочками лактонового кольца. Сквозная трансмем-
бранная пора формируется за счет образования во-
дородных связей между гидроксильными группами 
молекул АМВ, сосредоточенных во взаимодейству-
ющих полупорах [12].

Стерин-зависимая мембранная активность амфо-
терицина В указывает на то, что терапевтическая 
эффективность АМВ прежде всего связана с его нео-
динаковой специфичностью в отношении различных 
стеринов клеточных мембран. Как известно, холе-
стерин (Хол) является основным стерином мембран 
клеток млекопитающих, а эргостерин (Эрг) – клеток 
грибов. До сих пор не ясно, обусловлена ли специфич-
ность взаимодействия полиенов с мембранами раз-
личных клеток большей стабильностью комплекса 
АМВ с Эрг по сравнению с Хол или наблюдаемые 
эффекты опосредованы различным влиянием этих 
стеринов на структурные и динамические свойства 
мембран [16, 17]. 

Данные Нейман и соавт. [18, 19] свидетельствуют 
в пользу первой гипотезы. Более жесткая и удли-
ненная молекулярная геометрия Эрг по сравнению 
с Хол облегчает взаимодействие Эрг с молекулой 
АМВ. Принимая во внимание тот факт, что сила 
Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий стержне-
образных молекул зависит от их взаимной ориен-

тации и достигает максимума, когда обе молекулы 
лежат в одной плоскости и параллельны друг другу, 
π–π-электронное взаимодействие между двойной 
связью в боковой цепи Эрг и полиеновым хромофо-
ром АМВ может быть дополнительной точкой, необ-
ходимой для стабилизации правильной ориентации 
комплекса (рис. 2А,Б) [20]. В случае Хол не только 
энергия комплексообразования больше (нет двойной 
связи в боковой цепи молекулы стерина), но также 
должны быть компенсированы энтропийные потери, 
связанные с уменьшением конформационной гибко-
сти боковой цепи стерина. Результаты исследования 
подвижности молекул АМВ и стеринов в фосфо-
липидных бислоях методом 2Н-ЯМР, проведенные 
Матсумори и соавт. [21], подтвердили гипотезу о бо-
лее сильном межмолекулярном взаимодействии 
АМВ с Эрг по сравнению с Хол.

Стерины определяют текучесть мембран и пре-
имущественно локализуются в более упорядочен-
ных мембранных областях – липидных рафтах, 
что может служить основанием для принятия вто-
рой гипотезы. Показано, что АМВ имеет более вы-
сокое сродство к стеринсодержащей упорядоченной 
фазе и, следовательно, может, как и стерины, акку-
мулироваться в липидных рафтах [17, 22]. Целый 
ряд работ указывает на увеличение упорядоченно-
сти Хол-содержащих мембран в присутствии АМВ 
и в отсутствие подобного эффекта в случае мембран, 
включающих Эрг [17, 23, 24]. 

Кжуб и Багинский [17] показали, что отрицательно 
заряженная карбоксильная группа (cOO–) в молеку-
ле АМВ смещена в сторону водной фазы по сравне-
нию с протонированной аминогруппой (nH

3
+). Авторы 

предположили, что диполь полярной головы АМВ 
(cOO– → nH

3
+) стремится ориентироваться парал-

лельно диполям полярных голов фосфатидилхоли-
на и соответственно приводить к росту дипольного 
потенциала мембраны. Это скачок потенциала, воз-
никающий на границе раздела фаз бислой–раствор 
в результате определенной взаимной ориентации ди-
полей мембранных липидов и околомембранной воды 
[25–27] и играющий существенную роль в регуляции 
транспорта веществ через мембрану. 

Как было отмечено, макролидные полиеновые 
антибиотики проявляют противогрибковый эффект, 
связываясь с мембранными стеринами, но при этом 
информации об участии других мембранных компо-
нентов, в частности фосфолипидов и сфинголипидов, 
мало. Существует ряд свидетельств в пользу того, 
что фосфолипиды влияют на активность полиено-
вых антимикотиков. Согласно опубликованным дан-
ным, полиеновые антибиотики способны образовы-
вать трансмембранные поры в бислое и в отсутствие 
в нем стеринов [28–32]. Фуджи и соавт. [33] показали, 
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что молекула АМВ может специфически взаимо-
действовать с молекулами фосфолипидов. Дуфорк 
и соавт. [34], основываясь на результатах 2Н-ЯМР-
исследования липосом из димиристоилфосфатидил-
холина с АМВ, отметили упорядочивание ацильных 
цепей молекул этого липида при взаимодействии 
с АМВ. Кроме того, на основе анализа спектров кру-
гового дихроизма АМВ в липосомах в отсутствие 
стерина Балакришнан и Еашаран [35] предположили 
существование в бислое организованной многомо-
лекулярной структуры, в которой АМВ взаимодей-
ствует с ацильными цепями молекул дипальмитоил-
фосфатидилхолина в соотношении 1 : 1. Результаты 
исследований, проведенных Фурниер и соавт. [36] 
методом дифференциальной сканирующей калори-
метрии, показали, что АМВ индуцирует разделе-
ние фаз в мембране, а именно в присутствии АМВ 

в липосомах из дипальмитоилфосфатидилхолина 
выявляются одновременно три фазы. Первая фаза 
соответствует чистому фосфолипиду, вторая и тре-
тья характеризуются фазовым переходом в широком 
диапазоне температур выше температуры фазово-
го перехода чистого фосфолипида. Более того, Паке 
и соавт. [23] показали дозозависимое увеличение тем-
пературы фазового перехода липидов из гель- в жид-
кокристаллическое состояние в присутствии АМВ. 
Мийо и соавт. [37] предположили, что молекулы АМВ 
взаимодействуют с полимолекулярными фосфоли-
пидными ансамблями. Результаты Штернала и соавт. 
[38], полученные с использованием методов молеку-
лярной динамики, не противоречат гипотезе о вза-
имодействии полярных голов АМВ и димиристоил-
фосфатидилхолина. Такое взаимодействие отмечено, 
в частности, между карбоксильной группой АМВ 

Рис. 2. Схемати-
ческое представ-
ление межмоле-
кулярных связей, 
образующихся 
в комплексах АМВ-
Эрг (а), АМВ-Хол 
(Б), АМВ-Стигм 
(В), АМВ-ДХол (Г), 
АМВ-Хол с флоре-
тином (д), ФЛ-Хол 
с кверцетином (е), 
ФЛ-Эрг с квер-
цетином (Ж), 
АМВ-Эрг-ДФФХ 
с флоретином (З) 
и АМВ-Эрг-ПОФХ 
с флоретином (И). 
Комплексы АМВ-
Хол и АМВ-Эрг 
по [20] с измене-
ниями
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и аминогруппой липида. Херец и соавт. [39] предпо-
ложили, что водородные связи между горизонтально 
ориентированными молекулами АМВ и полярными 
группами липидов приводят к конденсации бислоя.

Нам удалось найти только косвенные свидетель-
ства возможного взаимодействия между полиеновы-
ми макролидами и мембранными сфинголипидами. 
Например, Загер [40] показал, что полиеновые анти-
биотики влияют на концентрацию фосфолипидов 
и церамидов в плазматической мембране. Наджиек 
и соавт. [41] установили, что мутантный штамм 
Saccharomyces cerevisiae, способный расти без обра-
зования сфинголипидов, более восприимчив к АМВ, 
чем клетки дикого типа. Изучение влияния сфинго-
липидного состава мембраны на активность полиено-
вых макролидов представляет интерес еще и потому, 
что сфинголипиды, так же как стерины и полиены, 
локализуются в липидных рафтах [17]. 

Целью представленной работы было установление 
молекулярных механизмов образования полиеновых 
трансмембранных пор в мембранах, содержащих 
различные фосфолипиды, стерины и сфинголипиды. 
В качестве инструментов исследования использо-
ваны дипольные модификаторы – соединения, спо-
собные изменять величину дипольного потенциала 
мембран, а именно флавоноиды и стириловые краси-
тели. Основанием для применения дипольных моди-
фикаторов послужили данные об их успешном при-
менении при исследовании процессов формирования 
и функционирования ионных каналов в модельных 
и клеточных мембранах [42–51]. 

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Материалы
В работе использовали следующие реактивы: Kcl, 
HePeS, пентан, этанол, хлороформ, диметилсуль-
фоксид (ДМСО), гексадекан и сквален, флоретин, 
флоридзин, генистин, генистеин, кверцетин, ми-
рицетин, биоханин А, 2',4',6'-моногидрат триги-
дроксиацетофенона (ТГАФ), rH 421 и амфоте-
рицин В (АМВ), нистатин (НС) и филипин (ФЛ) 
(Sigma, США); rH 160 и rH 237 (Molecular Probes, 
США); 1,2-дифитаноил-sn-глицеро-3-фосфохолин 

(ДФФХ), 1,2-дифитаноил-sn-глицеро-3-фосфосерин 
(ДФФС), 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфохолин 
(ДОФХ), 1-пальмитоил-2-олеил-sn-глицеро-3-
фосфохолин (ПОФХ), 1,2-диолеил-sn-глицеро-
3-фосфосерин (ДОФС), 1,2-диолеил-sn-глицеро-
3-фосфоэтаноламин (ДОФЭ), холестерин (Хол), 
эргостерин (Эрг), 7-дегидрохолестерин (ДХол), 
стигмастерин (Стигм), n-стеароил-фитосфингозин 
из S. cerevisiae (СФС), сфингомиелин из мозга сви-
ней (СМ), синтетический сфинголипид n-стеароил-

D-эритро-сфинганин (СЭС) и 1,2-дипальмитоил-sn-
глицеро-3-фосфоэтаноламин-n-(лиззаминродамин) 
(ЛР-ДПФЭ) (Avanti Polar Lipids, США). Химические 
структуры флавоноидов, стириловых красителей, 
полиенов, фосфолипидов, стеринов и сфинголипидов 
показаны на рис. 1.

Регистрация токов, протекающих через плоские 
липидные бислои
Формирование бислойных липидных мембран про-
водили по методу Монтала и Мюллера [52] путем 
сведения конденсированных липидных моносло-
ев на отверстии в тефлоной пленке, разделяющей 
экспериментальную камеру на два (цис- и транс-) 
отделения. Объем каждого отделения составлял 
1.5 мл, толщина тефлоновой пленки – 10 мкм, диа-
метр отверстия – около 50 мкм. Перед началом про-
цесса формирования мембраны отверстие в тефло-
новой пленке обрабатывали гексадеканом. Монослои 
формировали на границе вода–воздух из раствора 
1 мг/мл липида в пентане. Для образования моно-
слоев использовали смеси фосфолипид : стерин 
или фосфолипид : эргостерин : сфинголипид в мо-
лярных соотношениях 67 : 33 моль % или 53 : 27 : 20 
моль % соответственно. Каналообразующую актив-
ность полиенов измеряли при одинаковом ионном со-
ставе водных растворов электролита (2.0 M Kcl), кис-
лотность растворов (рН 7.0) поддерживали буферной 
смесью 5 мМ Hepes-KOH.

Полиеновые антибиотики добавляли к водной фазе 
обоих отделений камеры: АМВ и НС из раствора 
в ДМСО 10-4 и 10-3 М соответственно и ФЛ из раство-
ра в этаноле 10-4 М до конечной концентрации в око-
ломембранных растворах 10-8–10-6 М. Двустороннее 
введение полиеновых антибиотиков обусловлено тем, 
что согласно [8, 13, 15], каналы формируются из двух 
ассоциированных полупор. Конечная концентра-
ция спирта или ДМСО в камере не превышала 0.1% 
и не вызывала изменения стабильности проводимо-
сти мембраны. 

Флавоноиды флоретин, флоридзин, генистин, ге-
нистеин, кверцетин, мирицетин, биоханин А и ТГАФ 
вводили в оба отделения камеры из миллимолярных 
растворов в этаноле или ДМСО, до конечной кон-
центрации в околомембранных растворах 20 мкМ, 
а стириловые красители rH 160, rH 237 и rH 421 – 
до концентрации 5 мкМ.

Ток, протекающий через бислойную липидную 
мембрану, измеряли в режиме фиксации потенци-
ала. Для подачи трансмембранного потенциала (V) 
и отведения сигнала с мембраны использовали хлор-
серебряные электроды (Ag/Agcl), соединенные 
с растворами камеры через мостики с 1.5% агарозой 
в растворе 2 М Kcl. Положительным считали потен-
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циал, вызывающий поток катионов из цис- в транс-
отделение камеры. Электрофизиологические изме-
рения проводили при комнатной температуре.

Измерения и оцифровку трансмембранных токов 
проводили в режиме фиксации потенциала с помощью 
Axopatch 200B и Digidata 1440A (Axon Instruments, 
США). Для обработки данных использовали 8-по-
лярный фильтр Бесселя (Model 9002, Frequency 
Devices) и частоту фильтрации 1 кГц. Обработку за-
писей трансмембранных токов осуществляли с ис-
пользованием программного пакета clampfit 9.0 (Axon 
Instruments, США). Статистический анализ получен-
ных данных проводили при помощи программы Origin 
8.0 (OriginLab, США).

Среднее отношение (I∞/I∞
0) равновесного инте-

грального трансмембранного тока, индуцированного 
каналообразующим агентом (АМВ, НС и ФЛ) в при-
сутствии (I∞) и в отсутствие дипольных модифика-
торов (I∞

0), определяли как среднее арифметическое 
значение I∞/I∞

0 при измерении от трех до девяти 
бислоев (среднее ± Se). Равновесное число функци-
онирующих в мембране каналов определяли как от-
ношение равновесного трансмембранного тока (I∞

0) 
к току, протекающему через одиночный канал (i).

Проводимость одиночных каналов (g) определяли 
как отношение протекающего через одиночный ка-
нал тока (i) к трансмембранной разности потенциа-
лов (V). Для построения гистограмм флуктуаций тока 
значения трансмембранных токов определяли по из-
менениям амплитуды тока при открывании (или за-
крывании) одиночных каналов. Общее число событий 
(N), используемых для анализа при фиксированном 
значении трансмембранного потенциала, составляло 
от 100 до 5000. По оси ординат откладывали относи-
тельные частоты значений трансмембранного тока 
n/N. Все пики на гистограммах аппроксимировали 
плотностью нормального распределения. В качестве 
критерия проверки гипотезы о законе распределения 
использовали критерий χ2 (P < 0.05). 

Измерение селективности каналов
При измерении катион-анионной селективности ка-
налов на мембране создавали 10-кратный градиент 
концентрации электролита Kcl. Измерение селек-
тивности АМВ-каналов проводили при концентраци-
ях растворов 2.0 и 0.2 М Kcl в цис- и транс-отсеках 
экспериментальной камеры соответственно. Число 
переноса для анионов (t–) (t– + t+ = 1) рассчитывали 
согласно уравнению Гендерсона [53]:

           Vrev = (RT/F)(1–2t–)ln(C
цис

/C
транс

), (1)

где Vrev – потенциал реверсии, соответствующий 
нулевому трансмембранному току при заданном от-

ношении концентраций проникающих ионов с цис- 
и транс-стороны мембраны (С

цис
/С

транс
); R – универ-

сальная газовая постоянная (R = 8.31 Дж/(моль·К)); 
T – термодинамическая температура (Т = 294 К); F – 
число Фарадея (F = 96485 Кл/моль). 

Конфокальная микроскопия гигантских 
одноламеллярных липосом
Гигантские одноламеллярные липосомы изготав-
ливали методом электроформации c помощью 
nanion vesicle prep pro (Германия) (стандартный 
протокол, напряжение 3 В, частота 10 Гц, 1 ч, 25°c). 
Латеральное фазовое разделение визуализировали 
путем введения флуоресцентного зонда ЛР-ДПФЭ 
в исходный липидный раствор ПОФХ в хлорофор-
ме (11 мМ). Концентрация ЛР-ДПФЭ в образце со-
ставляла 1 моль %. Полученную суспензию липосом 
разделяли на аликвоты. В качестве контроля ис-
пользовали аликвоту без АМВ. Экспериментальные 
образцы содержали 100 или 300 мкМ АМВ. 
Липосомы наблюдали через иммерсионный объ-
ектив 100.0×/1.4 HcX PL в Leica tcS SP5 конфо-
кальной лазерной системы Apo (Leica Microsystems, 
Германия). Препараты наблюдали при температуре 
25°c. Свечение ЛР-ДПФЭ возбуждали светом с дли-
ной волны 543 нм (гелий-неоновый лазер). Известно, 
что ЛР-ДПФЭ в бислое с фазовым разделением 
встраивается преимущественно в жидкую неупо-
рядоченную фазу [54], в то время как жидкая упо-
рядоченная и твердая упорядоченная (гель) фазы 
остаются неокрашенными [55]. Для каждой системы 
проводили как минимум четыре независимых экс-
перимента.

РЕЗУЛЬтАтЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние дипольных модификаторов 
на проводимость одиночных амфотерициновых 
каналов
На рис. 3 приведены примеры записей флуктуаций 
трансмембранного тока, протекающего через одиноч-
ные АМВ-каналы в ДФФХ : Хол-мембранах (рис. 3, 
левый столбец) и ДФФХ : Эрг-бислоях (рис. 3, пра-
вый столбец), до и после введения дипольных мо-
дификаторов, флавоноидов (флоретина и кверцети-
на) и стириловых красителей (rH 160, rH 237 и rH 
421). Из рис. 3А,Б видно, что ток, протекающий че-
рез одиночные АМВ-каналы в отсутствие диполь-
ных модификаторов не зависит от вида стерина (Хол 
или Эрг) в мембране. Введение в мембраноомыва-
ющие растворы флоретина вызывает уменьшение 
трансмембранного тока, протекающего через оди-
ночные АМВ-каналы, как в ДФФХ : Хол-мембранах, 
так и в ДФФХ : Эрг-бислоях (рис. 3В,Г). При этом до-
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бавка кверцетина уменьшает трансмембранный ток, 
протекающий через АМВ-каналы в ДФФХ : Хол-
мембранах, и не влияет на трансмембранный ток, 
протекающий через АМВ-каналы в ДФФХ : Эрг-
мембранах (рис. 3Д,Е). Введение в мембраноомыва-

ющие растворы стириловых красителей серии rH 
вызывает увеличение трансмембранного тока, проте-
кающего через одиночные АМВ-каналы: ток возрас-
тает в ряду rH 160 < rH 237 < rH 421 как в случае 
ДФФХ : Хол-мембран (рис. 3Ж,И,Л), так и в случае 
ДФФХ : Эрг-бислоев (рис. 3З,К,М). 

В табл. 1 представлены отношения проводимостей 
одиночных АМВ-каналов в отсутствие и в присут-
ствии дипольмодифицирующих агентов при транс-
мембранном потенциале, равном 50 мВ (g/g

V = 50
). 

Приведенные в табл. 1 результаты показывают, 
что флоретин уменьшает проводимость одиноч-
ных АМВ-каналов в ДФФХ : Хол- и ДФФХ : Эрг-
мембранах в 3 и 2 раза соответственно. При этом 
добавка кверцетина уменьшает проводимость оди-
ночных АМВ-каналов в 1.7 раза в ДФФХ : Хол-
мембранах и практически не изменяет g в случае 
ДФФХ : Эрг-бислоев. Видно, что добавка в мембра-
ноомывающие растворы других флавоноидов: фло-
ридзина, биоханина А, ТГАФ, генистина или ге-
нистеина практически не влияет на проводимость 
АМВ-каналов. Введение в мембраноомывающие 
растворы стириловых красителей вызывает увели-
чение g в ряду rH 160, rH 237 и rH 421 в ДФФХ : 
Хол-мембранах в 1.3, 1.4 и 1.5 раза и в ДФФХ : Эрг-
бислоях – в 1.6, 1.7 и 2.1 раза соответственно. 

В табл. 2 представлены величины изменения 
дипольного потенциала ДФФХ : Хол- и ДФФХ : 
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Рис. 3. Записи флуктуаций трансмембранного тока, 
протекающего через одиночные АМВ-каналы в ли-
пидных бислоях. Мембраны сформированы из ДФФХ 
: Хол (67 : 33 моль %) и ДФФХ : Эрг (67 : 33 моль %) 
в растворах 2.0 M KCl (pH 7.0). а, Б – контроль (от-
сутствие дипольных модификаторов). Мембраноомы-
вающий раствор содержит (мкМ): 20 флоретина (В, 
Г), 20 кверцетина (д, е), 5 RH 160 (Ж, З), 5 RH 237 (И, 
К), 5 RH 421 (Л, М). Штриховые линии соответствуют 
0 пА. V = 50 мВ

Таблица 1. Отношения проводимостей одиночных 
амфотерициновых каналов в отсутствие и в присут-
ствии различных дипольмодифицирующих агентов 
при V = 50 мВ (g/g

V = 50
). Мембраны сформирова-

ны из ДФФХ : Хол (67 : 33 моль %) и ДФФХ : Эрг 
(67 : 33 моль %) в растворах 2.0 M KCl (pH 7.0) 

Дипольный модификатор

Мембранообразующий 
раствор

ДФФХ : Хол ДФФХ : Эрг

Флавоноид

Флоретин 3.30 ± 0.21 2.20 ± 0.41

Флоридзин 1.00 ± 0.10 1.00 ± 0.10

Кверцетин 1.72 ± 0.21 0.95 ± 0.15

Генистеин 0.98 ± 0.09 –

Генистин 0.96 ± 0.08 –

Биоханин А 0.89 ± 0.11 –

ТГАФ 0.91 ± 0.15 –

Стириловый 
краситель

rH 421 0.69 ± 0.07 0.49 ± 0.06

rH 237 0.71 ± 0.08 0.61 ± 0.05

rH 160 0.80 ± 0.09 0.63 ± 0.06
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Эрг-бислоев в присутствии использованных ди-
польных модификаторов в мембраноомывающих 
растворах. Так, например, флоретин уменьша-
ет дипольный потенциал ДФФХ : Хол-мембран 
на 75 ± 10 мВ, а ДФФХ : Эрг-бислоев на 150 ± 5 мВ. 
Добавка кверцетина в мембраноомывающие раство-
ры приводит к практически одинаковому падению 
φ

d
 Хол- и Эрг-содержащих ДФФХ-бислоев на 100 

± 15 мВ. Введение в мембраноомывающие раство-
ры генистина и ТГАФ слабо влияет на φ

d
 ДФФХ : 

: Хол- и ДФФХ : Эрг-бислоев. Добавка в околомем-
бранные растворы стириловых красителей серии 
rH приводит к росту дипольного потенциала мем-
бран, при этом способность увеличивать дипольный 
потенциал стеринсодержащих мембран возрастает 
в ряду rH 421 ≈ rH 160 < rH 237. Добавка в око-
ломембранные растворы стирилового красителя 
rH 237 увеличивает φ

d
 стеринсодержащих бисло-

ев на 80 ± 10 мВ независимо от стеринового состава 
мембраны. При этом rH 421 или rH 160 в мембра-
ноомывающих растворах увеличивают дипольный 
потенциал ДФФХ : Хол- и ДФФХ : Эрг-мембран 
на 55 ± 10 мВ и 50 ± 10 мВ соответственно. Сравнение 
величин, приведенных в табл. 1 и 2, указывает 
на корреляцию изменений проводимости одиночных 
АМВ-каналов и дипольного потенциала стеринсо-
держащих ДФФХ-бислоев при введении дипольных 
модификаторов. Полученные результаты позволяют 

предположить, что изменение g при введении фло-
ретина или стириловых красителей в растворы, омы-
вающие Хол- и Эрг-содержащие ДФФХ-мембраны, 
и кверцетина в растворы, омывающие ДФФХ : Хол-
бислой, может быть связано с изменением дипольно-
го потенциала мембран. Выявленные несоответствия 
между изменениями проводимости одиночных АМВ-
каналов и дипольного потенциала стеринсодержа-
щих ДФФХ-бислоев при введении дипольных мо-
дификаторов позволяют утверждать, что изменение 
g обусловлено не только варьированием дипольного 
потенциала бислоя, но может быть результатом вза-
имодействия дипольных модификаторов (флоретина, 
кверцетина и/или стириловых красителей) с ком-
плексами АМВ-Хол и/или АМВ-Эрг.

На рис. 2 схематически представлены межмоле-
кулярные связи в полиен-стериновых комплексах. 
Известно, что полиен-стериновые комплексы обра-
зуются за счет Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий 
[19]. Сила взаимодействия в этом случае зависит 
от параллельности и копланарности молекул поли-
ена и стерина. Взаимная ориентация молекул про-
исходит благодаря образованию водородных связей 
между ОН-группой молекулы стерина и аминосаха-
ром молекулы полиена. Присутствие дополнитель-
ных (по сравнению с Хол) двойных связей в стеро-
идном ядре и боковой цепи молекулы Эрг приводит 
к образованию более стабильного комплекса АМВ-
Эрг за счет дополнительных точек π–π-электронного 
взаимодействия по сравнению с комплексом АМВ-
Хол [20] (рис. 2А,Б). По этим причинам комплексы 
АМВ-Эрг и АМВ-Хол могут по-разному взаимодей-
ствовать с дипольными модификаторами.

Влияние дипольных модификаторов 
на индуцированную полиеновыми 
антимикотиками мультиканальную проводимость 
мембран

Варьирование стеринового состава. Для проверки 
предположения о взаимодействии дипольных мо-
дификаторов с полиен-стериновыми комплексами 
изучили влияние дипольмодифицирующих агентов 
на равновесный трансмембранный ток, индуцирован-
ный амфотерицином В. Среднее отношение равно-
весного трансмембранного тока, индуцированного 
АМВ в Хол- и Эрг-содержащих ДФФХ-бислоях, 
после и до введения различных дипольных моди-
фикаторов (I∞/I∞

0), при трансмембранном напряже-
нии 50 мВ представлено в виде диаграммы на рис. 4. 
Добавка флоретина в мембраноомывающие рас-
творы вызывает существенное увеличение равно-
весного трансмембранного тока, индуцированного 
АМВ (I∞) в ДФФХ : Хол-бислоях. В ДФФХ : Эрг-

Таблица 2. Изменение дипольного потенциала 
(Δφ

d
(∞), мВ) ДФФХ : Хол (67:33 моль %)* или ДФФХ 

: Эрг (67:33 моль %)* мембран в присутствии различ-
ных дипольмодифицирующих агентов 

Дипольный модификатор

Мембранообразующий 
раствор

ДФФХ : Хол ДФФХ : Эрг

Флавоноид, 
20 мкМ

Флоретин –75 ± 10 –150 ± 5

Флоридзин –45 ± 10 –50 ± 10

Кверцетин –110 ± 10 –105 ± 15

Генистеин –35 ± 5 –40 ± 10

Генистин –30 ± 5 –

Биоханин А –75 ± 15 –80 ± 15

ТГАФ –40 ± 10 –40 ± 10

Стириловый 
краситель, 5 

мкМ

rH 421 50 ± 8 57 ± 9

rH 237 75 ± 10 85 ± 5

rH 160 55 ± 10 45 ± 5

*Результаты взяты из [69]. 
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мембранах влияние флоретина на I∞ отсутствует. 
Введение в мембраноомывающие растворы квер-
цетина не влияет на I∞ в ДФФХ : Хол-мембранах 
и приводит к уменьшению I∞ в ДФФХ : Эрг-бислоях. 
Влияния таких флавоноидов, как флоридзин, гени-
стеин, генистин, биоханин А, мирицетин и ТГАФ, 
на I∞ в Хол- и Эрг-содержащих ДФФХ-мембранах 
не наблюдается. Введение rH 421 в растворы, омы-
вающие ДФФХ : Хол-бислои, практически не изме-
няет I∞, а добавка этого модификатора в растворы, 
омывающие ДФФХ : Эрг-мембраны, увеличивает I∞. 
При этом другие стириловые красители rH 160 и rH 
237 не оказывают эффекта на мультиканальную ак-
тивность АМВ в Хол- и Эрг-содержащих ДФФХ-
мембранах. По всей вероятности, в случае менее 
выгодного с энергетической точки зрения комплек-
са АМВ-Хол, флоретин, благодаря своей «шпилеч-
ной» конформации, способен выполнять роль меди-
атора между полиеновой и стериновой молекулами 
и стабилизировать комплекс АМВ-Хол (рис. 2Д), 
что выражается в увеличении каналообразующей 
активности АМВ в присутствии этого дипольно-
го модификатора в Хол-содержащих мембранах. 
Кверцетин, благодаря большей, чем у флоретина, 
глубине погружения в бислой [56], может конкури-
ровать со стерином за взаимодействие с АМВ и де-

стабилизировать самый выгодный с энергетической 
точки зрения комплекс АМВ-Эрг, что выражается 
в уменьшении каналообразующей активности поли-
ена (рис. 4). Учитывая, что стириловый краситель rH 
421 имеет промежуточную между rH 160 и rH 237 
глубину погружения хромофора в бислой и наиболее 
близкую к нормали к поверхности мембраны ориен-
тацию [57], можно предполагать его колокализацию 
с комплексом АМВ-Эрг. В этом случае стириловый 
краситель можно рассматривать в качестве третье-
го участника Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий, 
служащего дополнительным взаимоориентирующим 
фактором за счет участия в π–π-электронных взаи-
модействиях.

Учитывая, что главное отличие молекулы Эрг 
от Хол заключается в наличии двух двойных свя-
зей – в 7-м положении стероидного ядра и в 22-м 
положении боковой углеводородной цепи, были так-
же выбраны стерины, которые отличаются от хо-
лестерина наличием одной двойной связи в 7-м 
или 22-м положении, 7-дегидрохолестерин (ДХол) 
и стигмастерин (Стигм) соответственно (см. рис. 1). 
Установлено, что добавка флоретина в мембраноомы-
вающий раствор приводит к бóльшему росту равно-
весного трансмембранного тока, протекающего через 
ДФФХ : Стигм-мембраны (I∞/I∞

0 = 5.3 ± 3.1), по срав-
нению с ДФФХ : ДХол-бислоями (I∞/I∞

0 = 1.7 ± 0.3). 
Выраженность эффекта флоретина в модифи-
цированных АМВ ДФФХ : Хол и ДФФХ : Стигм-
мембранах, а также его отсутствие в ДФФХ : Эрг-
бислоях и малость в случае ДФФХ : ДХол-мембран 
могут свидетельствовать в пользу сходства геоме-
трии комплексов АМВ-Хол и АМВ-Стигм, АМВ-Эрг 
и АМВ-ДХол соответственно. Схематическое пред-
ставление образования межмолекулярных связей 
в комплексах АМВ-ДХол и АМВ-Стигм представ-
лено на рис. 2В,Г. Учитывая, что сходство молекул 
Хол и Стигм, а также Эрг и ДХол заключается в от-
сутствие или наличии двойной связи в положении 
7, соответственно можно думать об определяющей 
роли распределения электрической плотности в об-
ласти стероидного ядра (вблизи 7-го положения), 
что может сказываться на возможности образова-
ния водородной связи между гидроксильной группой 
молекулы стерина и одной из ОН-групп молекулы 
флоретина. Введение rH 421 в растворы, омывающие 
ДФФХ : ДХол- и ДФФХ : Стигм-бислои, практиче-
ски не изменяет I∞ (I∞/I∞

0 = 1.1 ± 0.1). Поскольку rH 
421 эффективен только в отношении ДФФХ : Эрг-
мембран и не влияет на модифицированные АМВ 
ДФФХ : ДХол-бислои, а Эрг отличается от ДХол 
наличием двойной связи в 22-м положении, полу-
ченные результаты свидетельствуют в пользу того, 
что rH 421 является более чувствительным инстру-

Рис. 4. Отношение равновесного трансмембранного 
тока, индуцированного амфотерицином В в стерин-
содержащих бислоях, после и до введения различных 
дипольных модификаторов (I∞/I∞

0). Мембраны сфор-
мированы из ДФФХ : Хол (67 : 33 моль %) или ДФФХ : 
: Эрг (67 : 33 моль %) и омываются 2.0 M KCl (pH 7.0)
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ментом для изучения АМВ-стериновых комплексов, 
чем флоретин, а двойная связь в положении 22 все-
таки влияет на геометрию и энергию комплекса.

Варьирование вида полиенового антибиотика. 
Поскольку полиеновые молекулы также могут взаи-
модействовать с дипольными модификаторами, было 
изучено их влияние на равновесный трансмембран-
ный ток, индуцированный в стеринсодержащих бис-
лоях нистатином и филипином (рис. 1). Молекула НС 
отличается от молекулы АМВ отсутствием двойной 
связи в середине полиенового фрагмента, что может 
сказаться на π–π-электронных взаимодействиях 
в полиен-стериновых комплексах. Молекула ФЛ, 
в отличие от АМВ и НС, не содержит остатка ами-
носахара. Подобное структурное отличие должно 
отразиться на формировании сети водородных свя-
зей между полиеновой и стериновой молекулами. 
В случае нистатина I∞ увеличивается при добавке 
флоретина как в ДФФХ : Хол-, так и в ДФФХ : Эрг-
содержащих мембранах, при этом введение квер-
цетина не влияет на I∞ в присутствии в мембране 
как Хол, так и Эрг (рис. 5А). Оба флавоноида (флоре-
тин и кверцетин) независимо от вида мембранообра-
зующего стерина вызывают рост стационарного рав-
новесного трансмембранного тока, индуцированного 
филипином (в 2 и 10 раз для ДФФХ : Хол- и ДФФХ : 
Эрг-мембран соответственно) (рис. 5Б). При этом до-
бавка rH 421 в растворы, омывающие ДФФХ : Хол- 
и ДФФХ : Эрг-мембраны, не изменяет стационарный 
трансмембранный ток, индуцированный как ниста-
тином, так и филипином (рис. 5А,Б). Нарушение 
конъюгации двойных связей в молекуле НС может 
дестабилизировать полиен-стериновый комплекс 
и увеличивать глубину погружения стерина в бис-
лой, отодвигая его от полярной «головы» полиеновой 
молекулы. Флоретин, по всей вероятности, способен 
стабилизировать такие НС-стериновые комплек-
сы. Отсутствие аминосахара в молекуле филипина 
приводит к изменению сети водородных связей в по-

лиен-стериновых комплексах и их дестабилизации. 
Можно думать, что локализация кверцетина в угле-
водородной области бислоя делает возможным его 
взаимодействие с более гидрофобным полиеном фи-
липином (рис. 2Е,Ж), в результате чего наблюдается 
существенный рост стационарного трансмембранного 
ФЛ-индуцированного тока в Хол- и Эрг-содержащих 
ДФФХ-бислоях. 

Варьирование фосфолипидного состава. Для из-
учения взаимодействия полиенов с другими мем-
бранными компонентами была исследована ка-
налообразующая активность АМВ в липидных 
бислоях, включающих, кроме стеринов, различные 
фосфолипиды и сфинголипиды в присутствии фло-
ретина и rH 421. Средние отношения равновесно-
го трансмембранного тока, индуцированного АМВ 
в Эрг-содержащих фосфолипидных бислоях, после 
и до введения дипольных модификаторов (I∞/I∞

0) 
при трансмембранном напряжении 50 мВ представ-
лены в виде диаграммы на рис. 6А. Установлено, 
что введение флоретина в околомембранный раствор 
приводит к существенному увеличению каналообра-
зующей активности АМВ в Эрг-содержащих ПОФХ-
бислоях (в 12 раз) и ДОФХ (в 4 раза), в то время 
как этот дипольный модификатор не влияет на мо-
дифицированные АМВ Эрг-содержащие мембра-
ны, сформированные с участием ДФФХ, ДФФС, 
ДОФЭ и ДОФС. Введение rH 421 в мембраноомы-
вающий раствор вызывает многократное увеличе-
ние I∞ через Эрг-содержащие бислои из ДФФХ (в 15 
раз) и ДФФС (в 42 раза) и не влияет на равновес-
ный трансмембранный ток, индуцированный АМВ, 
в Эрг-содержащих мембранах, включающих ПОФХ, 
ДОФХ, ДОФЭ и ДОФС. Учитывая, что молекулы 
ДФФХ, ДФФС, ДОФЭ и ДОФС имеют коническую, 
а ДОФХ и ПОФХ – цилиндрическую форму [58, 59], 
можно предположить, что последние лучше соот-
ветствуют жесткой молекуле AМB. Схематическое 
представление образования межмолекулярных свя-

Рис. 5. Отношение равно-
весного трансмембранного 
тока, индуцированного ни-
статином (а) и филипином 
(Б) в стеринсодержащих 
бислоях, после и до введе-
ния различных дипольных 
модификаторов (I∞/I∞

0). 
Мембраны сформирова-
ны из ДФФХ : Хол (67 : 33 
моль %) или ДФФХ : Эрг 
(67 : 33 моль %) и омыва-
ются 2.0 M KCl (pH 7.0)
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зей между АМВ-Эрг-ДФФХ и АМВ-Эрг-ПОФХ 
представлено на рис. 2З,И. Можно думать, что силь-
ное взаимодействие «полиен-фосфолипид» осла-
бляет взаимодействие «полиен-эргостерин». Такой 
полиен-стериновый комплекс может быть стабили-
зирован молекулами флоретина, которые, благодаря 
высокой конформационной подвижности и четырем 
функциональным гидроксильным группам, способны 
служить посредниками в образовании сети водород-
ных связей между стерином и АМВ. Несоответствие 
между жесткой палочкообразной молекулой АМВ 
и фосфолипидами конической формы (ДФФХ, 
ДФФС, ДОФЭ и ДОФС) предотвращает сильное 
взаимодействие «полиен-фосфолипид» и поэтому 
не происходит дестабилизации полиен-стериново-
го комплекса. Выше мы предположили, что rH 421 
увеличивает каналообразующую активность АМВ 
в Эрг-содержащих ДФФХ-мембранах в результа-
те вклада этого дипольного модификатора в сеть 
как водородных связей, так и π–π-электронных 
взаимодействий между молекулами Эрг и АМВ. 
По всей вероятности, аналогичные процессы име-
ют место и в случае модифицированных АМВ Эрг-
содержащих ДФФС-бислоев.

Варьирование сфинголипидного состава. Введение 
в мембранообразующий раствор сфинголипидов су-
щественно влияет на взаимодействие между молеку-

лами АМВ и фосфолипидов. Установлено, что фло-
ретин в 2 раза увеличивает I∞ в случае ДФФХ : 
Эрг : СФС-мембран, а rH 421 – в 1.7 раза в ДФФС 
: Эрг : СФС-бислоях. При замене сфинголипидной 
(СФС на СЭС или СМ (рис. 6В)) или фосфолипидной 
(ДФФХ на ДФФС, ПОФХ, ДОФХ, ДОФЭ или ДОФС 
в случае флоретина и ДФФС на ДФФХ, ПОФХ, 
ДОФХ, ДОФЭ или ДОФС в случае rH 421 (рис. 6Б)) 
составляющей в указанных смесях не наблюдает-
ся увеличения I∞ в присутствии дипольных моди-
фикаторов. Полученные результаты показывают, 
что молекулы сфинголипидов, введенные в мембра-
нообразующий раствор, играют существенную роль 
во взаимодействии молекул АМВ с фосфолипидами 
и стеринами. 

Учитывая, что флоретин уменьшает проводимость 
одиночных АМВ-каналов в ДФФХ : Эрг-мембранах, 
отсутствие влияния дипольного модификатора на рав-
новесный трансмембранный ток, индуцированный 
АМВ, должно означать одномоментный скачок числа 
открытых АМВ-каналов. Необоснованность подобного 
заключения позволяет выдвинуть два предположе-
ния: 1) различие свойств одиночных АМВ-каналов, 
в частности, отсутствие селективности у АМВ-
каналов, обеспечивающих интегральный ток, тогда 
проводимость каналов не должна быть функцией ди-
польного потенциала мембраны; 2) различие свойств 
липидного микроокружения каналов в мембране, т.е. 

Рис. 6. Отношение 
равновесного транс-
мембранного тока, 
индуцированного амфо-
терицином В в эргосте-
ринсодержащих бисло-
ях, после и до введения 
дипольных модификато-
ров (I∞/I∞

0). Мембраны 
сформированы из фос-
фолипид : Эрг (67 : 33 
моль %) (а), фосфоли-
пид : Эрг : СФС (53 : 27 : 
20 моль %) (Б) и ДФФС 
: Эрг : сфинголипид (53 
: 27 : 20 моль %) (В) 
и омываются 2.0 M KCl 
(pH 7.0)
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Рис. 7. Схематическое представление микроокруже-
ния АМВ-каналов в мембранах с различной концен-
трацией полиенового антимикотика, соответствующей 
функционированию одиночных каналов (а) и инте-
гральному мультиканальному току (Б). При высоких 
концентрациях (Б) АМВ провоцирует образование 
в мембране более упорядоченной липидной фазы (по-
казана зеленым цветом)

Рис. 8. Микрофотографии 
одноламеллярных липосом 
из ПОФХ в отсутствие по-
лиенового антибиотика (а), 
в присутствии в мембра-
ноомывающих растворах 
300 мкМ АМВ (Б) и комбина-
ции 300 мкМ АМВ и 400 мкМ 
флоретина (В)

а Б В

5 мкм 5 мкм 5 мкм

одиночные АМВ-поры и каналы, обеспечивающие ин-
тегральный ток, локализуются в областях мембраны 
с различными свойствами, в том числе и с различным 
значением дипольного потенциала бислоя (рис. 7).

Катион-анионная селективность 
амфотерициновых каналов
Для проверки первого предположения были про-
ведены измерения катион-анионной селективности 
одиночных АМВ-каналов и интегрального транс-
мембранного тока. Результаты измерений показали, 
что АМВ-каналы в стеринсодержащих бислоях пре-
имущественно анион-селективны, независимо от сте-
пени модификации мембраны АМВ. Число переноса 
анионов для одиночных АМВ-каналов составляет 
t– = 0.9 ± 0.1, а для интегрального тока, индуцирован-
ного АМВ, равно t– = 0.8 ± 0.1. Приведенные данные 
указывают на то, что ввиду высокой селективности 
проводимость АМВ-каналов, обеспечивающих ин-
тегральный ток, должна зависеть от дипольного по-
тенциала мембраны. 

Амфотерициновые каналы в мембранах с фазовым 
разделением
Существует ряд свидетельств в пользу второго 
предположения. Так, в присутствии АМВ показано 

дозозависимое увеличение температуры фазового 
перехода липидов из гель- в жидкокристаллическое 
состояние [23]. Это означает, что АМВ провоцирует 
образование в мембране более упорядоченной фазы. 
Более того, как уже отмечалось ранее, молекулы 
АМВ обладают более высоким сродством к упорядо-
ченным липидным доменам (рафтам) [17]. Поскольку 
упорядоченные липидные домены обогащены сте-
ринами и сфинголипидами, очевидно, что их физи-
ко-химические свойства определяются липидным 
составом мембраны. Известно, что степень упорядо-
ченности липидных молекул и вероятность форми-
рования рафтов зависят от типа включенного в бис-
лой стерина [60–62]. Существенное значение имеет 
и сфинголипидный состав мембраны. В частности, 
СФС отличается от СЭС наличием одной гидроксиль-
ной группы в положении С4. Идковиак-Балдис и со-
авт. показали, что С4-гидроксилирование существен-
но влияет на физические и структурные свойства 
липидных микродоменов [63]. По всей вероятности, 
дополнительная гидроксильная группа способствует 
конденсации липидных молекул за счет увеличения 
числа водородных связей [64]. Плазматические мем-
браны клеток грибов содержат фитосфингозин и эр-
гостерин [65], а плазматические мембраны клеток 
млекопитающих – сфингомиелин и холестерин [66]. 
Эволюционное предпочтение указанным комбина-
циям может быть обусловлено свойствами формиру-
емых ими упорядоченных липидных доменов. Более 
того, некоторые фосфолипиды с низкой температу-
рой плавления, которые не локализуются в упоря-
доченных мембранных областях, способны индуци-
ровать образование этих доменов. Так, способность 
стабилизировать рафты зависит от структуры фос-
фолипида и уменьшается в следующем ряду: ДФФХ, 
ДФФС, ПОФХ (ДОФХ) [67].

С помощью флуоресцентной конфокальной микро-
скопии гигантских одноламеллярных липосом пока-
зано, что дипольные модификаторы влияют на фа-
зовое разделение в липосомах [68]. Флавоноиды, 
биоханин А и флоретин приводят к разжижению 
твердокристаллических областей в мембранах липо-

АМВ-канал

Дипольный 
модификатор

Неупорядоченная липидная фаза

Гель-
фаза

а Б
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сом и способствуют образованию рафтов в мембране, 
в то время как мирицетин скорее вызывает конден-
сацию бислоя. Данные, полученные методом диф-
ференциальной сканирующей микрокалориметрии, 
подтверждают влияние флавоноидов на фазовое раз-
деление в липосомах [68]. 

Результаты наших исследований показали, 
что в отсутствие АМВ липосомы из ПОФХ окраше-
ны гомогенно; латеральной гетерогенности мембран 
не наблюдается (рис. 8А). Введение 300 мкМ АМВ 
индуцирует образование в липосомах неокрашен-
ных доменов дендритной формы, которые могут 
быть отнесены к твердокристаллической липидной 
фазе (рис. 8Б). Флоретин в концентрации 400 мкМ 
приводит к разжижению гель-доменов в модифици-
рованных АМВ везикулах, и липосомы оказываются 
гомогенно окрашенными (рис. 8В). Эти данные ука-
зывают на то, что дипольные модификаторы влияют 

на образование и динамику обогащенных полиено-
выми макролидами упорядоченных мембранных об-
ластей.

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Установлено, что каналообразующая активность по-
лиеновых антибиотиков в липидных бислоях опре-
деляется суперпозицией нескольких факторов: 
дипольного потенциала мембраны, стабильности по-
лиен-липидных комплексов и физико-химических 
свойств упорядоченных липидных областей. 

Авторы выражают благодарность Е.Г. Чулкову 
за участие в некоторых экспериментах.
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РЕФЕРАт Моноциты периферической крови больных атеросклерозом предактивированы и обладают не-
которыми чертами тканевых макрофагов. Их адгезия к эндотелию в 1.5 раза выше, чем у моноцитов здо-
ровых субъектов, и они экспрессируют ряд рецепторов и антигенов, характерных для тканевых макро-
фагов. В дополнение к этому ранее мы показали, что в моноцитах крови больных атеросклерозом, так же 
как и при in vitro-дифференцировке моноцитов в макрофаги, значительно активируется биосинтез гангли-
озидов, главная функция которых – формирование мембранных рафтов. В настоящей работе мы исследова-
ли экспрессию мембранных рафтов на различных субпопуляциях моноцитов в норме и при атеросклерозе. 
Моноциты больных атеросклерозом, как показано методом проточной цитометрии, отличались от моно-
цитов здоровых субъектов двукратным увеличением процентного содержания промежуточной субпопу-
ляции (CD14++/CD16+) и повышением экспрессии фракталкинового рецептора CX3CR1 на промежуточной 
и неклассической субпопуляциях (CD14++/CD16+ и CD14+/CD16++) (в 2.3 и 1.8 раза соответственно). Это 
свидетельствует о предактивированном состоянии моноцитов больных. В то же время экспрессия маркера 
мембранных рафтов была одинаковой на субпопуляциях моноцитов обеих исследованных групп. Однако 
изучение in vitro дифференцировки моноцитов в макрофаги показало, что уже на первые сутки культиви-
рования экспрессия мембранных рафтов повышалась в 2 раза и к 7-му дню возрастала в 3 раза в сравнении 
со свежевыделенными моноцитами. Таким образом, можно предположить, что при атеросклерозе моноциты 
накапливают ганглиозиды, которые используются для формирования мембранных рафтов при макрофа-
гальной дифференцировке моноцитов после их миграции в интиму артерий.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА атеросклероз, макрофаги, мембранные рафты, проточная цитометрия, субпопуляции 
моноцитов.

ВВЕДЕНИЕ
Моноциты – клетки иммунной системы, играющие 
ключевую роль в формировании врожденного и при-
обретенного иммунитета. Моноциты крови челове-
ка морфологически и функционально гетерогенны, 
и на основании дифференциальной экспрессии cD14 
(компонент рецепторного комплекса, распознаю-
щего бактериальные липополисахариды) и cD16 
(FcγrIII – низкоаффинный рецептор к Fc-фрагменту 
IgG) можно выделить несколько субпопуляций [1, 2]. 
Недавно Комитет по номенклатуре Международного 
союза иммунологов и ВОЗ приняли официальную 
номенклатуру, согласно которой предложено разде-

лять моноциты на три субпопуляции: классическую 
(cD14++/cD16-), промежуточную (cD14++/cD16+) 
и неклассическую (cD14+/cD16++) (процентное со-
держание субпопуляций: 83-85, 4-5 и 7-11% соответ-
ственно) [3, 4].

В клинических и экспериментальных исследова-
ниях показано существенное увеличение количе-
ства моноцитов промежуточной и неклассической 
субпопуляций при инфекционных, аутоиммунных 
и воспалительных заболеваниях, что может свиде-
тельствовать о провоспалительном характере их 
активности [5]. Кроме того, моноциты этих популя-
ций являются главными продуцентами провоспа-
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лительных цитокинов – фактора некроза опухолей 
(tnF) и интерлейкина-12 (IL-12) [6]. В патогенезе 
атеросклероза моноциты играют критическую роль, 
так как после привлечения в обогащенные липи-
дами и липопротеинами области интимы артерий 
они под влиянием макрофагального колониести-
мулирующего фактора (M-cSF), продуцируемого 
активированным эндотелием, дифференцируются 
в макрофаги. Последние поглощают окисленные ли-
попротеины и другие липиды и образуют насыщен-
ные липидами пенистые клетки – главные клетки 
атеросклеротических бляшек [7]. Отмечено также, 
что при атеросклерозе значительно повышается 
относительное содержание моноцитов минорных 
субпопуляций [8, 9]. Установлено, что в перифери-
ческой крови больных атеросклерозом моноциты 
предактивированы и обладают некоторыми черта-
ми макрофагов. Их адгезия к эндотелию в 1.5 раза 
выше, чем моноцитов здоровых субъектов, и они 
экспрессируют ряд рецепторов (Fcγ-рецептор типа 
I и II, IcAM) и повышенный уровень МНС II, что ха-
рактерно для тканевых макрофагов [10–12]. В до-
полнение к этому мы ранее показали, что в цир-
кулирующих моноцитах больных атеросклерозом 
биосинтез и содержание ганглиозидов значительно 
выше, чем в моноцитах здоровых субъектов, так же 
как и при in vitro-дифференцировке моноцитов 
в макрофаги [13, 14].

Ганглиозиды – гликосфинголипиды, содержащие 
сиаловые кислоты, играют активную роль в обра-
зовании, стабилизации, динамике и биологических 
функциях мембранных рафтов. Благодаря присут-
ствию в их молекуле амидной связи и массивного 
углеводного фрагмента они с помощью большого ко-
личества водородных связей образуют в клеточных 
мембранах конгломераты с холестерином, сфинго-
миелином и рецепторными белками, так называемые 
мембранные микродомены (рафты), которые могут 
легко перемещаться в плоскости фосфолипидно-
го слоя мембраны [15]. Таким образом, ганглиозиды 
в составе рафтов участвуют в процессах рецепции, 
адгезии, клеточной подвижности, апоптоза. Их каче-
ственный и количественный состав резко изменяется 
при дифференцировке и трансформации клеток.

Известно, что при активации лимфоцитов многие 
рецепторы транспортируются в рафты, где приобре-
тают активную конформацию и образуют комплексы 
с корецепторами и другими вспомогательными бел-
ками. Рецепторные фосфатидилинозит-заякоренные 
белки, как и миристоилированные и пальмитоилиро-
ванные белки, являются постоянными составляющи-
ми этих мембранных структур, обогащенных сфин-
голипидами и холестерином. Кроме того, в рафты 
индуктивно привлекаются трансмембранные белки, 

формируя таким образом фокусы рецепции и адге-
зии [16].

В настоящей работе с целью выяснения механизма 
предактивации моноцитов при атеросклерозе с помо-
щью метода проточной цитометрии мы провели срав-
нительное изучение экспрессии мембранных рафтов 
на различных субпопуляциях моноцитов из крови 
больных атеросклерозом и у здоровых субъектов.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Объект исследования
В настоящей работе использовали образцы пери-
ферической крови, полученные в клинике ФГБУ 
«РКНПК» Минздрава России от больных с ангиогра-
фически подтвержденным атеросклерозом коронар-
ных артерий (n = 25) и клинически здоровых доноров 
(n = 15). Во всех случаях получено информированное 
согласие больных. Средний возраст здоровых субъ-
ектов составил 25 ± 3 года, средний возраст боль-
ных – 55 ± 8 лет. Поскольку атеросклероз характе-
рен практически для всех лиц пожилого возраста, 
то в контрольную группу (здоровых субъектов) вош-
ли заведомо более молодые люди.

Выделение и цитофлуориметрический анализ 
мононуклеарных лейкоцитов периферической 
крови человека
Мононуклеарные лейкоциты из периферической 
крови выделяли традиционным методом в градиенте 
плотности Ficoll-Paque™ PLuS (1.077 г/л) (Amersham 
Biosciences, США). Для этого венозную кровь, со-
бранную в пробирки с 6% раствором eDТА (0.5 мл 
раствора eDТА на 10 мл крови), центрифугировали 
при 400 g в течение 30 мин. К осадку на дне пробирки, 
содержащему форменные элементы крови, добав-
ляли фосфатно-солевой буфер (ФСБ) до исходного 
объема и тщательно ресуспендировали. Полученную 
суспензию аккуратно наслаивали на Ficoll-Paque™ 
PLuS в соотношении 2.5 : 1 и центрифугировали 
при 400 g в течение 30 мин. Интерфазное кольцо, со-
держащее мононуклеарные клетки крови, собирали 
и дважды отмывали в ФСБ.

Экспрессию поверхностных маркеров моно-
нуклеарных лейкоцитов анализировали с помо-
щью тройного иммунофлуоресцентного окраши-
вания. Мембранные рафты выявляли с помощью 
В-субъединицы холерного токсина, конъюгирован-
ной с Alexa Fluor® 488 (Vybrant® Lipid raft Labeling 
Kit, Molecular Probes, Inc.). Поверхностные рецеп-
торы выявляли специфическими флуоресцентно 
меченными мышиными моноклональными антите-
лами: cD14-Pc5 (Beckman coulter Inc.), cD16-Pe 
(Beckman coulter Inc.), cD16-FItc (Beckman coulter 
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Inc.), ccr5-Pe (eBioscience Inc.), cX3cr1-Pe (r&D 
Systems) и tLr-4-Pe (eBioscience). К полученному 
после отмывки осадку добавляли ФСБ (pH 7.2), со-
держащий 1% бычий сывороточный альбумин (BSA), 
из расчета 100 мкл раствора на пробу. Клетки ресу-
спендировали и переносили по 100 мкл суспензии 
в микропробирки объемом 2 мл. Пробы, содержащие 
В-субъединицу холерного токсина (ctB), конъюги-
рованную с Alexa Fluor 488, инкубировали в течение 
10 мин; остальные пробы инкубировали в течение 
30 мин в темноте при +4°С. Далее в каждую пробу до-
бавляли по 300 мкл 1% формалина, суспензию ана-
лизировали методом проточной цитофлуориметрии. 
В качестве изотипического контроля применяли мы-
шиные иммуноглобулины IgG-изотипа, меченные 
красителями, аналогичными метке используемых 
моноклональных антител.

Цитофлуориметрические исследования прово-
дили на проточном лазерном цитофлуориметре 
FAcScalibur (Becton Dickinson, США) с использо-
ванием единых настроек прибора для всех образцов. 
Для анализа и визуализации данных цитофлуориме-
трии применяли программное обеспечение Summit 
V3.1 Built 844 (cytomation Inc., США). Область моно-
цитов выделяли по параметрам прямого (FSc) и бо-
кового (SSc) светорассеяния. Общую популяцию 
моноцитов выделяли по cD14 в комбинации с SSc. 
Моноциты были разделены по уровню экспрес-
сии рецепторов cD14 и cD16 на три субпопуля-
ции: cD14++/cD16-, cD14++/cD16+ и cD14+/cD16++. 
Отдельно для каждой субпопуляции оценивали уро-
вень экспрессии рецепторов ccr2, tLr4 и cX3cr1 
по средней интенсивности флуоресценции (СИФ).

Культивирование и иммуноцитохимический 
анализ мононуклеарных клеток здоровых 
субъектов
Часть выделенных мононуклеарных клеток здоро-
вых субъектов высевали на дно или стекла в чашки 
Петри (ø 60 мм) в концентрации 2–2.5 млн/мл в ро-
стовой среде X-VIVO-10 (Lonza Biosciences, США), 
содержащей 2 мМ L-глутамина, 0.01% фунгизона, 1% 
смеси пенициллин/стрептомицин (реактивы произ-
водства Sigma) и 10 нг/мл M-cSF (Biosource) [13].

Динамику изменений коэкспрессии мембранных 
рафтов и различных маркеров моноцитов (cD14, 
cD16) и маркера дифференцировки моноцитов в ма-
крофаги (cD206) анализировали на разных сроках 
культивирования (1-, 4- и 7-е сутки) с помощью трой-
ного иммунофлуоресцентного окрашивания с исполь-
зованием специфических флуоресцентно меченных 
мышиных моноклональных антител: cD14-Pc5, 
cD16-Pe, cD206-Pe (все Beckman coulter, США). 
Рафты выявляли с помощью В-субъединицы холер-

ного токсина, конъюгированной с Alexa Fluor 488. 
Для этого клетки открепляли от пластиковой под-
ложки резиновым скрабером и центрифугировали 
при 400 g в течение 10 мин. Далее клетки окраши-
вали по описанной выше методике и анализировали 
на проточном цитофлуориметре FAcScalibur (Becton 
Dickinson).

Динамику изменений коэкспрессии мембранных 
рафтов с различными маркерами моноцитов и ма-
крофагов на разных сроках культивирования (4-, 
7- и 12-е сутки культивирования) анализировали 
с помощью двойного иммунофлуоресцентного окра-
шивания. Для этого клетки, высаженные на стекла, 
окрашивали с помощью В-субъединицы холерного 
токсина, конъюгированной с Alexa Fluor 488, и анти-
тел, конъюгированных с фикоэритрином (Pe) (для 
выявления cD14-, cD16-, cD206-положительных 
клеток), и инкубировали в течение 30 мин при 37oС 
и 5% СО

2
. После этого клетки трижды отмыва-

ли в теплой среде и фиксировали 10% формали-
ном в течение 10 мин. Затем препараты заключали 
в глицерин–желатин и анализировали с помощью 
флуоресцентного микроскопа Leica DM 5000B (филь-
тры BP 450-490, LP 515 и BP 515-560, LP 590), осна-
щенного цифровой фотокамерой Dc 420 и системой 
для анализа изображения. В качестве изотипиче-
ского контроля использовали IgG, конъюгирован-
ные с r-Pe, того же подкласса, что и специфические 
антитела.

Статистический анализ
Статистический анализ полученных данных про-
водили с помощью программ excel, Statistica 7.0. 
Для оценки статистической значимости меж-
групповых различий использовали двусторонний 
u-критерий Манна–Уитни. Статистически значи-
мыми считали различия при P < 0.05. Данные пред-
ставлены в виде среднего арифметического значения 
и его стандартного отклонения (М ± SD).

РЕЗУЛЬтАтЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Цитофлуориметрический анализ субпопуляций 
моноцитов больных и здоровых субъектов
Моноциты и их субпопуляции идентифицирова-
ли методом проточной цитофлуориметрии по па-
раметрам прямого и бокового светорассеяния и по 
уровню экспрессии поверхностных маркеров cD14 
и cD16. Стратегия гейтирования, использованная 
для идентификации субпопуляций классических 
(cD14++/cD16-), промежуточных (cD14++/cD16+) 
и неклассических (cD14+/cD16++) субпопуляций 
моноцитов, представлена на рис. 1А-В. Полученные 
цитофлуорограммы и процентное соотношение 
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субпопуляций соответствуют опубликованным 
данным [3, 4].

На рис. 1Г-Е приведены результаты цитофлуори-
метрического анализа мембранных рафтов на суб-
популяциях моноцитов с помощью моноклональных 
антител к cD14 и cD16 и В-субъединицы холерного 
токсина, выявляющей мембранные рафты. Для обна-
ружения рафтов на мембранах целых клеток мы при-
менили широко используемый метод, основанный 
на очень высоком сродстве (10-12 М) В-субъединицы 
холерного токсина к ганглиозиду GM1. Метод заклю-
чается в их взаимодействии на клеточной мембране, 
хотя содержание этого ганглиозида по сравнению 
с другими ганглиозидами в плазматической мембра-
не клеток крови мало [17]. Таким образом, исполь-
зование GM1 в качестве маркера рафтов связано 
не столько с его важностью для структуры рафтов, 

сколько с доступностью как реагента [18]. Анализ 
результатов, проведенный с помощью программного 
обеспечения Summit V3.1 Built 844, показал, что все 
субпопуляции моноцитов экспрессировали GM1 – 
маркер мембранных рафтов (рис. 1Г-Е).

Отметим, что наши данные отчасти противоречат 
результатам, полученным ранее Moreno-Altamirano 
и соавт. [19], которые на основании экспрессии раф-
тов разделили моноциты здоровых лиц на две попу-
ляции – cD14+/GM1+ (95.5% с низкой экспрессией 
рафтов) и cD14+/GM1++ (2.5% с высокой экспрессией 
рафтов). При анализе рафтов они, как и мы, исполь-
зовали флуоресцентно меченную В-субъединицу 
холерного токсина. Мы наблюдали иную картину 
(рис. 1Г-Е): классическая и промежуточная субпопу-
ляции моноцитов обладали одинаковой экспрессией 
рафтов, низкая экспрессия была характерна только 

Рис. 1. Многоэтап-
ное гейтирование 
при анализе субпо-
пуляций моноци-
тов. A – выделение 
области моноцитов 
по параметрам 
прямого (FSC) 
и бокового (SSC) 
светорассеяния; 
Б – гейтирование 
общей популяции 
по CD14-позитивным 
событиям; В – иден-
тификация субпо-
пуляций моноцитов 
по уровню экспрес-
сии поверхностных 
маркеров CD14 
и CD16; Г–е – гейти-
рование при анализе 
экспрессии раз-
личных рецепторов 
и мембранных раф-
тов на субпопуляциях 
моноцитов по пара-
метрам SSC и по-
зитивным событиям 
(на примере марке-
ра рафтов GM1)
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для неклассической субпопуляции. Такое противо-
речие может определяться использованием Moreno-
Altamirano и соавт. иной стратегии гейтирования. 
Действительно, как показывают данные рис. 2А,Б, 
по характеристикам гранулярности (SSc) и размера 
(FSc), которые отличались от показателей моноцитов 
внутри гейта, нами были выявлены так называемые 
внегейтовые классическая (cD14++/cD16-) и проме-
жуточная (cD14++/cD16+) субпопуляции моноцитов. 
При этом последняя субпопуляция обладала более 
высокой экспрессией маркера рафтов, чем класси-
ческая. Наиболее вероятно, что, в отличие от нас, 
Moreno-Altamirano и соавт. [19], скорее всего, учиты-
вали клетки внегейтовых популяций. Моноциты вне-
гейтовых популяций в равных количествах наблюда-
лись нами как у больных, так и у здоровых субъектов 
(рис. 2Б). Свойства и функции этой популяции нуж-
даются в дальнейшем изучении.

На рис. 3А,Б представлены типичные цитофлуоро-
граммы субпопуляций моноцитов здорового человека 
и больного атеросклерозом. Данные рис. 3В показыва-
ют, что у больных атеросклерозом значительно повы-
шено процентное содержание моноцитов промежуточ-
ной субпопуляции (20.7 ± 7.0%) и снижено содержание 
моноцитов классической субпопуляции (68.6 ± 7.9%) 
по сравнению со здоровыми субъектами (12.8 ± 3.4 
и 74.8 ± 7.6% соответственно). Таким образом, при ате-
росклерозе, по-видимому, происходит перераспреде-
ление субпопуляций моноцитов – увеличивается доля 
моноцитов с промежуточным фенотипом (cD14++/
cD16+) за счет снижения доли главной субпопуляции 
классических моноцитов (cD14++/cD16-). Содержание 
моноцитов неклассической субпопуляции у больных 
и здоровых было одинаковым.

Полученные данные согласуются с результатами 
ряда исследований, посвященных изучению субпопу-
ляций моноцитов при атеросклерозе. Так, установле-
но, что высокий уровень моноцитов промежуточной 
субпопуляции (cD14++/cD16+) связан с повыше-
нием индекса массы тела и увеличением толщины 
комплекса интима-медиа. Клинические данные сви-
детельствуют о более высоком содержании моноци-
тов cD14++/cD16+ и суммарной популяции cD16+-
моноцитов у пациентов с ишемической болезнью 
по сравнению со здоровыми субъектами. Увеличение 
количества моноцитов cD16+-субпопуляций было 
связано с преобладанием нестабильных бляшек в ко-
ронарных артериях и неблагоприятным прогнозом 
при ишемической болезни сердца [3, 6, 20]. Следует 
также подчеркнуть, что до недавнего времени во мно-
гих клинических исследованиях cD14++/cD16+- 
и cD14+/cD16++-субпопуляции моноцитов анализи-
ровали вместе, так как не был принят стандартный 
протокол гейтирования при анализе цитофлуори-

метрических данных для выделения субпопуляций 
моноцитов. Это не позволяло сделать однозначный 
вывод о роли отдельных cD16+-субпопуляций в пато-
генезе атеросклероза. Как видно из данных рис. 3В, 
значимых различий в процентном содержании мо-
ноцитов неклассической субпопуляции у здоровых 
субъектов и у больных атеросклерозом не выявлено.

Экспрессия рецепторов цитокинов 
на субпопуляциях моноцитов
Хемокины и их рецепторы выполняют функцию 
специфичного привлечения различных субпопуля-
ций моноцитов в область воспаления [21]. Известно, 
что популяции моноцитов различаются по экс-
прессии хемокиновых рецепторов [22]. Например, 
классическая субпопуляция cD14++/cD16- харак-
теризуется высоким уровнем ccr2 – рецептора 
хемоаттрактантного белка-1 моноцитов (МСР-1), 
умеренной экспрессией cX3cr1 – рецептора фрак-
талкина и низким уровнем ccr5 – рецептора вос-
палительных цитокинов ccL3, ccL4, ccL8, ccL3. 

Рис. 2. Субпопуляции клеток крови здорового 
субъекта, располагающиеся вне гейта моноцитов. 
а – характеристика субпопуляций CD14++/CD16–- 
и CD14++/CD16+-клеток по гранулярности (SSC) 
и размерам (FSC); Б – сводные данные по интен-
сивности флуоресценции маркера рафтов (GM1) 
на CD14++/CD16–- и CD14++/CD16+-клетках у 15 
здоровых субъектов (зеленые столбики) и 25 больных 
атеросклерозом (красные столбики). Значения пред-
ставлены в виде М ± SD. *,#P < 0.5
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cD16+-субпопуляции негативны по ccr2, экспресси-
руют высокий уровень cX3cr1- и ccr5-рецепторов. 
Также установлено, что эти два рецептора играют 
заметную роль в формировании атеросклеротиче-
ских поражений, так как их лиганды найдены в ате-
росклеротических бляшках и экспрессируются 
эндотелиальными клетками после их активации ци-
токинами [23, 24]. В связи с этим методом проточной 
цитофлуориметрии с тройным окрашиванием моно-
клональными антителами мы изучили экспрессию 
ccr5, cX3cr1 и общего для всех моноцитов рецеп-
тора LPS (tLr-4) на моноцитах здоровых субъектов 
и больных атеросклерозом. Не выявлено значимых 
различий в экспрессии ccr5 и tLr-4 между всеми 
субпопуляциями моноцитами больных атеросклеро-
зом и здоровых субъектов (данные не приведены). 

Экспрессия cX3cr1 (рецептора фракталкина) 
на промежуточной и неклассической субпопуля-
циях была выше, чем на классических моноцитах, 
что согласуется с представлениями о его локализа-
ции на cD16+-моноцитах [23]. При этом у больных обе 

cD16+-субпопуляции моноцитов имели в 2 раза бо-
лее высокую интенсивность флуоресценции cX3cr1, 
чем моноциты здоровых субъектов (рис. 4).

Показана однозначная роль cX3cr1/cX3cL1 
в формировании атеросклеротических поражений 
сосудов человека и при экспериментальном атеро-
склерозе у мышей [24]. Таким образом, полученные 
нами данные подтверждают результаты предыду-
щих исследований.

Экспрессия липидных рафтов на субпопуляциях 
моноцитов
Ранее мы установили, что в моноцитах крови боль-
ных атеросклерозом значительно активируется 
биосинтез ганглиозидов, главная функция кото-
рых – формирование липидных рафтов [15]. На этом 
основании мы предположили, что предактивация 
циркулирующих моноцитов при атеросклерозе со-
провождается повышением количества липидных 
рафтов, необходимых для функционирования мем-
бранных белков.

Ранее было показано, что многие антигены и ре-
цепторы моноцитов, такие, как cD14, cD32, cD64, 
cD11/cD18, главный комплекс гистосовместимости 
класса II (MHc II) являются постоянными состав-
ляющими мембранных рафтов [25, 26]. При актива-
ции моноцитов в плазматическую мембрану транс-

Рис. 3. Субпопуляции моноцитов здоровых субъектов 
и больных атеросклерозом. Типичные цитофлуоро-
граммы субпопуляций моноцитов здорового субъек-
та (а) и больного атеросклерозом (Б); В – сводные 
данные по процентному соотношению субпопуляций 
моноцитов у 15 здоровых субъектов (зеленые столби-
ки) и 25 больных атеросклерозом (красные столбики). 
Значения представлены в виде М ± SD. *,#P < 0.05
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Рис. 4. Экспрессия рецептора фракталкина (CX3CR1) 
на различных субпопуляциях моноцитов у 15 здоровых 
субъектов и 25 больных атеросклерозом. Различия 
статистически значимы для CD16+-клеток здоровых 
субъектов (зеленые столбики) и больных атероскле-
розом (красные столбики). Значения представлены 
в виде М ± SD. P < 0.05
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портируются дополнительные белковые молекулы. 
Например, в определенных условиях cD16 мобили-
зуется из цитозольных депо в мембранные рафты 
[27]. Для активации и функционирования моноцитов 
необходима интеграция отдельных рафтов в боль-
шие платформы с привлечением дополнительных 
белковых компонентов [28, 29]. Разрушение рафтов 
обработкой клеток нистатином или метилциклодек-
стрином (реагентами, связывающими холестерин), 
наоборот, приводит к утрате ассоциации рецепто-
ров в липидных платформах и, как следствие, к на-
рушению проведения сигналов и клеточных ответов 
на специфичные лиганды [10].

Как можно видеть из данных, приведенных 
на рис. 3В, процентное соотношение между субпопу-
ляциями моноцитов, экспрессирующих GM1+ -раф-
ты (cD14++/cD16–/GM1+, cD14++/cD16+/GM1+ 
и cD14+/cD16++/GM1+), у здоровых субъектов 
и у больных атеросклерозом не различалось, однако 
при атеросклерозе происходило перераспределение 
моноцитов между субпопуляциями cD14++/cD16–, 
cD14++/cD16+ и cD14+/cD16++ (см. выше). 

Анализ флуоресценции после тройного окрашива-
ния антителами к cD14, cD16 и В-субъединицей хо-
лерного токсина показал, что СИФ рафтов на моно-
цитах с высокой экспрессией cD14 была выше, чем 
на моноцитах с низкой экспрессией cD14 как у боль-
ных, так и у здоровых субъектов (в 1.4 и 1.27 раза 
соответственно) (рис. 5). На основании полученных 
данных можно сделать вывод о неочевидности суще-
ствования прямой связи между накоплением гангли-

озидов в моноцитах при атеросклерозе и увеличе-
нием количества рафтов в мембранах этих клеток. 
Мы предположили, что этот пул ганглиозидов может 
реализоваться в виде липидных рафтов в результате 
дифференцировки предактивированных моноцитов 
в интиме артерий при атерогенезе.

Цитофлуориметрический анализ мембранных 
рафтов культивируемых моноцитов/макрофагов 
здоровых субъектов
Ранее мы наблюдали значительное повышение син-
теза ганглиозидов при in vitro-дифференцировке 

Рис. 6. Цитофлуориметрическое изучение процесса in 
vitro-дифференцировки моноцитов здоровых субъек-
тов в культуре. а – изменение доли СD14+/CD16+- (■) 
и CD14+/CD206+-клеток (●) в процессе дифферен-
цировки (n = 3). *,#Различия статистически значимы 
между 1- и 4-ми, 1- и 7-ми сутками; Б – изменение 
экспрессии маркера рафтов на CD14+/CD206+-
клетках в процессе дифференцировки (n = 3). *Раз-
личия статистически значимы между нулевой точкой 
и 1-, 4- и 7-ми сутками. Значения представлены в виде 
М ± SD. *,#P < 0.05
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Рис. 5. Сводные данные по средней интенсивности 
флуоресценции (СИФ) для маркера рафтов (GM1) 
на субпопуляциях моноцитов 15 здоровых доноров 
(зеленые столбики) и 25 больных атеросклерозом 
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Рис. 7. Двойное иммуноцитохимическое окрашива-
ние культивируемых моноцитов/макрофагов здо-
рового субъекта. Двойное окрашивание с помощью 
В-субъединицы холерного токсина, выявляющей ган-
глиозид GM1, и моноклональных антител, распознаю-
щих маркер дифференцировки CD206 (а) или маркер 
моноцитов/макрофагов CD14 (Б). Левое изобра-
жение получено фазово-контрастной микроскопией 
тех же клеток. Масштабный отрезок 10 мкм
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Клетки, экспрессирующие маркер липидных рафтов GM1

Клетки, экспрессирующие маркер липидных рафтов GM1 и CD206

Клетка, не экспрессирующая ни один из маркеров

Клетки, экспрессирующие маркер липидных рафтов GM1

Клетки, экспрессирующие маркер липидных рафтов GM1 и CD14

Клетка, не экспрессирующая ни один из маркеров
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моноцитов человека в макрофаги [14]. Нами так-
же было установлено, что уровень мРНК GM3-
синтазы (ключевой фермент синтеза ганглиозидов) 
был значительно выше в культивируемых моноци-
тах/макрофагах, чем в свежевыделенных моноци-
тах, и в интиме атеросклеротической бляшки в срав-
нении с интимой непораженных участков аорты 
человека [30]. Необходимо отметить, что в интиме 
атеросклеротических артерий макрофаги являются 
главными клетками, в то время как в нормальной ин-
тиме их практически нет.

В настоящей работе с помощью цитофлуори-
метрического анализа культивируемых моно-
цитов здоровых субъектов показано снижение 
доли СD14+/cD16+-клеток и увеличение доли 
cD14+/cD206+-клеток (рис. 6А), что свидетельству-
ет о дифференцировке моноцитов в макрофаги [30]. 
Методом тройного окрашивания антителами к cD14, 
cD206 (маркер макрофагальной дифференцировки) 
и флуоресцентно меченной В-субъединицей холер-
ного токсина выявлено двукратное увеличение СИФ 
рафтов уже через 24 ч и трехкратное – на 7-е сутки 
культивирования по сравнению со свежевыделенны-
ми моноцитами (рис. 6Б). 

Данные настоящей работы в совокупности с полу-
ченными нами ранее результатами [13, 14, 30] ука-
зывают на вероятную связь активации биосинтеза и, 
как следствие, повышения уровня ганглиозидов и бо-
лее высокой экспрессии липидных рафтов в куль-
тивируемых макрофагах в сравнении со свежевы-
деленными моноцитами. Все большее количество 
данных подтверждает, что при воспалительных па-
тологиях, сопровождающихся повышенной продук-
цией цитокинов. таких, как tnF-α, M-cSF или IL-6, 
моноциты предактивированы уже в кровотоке до их 
миграции в очаги воспаления [10-12]. В связи с этим 
представляется вполне вероятным, что установлен-
ное нами ранее накопление ганглиозидов активиро-
ванными моноцитами больных атеросклерозом [13] 
необходимо для образования мембранных рафтов по-
сле инфильтрации моноцитов в интиму сосудистой 
стенки с их последующей дифференцировкой в ма-
крофаги.

В предыдущих работах методами иммуноцито-
химии с использованием специфических антител 
к основному ганглиозиду моноцитов/макрофагов 
мы установили, что в интиме атеросклеротических 
поражений человека присутствует большое количе-
ство клеток с высокой экспрессией этого ганглиозида. 
Изучение фенотипа этих клеток показало, что боль-
шинство из них – макрофаги [31, 32]. 

Изучение экспрессии маркеров дифференци-
ровки и липидных рафтов двойным окрашиванием 
моноцитов/макрофагов показало, что значительная 

часть СD14+/СD206+-клеток окрашивается на рафты 
(рис. 7А,Б). На всех сроках культивирования присут-
ствовало небольшое количество клеток различной 
морфологии с высокой экспрессией маркера рафтов. 
Среди этих клеток встречались клетки как экспрес-
сирующие, так и неэкспрессирующие маркеры ма-
крофагов. 

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Цитофлуориметрическое изучение с использовани-
ем единой стратегии гейтирования субпопуляций 
моноцитов показало, что в периферической крови 
как больных атеросклерозом, так и здоровых субъ-
ектов можно выявить три субпопуляции моноцитов 
(классическую, промежуточную и неклассическую). 
У больных атеросклерозом наблюдалось увеличение 
доли промежуточной (cD14++/cD16+) и снижение 
доли классической (cD14++/cD16–) субпопуляций 
моноцитов в сравнении со здоровыми субъектами. 
Моноциты промежуточной субпопуляции у них ха-
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рактеризовались более высокой экспрессией рецеп-
тора фракталкина cX3cr1, чем у здоровых субъ-
ектов. Моноциты больных и здоровых субъектов 
не различались по экспрессии мембранных рафтов. 
Однако cD14++-моноциты отличались от cD14+-
моноцитов более высокой экспрессией рафтов. 
Кроме того, в обеих исследованных группах выяв-
лены так называемые внегейтовые классическая 
(cD14++/cD16-) и промежуточная (cD14++/cD16+) 
субпопуляции моноцитов, при этом последняя суб-
популяция обладала более высокой экспрессией 
маркера рафтов. В процессе культивирования моно-
цитов/макрофагов в присутствии M-cSF происходи-
ла их активация с дальнейшей дифференцировкой, 
сопровождающейся трехкратным увеличением экс-
прессии мембранных рафтов. В совокупности с наши-
ми предыдущими данными можно заключить, что на-
копление ганглиозидов – незаменимых компонентов 

рафтов – в предактивированных моноцитах больных 
атеросклерозом не приводило к повышению экспрес-
сии мембранных рафтов. Однако полученные в на-
стоящей работе данные позволяют предположить, 
что при дифференцировке моноцитов в макрофаги 
накопленный пул ганглиозидов реализуется в макро-
фагах в виде рафтов, необходимых для активации 
адгезии и фагоцитоза. 
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РЕФЕРАт Из тропической актинии Heteractis crispa комбинацией методов жидкостной хроматографии 
выделено несколько новых изоформ актинопоринов с молекулярными массами от 18995.5 до 19398.7 Да, 
обладающих высокой гемолитической активностью. Показано, что в водных растворах актинопорины 
существуют в виде моно-, ди- и тримеров. Установлены нуклеотидные последовательности генов, кодиру-
ющих актинопорины, получены аминокислотные последовательности новых полипептидов, принадлежа-
щих к семейству Hct-A актинопоринов. Новые актинопорины различаются величиной изоэлектрической 
точки, количеством и локализацией заряженных аминокислотных остатков в функционально значимом 
N-концевом фрагменте молекулы, а также зарядом тетрапептида (74-77 а.о.), который принимает уча-
стие в электростатическом взаимодействии с цитоплазматической мембраной. Получен рекомбинантный 
актинопорин rHct-A2 с молекулярной массой 19141 Да, pI 9.64 и величиной гемолитической активности 
4.0 × 104 ГЕ/мг. Показано, что проводимость ионных каналов, формируемых rHct-A2 в БЛМ, аналогична 
проводимости нативного актинопорина из H. crispa. Полученные данные расширяют знания о структурно-
функциональных взаимосвязях актинопоринов и вносят вклад в понимание механизма функционирования 
этих молекул, что является основой для создания соединений с высоким биомедицинским потенциалом. 
В настоящее время их рассматривают как модели для получения противоопухолевых, антибактериальных 
и кардиостимулирующих агентов. 
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА актиния; актинопорины; гемолитическая активность; проводимость липидных мембран; 
структурно-функциональный анализ. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИй ПФТ – пороформирующие токсины; БЛМ – бислойные липидные мембраны; 
а.о. – аминокислотный остаток (при числе); GST – глутатион-S-трансфераза; ИПТГ – изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозид.

ВВЕДЕНИЕ
Причина пристального внимания исследователей 
к актиниям, морским кишечнополостным, – про-
дуцируемые ими яды, которые представляют со-
бой сложные смеси биологически активных со-
единений белковой природы. Для дальнейшего 
использования в качестве фармакологических 
агентов наибольший интерес представляют нейро-
токсины (модуляторы ионных каналов nav, ASIcs 
и Kv), различные по структуре и механизму дей-
ствия ингибиторы протеиназ и актинопорины, при-
надлежащие к семейству α-пороформирующих 
токсинов (α-ПФТ) [1-3]. Актинопорины обладают 
уникальной пространственной структурой, что по-
зволяет им существовать как в водорастворимом, 
так и в мембраносвязанном состоянии и обуслов-

ливает их способность связываться с мембранами, 
содержащими сфингомиелин, и формировать в них 
ионные каналы или поры [4]. С пороформирующей 
активностью связывают широкий спектр проявля-
емого этими полипептидами фармакологического 
действия: противоопухолевого, антипаразитарно-
го, дерматонекротического и кардиостимулиру-
ющего [5-7]. Установлено, что актинопорин eqtII 
из Actinia equina в концентрации 0.1-1 нМ оказы-
вает кардиотоксический эффект, а при более вы-
соких концентрациях стимулирует агрегацию 
тромбоцитов [8]. Показано, что в небольших кон-
центрациях (~10-9 М) тенеброзины (актинопорины 
из Actinia tenebrosa) также действуют как карди-
остимуляторы [9]. Обнаружено, что актинопорины 
eqtII и Bc2 из Bunodosoma caissarum [10] являют-
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ся эффективными противоопухолевыми агентами, 
действующими на фибросаркому и глиобластому 
[11]. Недавно на клетках HeLa, tHP-1, MDA-MB-231 
и Snu-c4 нами было показано, что актинопорин 
rtX-A из Heteractis crispa в нетоксичных концен-
трациях проявляет противоопухолевое действие, 
а также подавляет опухолевую трансформацию 
эпителиальных клеток мыши JB6P+cl41, стиму-
лированную эпидермальным фактором роста [7]. 
Установлено, что это действие обусловлено индук-
цией р53-независимого апоптоза и ингибировани-
ем активности онкогенных ядерных факторов AP-1 
и nF-kB. 

В последние годы α-пороформирующие токсины 
актиний используют для создания фармакологиче-
ских препаратов, представляющих собой иммуно-
конъюгаты актинопоринов с лигандами: монокло-
нальными антителами, гормонами или факторами 
роста, действие которых направлено на цитоплаз-
матические мембраны опухолевых и/или пара-
зитарных клеток [6]. В связи с этим актуальным 
представляется исследование молекулярных основ 
фармакологических эффектов актинопоринов. 

Данная работа является продолжением структур-
но-функциональных исследований актинопоринов, 
она посвящена выделению актинопоринов из акти-
нии H. crispa, установлению нуклеотидных после-
довательностей кодирующих их генов, получению 
рекомбинантных аналогов и изучению некоторых 
аспектов механизма взаимодействия актинопоринов 
с биологическими мишенями. 

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ
В работе использовали реактивы следующих фирм: 
reanal, Венгрия; Whatman, Англия; Icn Biochemicals, 
Sigma, Invitrogen, thermo Scientific, США; Fermentas, 
Литва; Merk, Германия; «Криохром», «Сибэнзим», 
«Хеликон», «Евроген», Россия. 

Биологический материал 
Актинии H. crispa были собраны на литорали Южно-
Китайского моря во время научной экспедиции 
на НИС «Академик Опарин» в 2007 г. Видовая при-
надлежность актиний была определена Е.Е. Костиной 
(ИБМ ДВО РАН, г. Владивосток). Образцы актиний 
были заморожены и хранились при –20°c. 

Выделение и очистка полипептидов 
Приготовление водного экстракта, осаждение сум-
марных фракций водорастворимых белков ацетоном 
(63%) осуществляли по методике, описанной ранее 
[12]. Все операции проводили при +4°c.

Ионообменную хроматографию полипептидов про-
водили на колонке (2.6 × 50 см) с целлюлозой КM-32, 

уравновешенной 0.01 М аммоний-ацетатным буфер-
ным раствором, pH 6.0, в линейном градиенте кон-
центрации nacl (0–0.5 М, общий объем 2 л) в рабо-
чем буферном растворе. Скорость элюции составляла 
20 мл/ч, объем фракций – 5 мл.

Гель-фильтрацию полипептидов проводили 
на колонке Superdex Peptide 10/30, уравновешен-
ной 0.1 М аммоний-ацетатным буферным раство-
ром, рН 6.0, на высокоэффективном хроматографе 
среднего давления FPLc (AKtAsistem Pharmacia, 
Швеция). Элюцию проводили со скоростью 3 мл/мин. 
Объем фракций составил 1.5 мл.

ВЭЖХ полипептидов осуществляли на ко-
лонке с обращенной фазой сорбента nucleosil c18

 
(4.6 × 250 мм), уравновешенной 10% ацетонитри-
лом в 0.1% трифторуксусной кислоте, на хрома-
тографе Agilent 1100 (Agilent technologies, США). 
Элюирование проводили в градиенте концентрации 
ацетонитрила от 10 до 90% в 0.1% трифторуксусной 
кислоте при pH 2.2 в течение 60 мин. Скорость элю-
ции – 0.5 мл/мин. Для упаривания ацетонитрила ис-
пользовали вакуумный концентратор concentrator 
5301 (Еppendorf, Германия). 

Концентрацию белка определяли по методу Лоури 
[13], в качестве стандарта использовали бычий сыво-
роточный альбумин.

Клонирование генов актинопоринов
кДНК синтезировали на основе суммарной мРНК, 
выделенной из щупалец актинии H. crispa [14]. 
Нуклеотидные последовательности, кодиру-
ющие зрелые актинопорины, были амплифи-
цированы с помощью ген-специфичных прай-
меров 5'-tcGttAcc/aAtGAtA-3' (hct_sign) 
и 5'-GAttctctAtttGtcttc-3' (hct_notransl), 
сконструированных в программе Vector ntI 8 
(Invitrogen, США) на основе последовательностей из-
вестных генов актинопоринов. Праймеры были син-
тезированы в НПО «Евроген» (г. Москва). ПЦР про-
водили на амплификаторе GeneAmp® Pcr System 
2700 (Applied Biosystems, США) при следующих ус-
ловиях: 94°c – 5 мин; затем 28 циклов: 94°c – 30 с, 
59°c – 45 с, 72°c – 45 с; затем 72°c – 15 мин. ПЦР-
фрагменты (650 п.н.) выделяли из агарозного геля 
с помощью набора DnA extraction Kit (thermo 
Scientific, США) и клонировали в ptZ57r/t, исполь-
зуя систему t/A cloning (thermo Scientific, США). 
Рекомбинантными плазмидами трансформировали 
клетки штамма DH5a Escherichia coli. Клоны отбира-
ли при помощи сине-голубой селекции на среде LB, 
содержащей X-Gal и ИПТГ. Присутствие в отобран-
ных клонах нужной вставки определяли с помощью 
метода ПЦР «на колониях» со стандартными прай-
мерами. 
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Установление и анализ нуклеотидных 
и аминокислотных последовательностей
Плазмидную ДНК выделяли методом щелочно-
го лизиса [15]. Определение нуклеотидных по-
следовательностей вставок проводили на ДНК-
анализаторе ABI3130xl (Applied Biosystems, США). 
[16]. Нуклеотидные и выведенные аминокислотные 
последовательности анализировали с помощью паке-
та программ Vector ntI 8 (Invitrogen, США).

Экспрессия генов актинопоринов
Для создания экспрессионной конструкции фрагмент 
ДНК, кодирующий актинопорин, амплифицирова-
ли с помощью Vent-ДНК-полимеразы («Сибэнзим», 
Россия) и ген-специфичных праймеров: hct-a(f) 
(5'-GGctttAGctGGtAcAAttAtcGcGGGtGcA-
3') и hct-a(r) (5'-ccccAAGcttAGcGtGAGAtct-
tAAtttGcAGtAt-3'). Для сохранения эндопеп-
тидазного сайта и корректной вставки гена в вектор 
pet-41a(+) (novagen, США) на 5'-конец прямого 
праймера был добавлен dGMP, а в состав обратно-
го праймера введен сайт рестрикции для HindIII, 
совмещенный со стоп-кодоном, а также четыре до-
полнительных нуклеотида для эффективной работы 
рестриктазы. ПЦР проводили при следующих ус-
ловиях: 94°С – 5 мин; затем 30 циклов: 94°С – 30 с, 
65°С – 45 с, 72°С – 45 с; затем 72°С – 15 мин. В каче-
стве матрицы использовали ptZ57r/t со вставкой 
гена hct-a2. ПЦР-фрагмент обрабатывали рестрикта-
зой HindIII, клонировали в вектор pet-41a(+) по сай-
там рестрикции PshAI и HindIII. Рекомбинантные 
плазмиды выделяли и секвенировали. Плазмиды 
с правильной вставкой использовали для транс-
формации клеток штамма rosetta (De3) E. coli 
путем электропорации на приборе Multiporator 
(eppendorf, Германия). Трансформированные клет-
ки культивировали в среде 2хYt, содержавшей 
антибиотики канамицин (50 мкг/мл) и хлорамфени-
кол (34 мкг/мл), в течение ночи, после чего культу-
ру наращивали в объеме 100 мл до светопоглощения 
А600

 = 0.5–0.6. Для индукции экспрессии добавляли 
ИПТГ (Fermentas, Литва) в конечной концентрации 
0.1 мМ и продолжали наращивать клетки в течение 
3 ч при температуре 30°С для получения гибридного 
белка в растворимой форме. Затем клетки центри-
фугировали (8000 об/мин) и промывали буферным 
раствором 1 ×PBS.

Выделение рекомбинантного актинопорина 
Клетки, содержащие гибридный белок, ресуспен-
дировали в 1 ×PBS (1 : 5 по объему) и обрабаты-
вали ультразвуком на приборе Sonopuls HD 2070 
(Bandelin electronic, Германия) для разрушения 
клеточной оболочки. После центрифугирования 

(10000 об/мин) клеточный лизат наносили на ni2+-
cAM-агарозу, инкубировали в течение 10 мин 
(+4°С) при постоянном перемешивании для связы-
вания гибридного белка с носителем. Для удале-
ния белков клеточного лизата ni2+-cAM-агарозу 
с гибридным белком промывали буферным рас-
твором (50 мM naH

2
PO

4
, 300 мM nacl, 10 мM 

имидазол, pH 8.0), а затем буферным раствором 
для реакции с энтеропептидазой (20 мM tрис-
Hcl, 50 мM nacl, 2 мM cacl

2
, pH 8.0). К гибридному 

белку добавляли энтеропептидазу (new england 
BioLabs, Великобритания) из расчета 1 ед. фер-
мента на 20 мкг гибридного белка и инкубировали 
смесь при комнатной температуре в течение ночи 
при постоянном перемешивании. После осаж-
дения ni2+-cAM-агарозы центрифугированием 
при 3000 об/мин фракцию, содержавшую реком-
бинантный актинопорин, отбирали и инкубировали 
с StI-агарозой для удаления энтеропептидазы. 

Электрофоретический анализ
Электрофорез проводили по методу Лэммли [17] 
в вертикальных пластинах (9 × 12 × 1 мм) в 15% 
полиакриламидном геле в присутствии 0.1% доде-
цилсульфата натрия (ДСН). Молекулярные массы 
оценивали с использованием стандартного набо-
ра белков-маркеров Pageruler™ unstained protein 
ladder, 10–200 кДа (Fermentas, Литва).

Масс-спектрометрический анализ
Молекулярные массы полипептидов  опреде-
ляли на времяпролетном масс-спектрометре 
ultraflex III tOF/tOF (Bruker Daltonic, Германия). 
Времяпролетные масс-спектры фиксировали в пря-
мом пролете и режиме рефлектора. 

Гемолитическая активность 
Гемолитическую активность определяли на эри-
троцитах мыши в среде, содержащей 0.9% nacl. 
Уровень гемоглобина в супернатанте измеряли 
спектрофотометрически при 540 нм после пред-
варительного быстрого охлаждения реакционной 
смеси и ее центрифугирования для осаждения эри-
троцитов и их теней. За одну гемолитическую еди-
ницу (ГЕ) принимали количество белка, вызываю-
щее гемолиз 50% эритроцитов в 1 мл 0.7% суспензии, 
за 30 мин при 37°С.

Результаты, обработанные по правилам вариаци-
онной статистики с использованием пакета программ 
MS Office excel 2007, представлены как средние зна-
чения, полученные из шести независимых экспери-
ментов ± стандартное отклонение. Статистическую 
значимость различий между показателями оценива-
ли по однопараметрическому тесту AnOVA.
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Определение N-концевой аминокислотной 
последовательности 
Аминокислотную последовательность n-концевого 
фрагмента рекомбинантного актинопорина опре-
деляли на автоматическом твердофазном ами-
нокислотном секвенаторе белков Procise 492 cLc 
(Applied Biosystems, США) по программе произво-
дителя, используя образец белка на pvdf-мембране. 
Рекомбинантный белок был перенесен из полиакри-
ламидного геля на 0.45 мкм pvdf-мембрану (Millipore, 
США) в буферном растворе, содержащем 25 мМ 
Трис, 192 мМ глицин, 20% метанол, 0.1% ДСН, рН 8.3, 
при 26 В, 60 мА, в течение ночи с использованием 
Mini trans-Blot® камеры (Bio-rad, США). Мембрану 
окрашивали 0.04% coomassie Brilliant Blue G-250 
в 10% (по объему) ледяной уксусной кислоте, затем 
отмывали от красителя 50% (по объему) метанолом 
и высушивали в термостате при 37°С.

Получение бислойных липидных мембран 
Бислойные липидные мембраны (БЛМ) формирова-
ли на отверстии тефлонового стаканчика диаметром 
0.25 мм по методу Мюллера [18] из 1% раствора моно-
олеина в н-гептане, содержащего заданные концен-
трации сфингомиелина. Водная фаза: 0.1 М или 1 M 
nacl, 10 мM Hepes, pH 7.5. Актинопорины rtX-A 
(5 нг/мл) и Hct-A2 (50 нг/мл) добавляли в водную 
фазу до формирования БЛМ.

Измерение электрических характеристик БЛМ 
Ток через БЛМ измеряли высокоомным вольтметр-
электрометром ВК2-16 в режиме фиксации потен-
циала на мембране с помощью хлорсеребряных элек-
тродов (потенциал асимметрии 2-3 мВ). Регистрацию 
тока на выходе усилителя осуществляли потенцио-
метром КПС-4.

Гомологичное моделирование актинопоринов 
Модели пространственной структуры актинопори-
нов были генерированы методом гомологичного мо-
делирования с помощью веб-сервера SWISS-MODeL 
[19] и программы Swiss-PdbViewer [20]. В качестве 
прототипа при построении модели использовали про-
странственную структуру стихолизина StnII (PDB ID 
1GWY) [21] актинии Stichodactyla helianthus, полу-
ченную из Protein Data Bank [22]. Оценку электро-
статических свойств молекулярной поверхности 
в силовом поле Amber ff12 и визуализацию структур 
выполняли с помощью программы МОЕ [23].

РЕЗУЛЬтАтЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Согласно опубликованным данным, нативные акти-
нопорины обычно выделяют из водных экстрактов 
цельных животных и дальнейшую их очистку про-

водят комбинацией различных методов жидкостной 
хроматографии [4, 12, 24, 25]. В данной работе для вы-
деления индивидуальных актинопоринов использо-
вали метод их осаждения из водного экстракта акти-
нии H. crispa (=Radianthus macrodactylus) ацетоном 
и разделение компонентов полученного суммарно-
го белкового препарата с помощью катионообмен-
ной хроматографии, FPLc гель-фильтрации и ОФ 
ВЭЖХ. 

На рис. 1А приведен профиль элюции суммарно-
го белкового препарата, полученный в результате 
хроматографии на целлюлозе КМ-32. Полипептиды 
фракции 2 обладали высокой гемолитической актив-
ностью, а фракции 1 и 3 имели более низкую актив-
ность. Полипептиды фракции 2 были рехроматогра-
фированы в тех же условиях. Последующую очистку 
актинопоринов проводили методом гель-фильтрации 
(рис. 1Б). В результате были получены гемолитиче-
ски активные фракции, содержащие от 50 до 500 мкг 
белка. Согласно данным электрофоретического ана-
лиза эти фракции содержали полипептиды с мо-
лекулярной массой около 19–20 кДа. Полипептиды 
фракций 1-3 подвергали обращенно-фазовой ВЭЖХ 
на колонке nucleosil c18

 (рис. 1В-Д соответствен-
но). В результате были получены как фракции го-
могенных полипептидов (рис. 1Г), так и фракции, 
содержащие несколько полипептидов (рис. 1В,Д) 
с молекулярной массой от 18995.5 до 19398.7 Да, со-
гласно данным масс-спектрометрического анализа. 
Очевидно, что в суммарных фракциях актинопори-
ны представлены множеством изоформ с очень близ-
кими физико-химическими свойствами и, вероятно, 
с этим связано уширение пиков при хроматографи-
ческом разделении этих полипептидов. 

Из H. crispa нами ранее были выделены и охарак-
теризованы актинопорины rtX-A, rtX-S и rtX-
SII, а также определены нуклеотидные последо-
вательности генов и получены 18 аминокислотных 
последовательностей актинопоринов семейства 
Hct-S, содержащих n-концевой остаток серина [12, 
14, 25, 26]. Экспериментальные значения молекуляр-
ных масс выделенных актинопоринов лежат в пре-
делах от 18995.5 до 19398.7 Да и согласуются с рас-
четными значениями для семейства Hct-S (от 19338 
до 19518 Да), что свидетельствует о существовании 
множества изоформ актинопоринов не только на ге-
номном или транскриптомном, но и на трансляци-
онном уровне. Наличие в масс-спектрах сигналов 
меньшей интенсивности в области 38543 и 57950 m/z 
показывает, что актинопорины существуют в во-
дных растворах также в форме димеров и/или три-
меров соответственно, что согласуется с эксперимен-
тальными данными, полученными ранее для StnII 
из S. helianthus [27].
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Рис. 1. Хроматографическое 
разделение гемолитически 
активных полипептидов актинии 
H. crispa. а – ионообменная 
хроматография компонентов 
суммарного белкового препа-
рата на колонке с целлюлозой 
КМ-32. Отмечены границы 
объединения фракций полипеп-
тидов, проявляющих гемоли-
тическую активность. Б – FPLC 
гель-фильтрация полипептидов 
2 фракции после ионообмен-
ной хроматографии на колонке 
Superdex Peptide 10/30, от-
мечены границы объединения 
фракций. В–д – ОФ-ВЭЖХ 
полипептидов фракций 1–3 по-
сле гель-фильтрации на колон-
ке Nucleosil C
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Следует заметить, что отличительной особенно-
стью первичной структуры актинопорина rtX-A, 
выделенного из H. crispa (19273 Да), является от-
сутствие первых двух n-концевых аминокислот-
ных остатков [12]. Согласно расчетным значени-
ям молекулярных масс актинопоринов семейства 
Hct-S (от 19338 до 19518 Да) и значениям, опре-
деленным для актинопоринов MALDI tOF масс-
спектрометрией (от 18995.5 до 19398.7 Да), можно 
предположить существование еще одного семейства 
актинопоринов с меньшими значениями молекуляр-
ных масс и, вероятно, с остатком аланина на n-конце 
молекулы.

Клонирование генов актинопоринов 
Для определения нуклеотидных последователь-
ностей генов, кодирующих зрелые актинопори-
ны актинии H. crispa, были сконструированы пря-

мой (hct_sign) и обратный (hct_notransl) праймеры. 
Праймер hct_sign создан на основе анализа сигналь-
ных последовательностей известных актинопоринов, 
а ген-специфичный обратный праймер hct_notransl – 
на основе ранее полученной информации о 3'-не-
транслируемой области rtx-a и rtx-sii H. crispa [28]. 

В результате ПЦР, клонирования, секвенирования 
и анализа ПЦР-фрагментов были получены 17 по-
следовательностей генов актинопоринов, пять из ко-
торых кодировали актинопорины нового семейства 
Hct-A (Hct-A2-Hct-A6), а 12 – актинопорины семей-
ства Hct-S, установленного нами ранее (рис. 2) [26]. 
Идентичность нуклеотидных последовательностей 
составила от 93 до 99%, а аминокислотных последова-
тельностей - от 88 до 99%. Наиболее представленными 
оказались Hct-A2-Hct-A4, Hct-S3, Hct-S5 и Hct-S6.

Расчетные молекулярные массы актинопори-
нов семейств Hct-A и Hct-S составили от 19158 

Рис. 2. Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей актинопоринов. RTX-A, RTX-SII, 
Hct-As, Hct-Ss – актинопорины H. crispa; HMgIII – магнификализин Heteractis magnifica (Swiss-prot, Q9U6X1); 
StnI, StnII – стихолизины S. helianthus (Swiss-Prot, P81662, P07845); EqtII, EqtIV, EqtV – эквинатоксины A. equina 
(Swiss-Prot, P61914, Q9Y1U9, Q93109). Идентичные остатки отмечены точками; длина α-спиралей и β-тяжей со-
ответствует структуре StnII и показана буквами H и S соответственно
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до 19518 Да, что соответствует нативным актинопо-
ринам H. crispa, A. equina, S. helianthus, H. magnifica, 
Phyllodiscus semoni [12, 24–32]. Все представители 
семейств Hct-A и Hct-S являются высокоосновными 
полипептидами, расчетные значения их изоэлектри-
ческих точек лежат в диапазоне 9.10–9.74, что харак-
терно для актинопоринов H. crispa, а также для боль-
шинства известных представителей актинопоринов 
из других видов актиний.

Согласно полученным данным, в ткани щу-
палец H. сrispa, как и актиний A. equina [29, 33], 
H. magnifica [34], S. helianthus [24, 35], синтезирует-
ся целый ряд изоформ актинопоринов, кодируемых 
мультигенными семействами. Актинопорины раз-
личаются единичными аминокислотными заменами 
(рис. 2), большинство из которых находится в функ-
ционально значимом амфифильном n-концевом 
фрагменте молекулы (1–27 а.о.), участвующем в по-
рообразовании и связанным с β-кором высокозаря-
женной петлей S/KrK30 [21, 28, 36]. Все предста-
вители актинопоринов характеризуются высокой 
консервативностью аминокислотных остатков, вхо-
дящих в ароматический POc-сайт связывания с мем-

браной (104–137 а.о.), а также остатка Lys77, лока-
лизованного на петле, соединяющей β5- и β6-тяжи 
(76–79 а.о.). Этот остаток, как показано для eqtII, 
участвует в процессе олигомеризации мономеров [37].

In silico-анализ заряженных аминокислотных 
остатков в области взаимодействия актинопоринов 
с мембраной 
К настоящему времени установлено, что в основе 
молекулярного механизма порообразования лежит 
электростатическое притяжение положительно за-
ряженной молекулы актинопорина к противополож-
но заряженной цитоплазматической мембране и спе-
цифическое взаимодействие РОС-сайта связывания 
с фосфорилхолиновой головкой сфингомиелина [5, 21, 
28, 36]. Происходящая затем конформационная пере-
стройка n-концевого фрагмента молекулы приводит 
сначала к его переходу в водно-липидный интерфейс 
и затем к включению в гидрофобный кор мембраны. 
Процесс сопровождается олигомеризацией трех-
четырех или девяти молекул мономера [27, 38-40] 

Для определения локализации функционально 
важных участков актинопоринов семейства Hct-A 

Рис. 3. Модели пространственной структуры актинопоринов Hct-A2 и Hct-A6. Модели пространственной струк-
туры актинопоринов Hct-A2 (а) и Hct-A6 (Б) представлены в виде ленточной диаграммы и окрашены согласно 
элементам вторичной структуры. Аминокислотные остатки, формирующие POC-сайт связывания, «псевдожест-
кую» петлю 28SRK30, а также остатки с заряженной боковой цепью на петле, соединяющей β5- и β6-тяжи, пред-
ставлены в виде стержневой модели; аминокислотные остатки Asn76 и Arg77 актинопорина Hct-A6 представлены 
в виде шаростержневой модели. Вариабельные участки молекулярной поверхности окрашены согласно электро-
статическим свойствам: положительно заряженные – синим, а отрицательно заряженные – красным. Визуализа-
ция выполнена с помощью программы МОЕ [23]
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(Hct-A2–Hct-A6) были построены модели их про-
странственных структур. В качестве прототипа 
использовали кристаллическую структуру StnII 
(PDB, 1gwyA), выполненную с наивысшим разре-
шением 1.71 Å (идентичность последовательностей 
составляет от 90.29 до 99.43%). Полученные моде-
ли 3D-структуры актинопоринов содержат по 12 
β-тяжей, образующих β-кор, и по две α-спирали, 
расположенные на n- и С-концах молекулы. 
Антипараллельные β-тяжи соединены между собой 
и с α-спиральными фрагментами молекулы петлями 
различной протяженности (рис. 3), включающимися 
при порообразовании в мембранный интерфейс [40]. 
Величина rMSD для 175 Сα-атомов модели относи-
тельно прототипа составила 0.27 Å.

В представленной работе проведен анализ вари-
аций заряженных остатков в области взаимодей-
ствия актинопоринов с мембраной. Картирование 
на молекулярной поверхности этих молекул из-
менений ее электростатических свойств показало, 
что несмотря на высокую консервативность распо-
ложения заряженных остатков в структуре акти-
нопоринов, на петле 74–83, соединяющей β5- и β6-
тяжи, расположен вариабельный участок (рис. 2 
и 3). Согласно данным криоэлектронной микроско-
пии эта петля, локализованная, как и POС-сайт 
связывания, на поверхности контактов актинопо-

Рис. 4. Электрофореграммы белков клеточного лиза-
та после экспрессии pET-41a(+)-hct-а2 без добавления 
ИПТГ (1); после экспрессии pET-41a(+)-hсt-a2 с добав-
лением ИПТГ в концентрации 0.1, 0.5 и 1.0 мМ (2–4 
соответственно); и рекомбинантного актинопорина 
rHct-A2 (6); 5, 7 – маркеры молекулярной массы, кДа 

1        2       3       4         5                  6        7
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Рис. 5. Результаты исследования каналообразующей 
активности актинопоринов на БЛМ. а – проводимость 
БЛМ, индуцированная актинопоринами H. crispa: 
rHct-A2 (50 нг/мл) и RTX-A (5 нг/мл). Мембранный 
потенциал – 20 мВ. Б – гистограммы проводимо-
сти мембран, модифицированных актинопоринами, 
rHct-A2 и RTX-A

ринов с липидным интерфейсом, играет важную 
роль как в распознавании, так и во взаимодействии 
с мембраной [21]. Показано, что замена нейтрального 
остатка thr на положительно заряженный остаток 
Arg в положении 77 и отрицательно заряженного 
Asp на Asn в положении 76 у трех представителей 
семейства Hct-A4–Hct-A6 значительно увеличива-
ет плотность положительного заряда в данной об-
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ласти (рис. 3). На наш взгляд, это должно привести 
к сильному электростатическому взаимодействию 
как данной петли, так и соседней, высокозаря-
женной «псевдожесткой» петли SrK (28–30 а.о.), 
с поверхностью мембраны. Очевидно, именно эти 
электростатические взаимодействия способствуют, 
в свою очередь, конформационной реорганизации 
n-концевого фрагмента и последующей его дисло-
кации и включению в мембрану.

Получение рекомбинантного актинопорина 
и исследование его свойств 
Большое количество изоформ актинопоринов в одном 
виде-продуценте создает определенные трудности 
для получения гомогенных полипептидов в достаточ-
ном для проведения структурно-функциональных 
исследований количестве. С целью получения инди-
видуальных актинопоринов были подобраны условия 
экспрессии их генов в бактериальной системе и разра-
ботана схема их выделения в рекомбинантной форме.

Для создания конструкции, экспрессирующей ген 
актинопорина, была выбрана рЕТ-система, в частно-
сти, плазмидный вектор pet-41a(+), предназначен-
ный для экспрессии в E. coli целевых белков, слитых 
с белком-носителем – глутатион-S-трансферазой 
(GSt). На основе последовательностей генов, коди-
рующих зрелые актинопорины семейства Hct-A, 
были сконструированы ген-специфичные прай-
меры hct-a(f) и hct-a(r), фланкирующие ген hct-a2 
с 5'- и 3'-концов соответственно. В качестве матри-
цы для ПЦР использовали рекомбинантную плаз-
миду ptZ57r, содержащую ген hct-a2. В результа-
те ПЦР был получен фрагмент (550 п.н.), который 
встроили в плазмиду по PshAI- и HindIII-сайтам. 
Рекомбинантные плазмиды с нужной вставкой ис-
пользовали для трансформации штамма rosetta 
(De3) E. coli. Рекомбинантный актинопорин был по-
лучен в виде слитого с GSt гибридного белка с по-
лигистидиновым «хвостом» (GSt-His6-rHct-A2). 
По данным электрофоретического анализа моле-
кулярная масса гибридного белка была чуть более 
50 кДа (рис. 4), что согласуется с расчетными дан-
ными (~52 кДа). GSt-His6-rHct-А2 был обнаружен 
также в культуральной среде, но в меньшем коли-
честве. ИПТГ в концентрации 0.1–1.0 мМ практи-
чески не влиял на выход рекомбинантного белка. 
Рекомбинантный актинопорин rHct-A2 с молекуляр-
ной массой около 20 кДа был выделен из клеточного 
лизата в нативных условиях с помощью аффинной 
хроматографии (рис. 4). Выход актинопорина соста-
вил в среднем 4 мг/л. В результате секвенирования 
была определена n-концевая аминокислотная по-
следовательность (15 а.о.), которая полностью соот-
ветствовала выведенной на основании нуклеотидной 

последовательности. Расчетная молекулярная мас-
са rHct-A2 составила 19141 Да, а изоэлектрическая 
точка – 9.64. Гемолитическая активность rHct-A2 со-
ставила 4.0 × 104 ГЕ/мг, что сравнимо с активностью 
актинопоринов как H. crispa [12, 25, 26], так и других 
видов актиний [4, 5, 9, 24, 29].

В результате определения каналообразующей ак-
тивности рекомбинантного актинопорина на БЛМ, 
сформированных из моноолеина и сфингомиелина 
(1 : 3), было установлено, что rHct-A2 в концентра-
ции 50 нг/мл вызывает дискретные флуктуации тока 
в мембране, что свидетельствует о появлении в ней 
проводящих структур – ионных каналов (рис. 5А). 
Наиболее вероятная величина проводимости каналов, 
индуцированных rHct-A2 в 0.1 М nacl при рН 7.5, со-
ставила 180 ± 30 пСм, что соответствует проводимости 
каналов, формируемых нативным rtX-A (рис. 5Б). 

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Согласно фармакологическим исследованиям актино-
поринов, их биологическая активность определяется 
неспецифическим действием, приводящим к увели-
чению проницаемости мембран, что может стимули-
ровать различные токсические эффекты в клетках. 
Фактически увеличение клеточной проницаемости, 
вызываемое актинопоринами, приводит к глубо-
ким изменениям морфологии клетки и ее органелл, 
клеточной фрагментации [5], а также к увеличению 
размера клеток и их гибели [41, 42]. Структурно-
функциональные исследования актинопоринов, 
как и многих других токсинов, направлены, в конеч-
ном итоге, на определение их фармакологической ак-
тивности и терапевтического потенциала. В настоящее 
время α-ПФТ актиний рассматривают как модели 
для дизайна противоопухолевых, антибактериальных 
и кардиостимулирующих агентов [43, 44]. Созданные 
природой уникальные соединения, по-видимому, мо-
гут найти успешное применение в качестве лекар-
ственных препаратов (или основы для создания пре-
паратов) в сочетанной терапии онкозаболеваний и/
или различных кардио- и цитопатологий. 
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РЕФЕРАт Антимикробные пептиды (АМП) являются важнейшими компонентами системы врожденного 
иммунитета человека и животных. Охарактеризован ряд АМП, выделенных нами из лейкоцитов русского 
осетра Acipenser gueldenstaedtii – представителя подкласса хрящевых ганоидов, формирующих наиболее 
древнюю группу костных рыб. Структурный анализ пептидов, названных аципенсинами (Ac), показал, 
что лейкоциты осетра содержат шесть пептидов с молекулярными массами 5336.2, 3803.0, 5173.0, 4777.5 
и 5449.4 и 2740.2 Да, обозначенных Ac1–Ac6 соответственно. Нами определены полные первичные структу-
ры всех выделенных пептидов и исследована биологическая активность трех главных компонентов – Ас1, 
Ас2 и Ac6. Установлено, что Ас1, Ас2, Ас3, Ас4 и Ас5 представляют собой N-концевые ацетилированные 
фрагменты 1–50, 1–35, 1–49, 1–44 и 1–51 гистона Н2А соответственно, а Ас6 является фрагментом 62–85 
гистона Н2А. Выделенные из лейкоцитов пептиды Ас1 и Ас2 обладают высокой антимикробной активно-
стью в отношении грамотрицательных и грамположительных бактерий (Escherichia coli ML-35p, Listeria 
monocytogenes EGD, MRSA ATCC 33591), а также гриба Candida albicans 820. Ас6 активен только в отноше-
нии грамотрицательной бактерии. Активность Ac1 и Ас2 в отношении гриба и MRSA снижалась при по-
вышении ионной силы раствора. В концентрациях, близких к минимальным ингибирующим, Ас1, Ас2 
и Ас6 увеличивали проницаемость наружной мембраны E. coli ML-35p для хромогенного маркера, но их 
влияние на проницаемость цитоплазматической мембраны бактерии не было существенным по сравнению 
с действием мембраноактивного пептида протегрина 1. Все три аципенсина не проявляли гемолитической 
активности в отношении эритроцитов человека в диапазоне концентраций от 1 до 40 мкМ и не оказывали 
цитотоксических эффектов на клетки К-562 и U-937 (1–20 мкМ) in vitro. Обнаружение в лейкоцитах осетра 
антимикробных пептидов, производных гистона Н2А, свидетельствует в пользу предположения о биологи-
чески значимой роли гистонов и их фрагментов в обеспечении противоинфекционной защиты.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА антимикробные пептиды, аципенсины, врожденный иммунитет, лейкоциты осетра, про-
изводные гистона Н2А.
СПИСОК СОКРАЩЕНИй АМП – антимикробные пептиды; ЗФР – забуференный физиологический раствор; 
КОЕ – колониеобразующие единицы; МИК – минимальная ингибирующая концентрация; ПААГ – по-
лиакриламидный гель; ПЦР – полимеразная цепная реакция; ТГС – триптический гидролизат сои; трис – 
трис(гидроксиметил)аминометан; ТФУ – трифторуксусная кислота; EDТА – этилендиаминтетраацетат на-
трия; ЭФ – электрофорез; Ас – аципенсин; HNP (human neutrophile peptide) – пептид нейтрофилов человека 
(α-дефенсин); MALDI-TOF-MS – времяпролетная масс-спектрометрия с матрично-активированной ла-
зерной десорбционной ионизацией; MRSA – метициллинустойчивый золотистый стафилококк; ONPG – 
о-нитрофенил-β-D-галактопиранозид; PG-1 – протегрин 1; SDS – додецилсульфат натрия.
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ВВЕДЕНИЕ
Антимикробные пептиды (АМП) системы врож-
денного иммунитета играют важную роль в проти-
воинфекционной защите человека и животных [1]. 
Особое место эти молекулярные факторы врожден-
ного иммунитета занимают в обеспечении защитных 
функций у низших позвоночных (рыб, амфибий), 
так как система адаптивного иммунитета у пойки-
лотермных животных не может обеспечить форми-
рование достаточно быстрого и эффективного отве-
та (антителообразование) на инфекцию при низкой 
температуре окружающей среды. Поэтому изучение 
антимикробных пептидов фагоцитов и слизистых по-
кровов рыб представляется важным в связи с обосно-
ванием биологической роли этой группы физиоло-
гически активных веществ в противоинфекционном 
иммунитете.

К настоящему времени описаны АМП (дефенси-
ны, кателицидины и др.) фагоцитов и барьерного эпи-
телия различных представителей млекопитающих, 
птиц и амфибий. Сведения об АМП рыб пока весьма 
немногочисленны и в основном связаны с изучени-
ем этих соединений, выделенных из слизи, кожи, 
жабр, почек, селезенки и желудочно-кишечного 
тракта [2]. Так, из слизи камбалы Pleuronectes ameri-
canus были выделены плеуроцидины [3, 4] – груп-
па линейных антимикробных пептидов, имеющих 
конформацию α-спирали и положительный заряд 
молекулы. Из слизистых покровов камбалы другого 
вида – Pardachirus marmoratus – был получен пеп-
тид, названный пардаксином [5]. Из жабр гибрида 
полосатого окуня выделен пептид хепцидин, содер-
жащий четыре внутримолекулярных дисульфидных 
мостика [6]. Позднее хепцидины были обнаружены 
и у других рыб. Из слизи кожных покровов амурского 
вьюна Misgurnus anguillicaudatus [7] был получен ан-
тимикробный пептид мисгурин, обладающий микро-
бицидной активностью широкого спектра действия.

Пептиды семейства α-дефенсинов у рыб пока 
не обнаружены. Однако в последнее время появля-
ются данные о β-дефенсинах костистых рыб: по-
добные пептиды найдены в эпителиальных клетках 
пищеварительного тракта, жабрах, селезенке китай-
ского окуня Siniperca chuatsi [8], печени оранжево-
пятнистого групера Epinephelus coioides [9], в коже 
и жабрах карпа Cyprinus carpio L. [10]. Пептиды ка-
телицидинового семейства обнаружены у радужной 
форели и других представителей лососевых, трески 
[11–15].

В коже и слизистых некоторых рыб выявлены 
пептиды, представляющие собой производные ги-
стонов. Так, из слизистых покровов белокорого пал-
туса (Hippoglossus hippoglossus L.) и амурского сома 
Parasilurus asotus выделены антимикробные пепти-

ды, названные хиппосином [16] и паразином 1 [17] со-
ответственно, которые являются n-концевыми ча-
стями гистона Н2А. Из печени семги Salmo salar был 
выделен антимикробный белок (SAM) с молекуляр-
ной массой 20734 Да, оказавшийся гистоном Н1 [18].

Таким образом, к настоящему времени описан 
ряд антимикробных пептидов, выделенных из сли-
зистых, кожи, пищеварительного тракта, жабр, се-
лезенки и печени рыб. Однако практически отсут-
ствуют данные об АМП из лейкоцитов крови рыб. 
Поэтому цель нашей работы состояла в изучении 
структурных свойств и биологической активности 
антимикробных пептидов из лейкоцитов крови рус-
ского осетра Acipenser gueldenstaedtii – представи-
теля подкласса хрящевых ганоидов (chondrostei), 
древнейшей группы костных рыб (Osteichthyes).

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Реагенты
В работе использовали акриламид, n,n'-метилен-
бис-акриламид (Sigma, США), мочевину, хлорид 
натрия, трис(гидроксиметил)аминометан, МТТ 
(3-[4,5-диметил-2-тиазолил]-2,5-дифенил-2Н-
тетразолия бромид), агарозу, триптический гидро-
лизат сои, трифторуксусную и гептафтормасляную 
кислоты, о-нитрофенил-β-D-галактопиранозид фир-
мы Sigma (США); уксусную кислоту фирмы «Вектон» 
(Россия); среды и сыворотки для культур клеток 
фирмы «Биолот» (Россия); среду Сабуро НИЦФ 
(Россия); ферменты и буферы для ПЦР и генной 
инженерии производства thermo Fisher Scientific 
(США). В качестве стандартов были использованы 
антимикробные пептиды: химически синтезирован-
ный протегрин 1, любезно предоставленный профес-
сором Робертом Лерером (Калифорнийский универ-
ситет Лос-Анджелеса, США), дефенсин человека 
HnP-1 и бактенецин 5, выделенные нами из лейко-
цитов крови человека и козы соответственно, с ис-
пользованием методики, описанной ранее [19].

Выделение и очистка антимикробных пептидов 
из лейкоцитов русского осетра
Кровь осетров A. gueldenstaedtii, отловленных в дель-
те Волги (Александровский осетровый завод), ста-
билизировали гепарином и оставляли на 6 ч в сосу-
дах для расслаивания, после чего лейкоцитарную 
пленку (buffy coat) отбирали пипеткой и промы-
вали дважды физиологическим раствором с по-
следующим центрифугированием в течение 5 мин 
при 400 g. Полученный осадок гомогенизировали. 
Экстракцию белков из лейкоцитарной массы прово-
дили в 20% уксусной кислоте в течение 20 ч при 4°С 
при перемешивании на магнитной мешалке. Затем 
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гомогенат центрифугировали при 15000 g в течение 
1 ч. Супернатант отбирали и подвергали ультра-
фильтрации через мембрану YM-10 на установке 
фирмы Amicon (США). Полученный материал, со-
держащий пептиды и низкомолекулярные белки 
с молекулярными массами менее 10–12 кДа, кон-
центрировали с помощью ультрафильтрации через 
мембрану YM-0.5 до 1 мл и наносили на электрофо-
ретическую колонку (предварительно добавив в про-
бу мочевину до концентрации 3 М) для разделения 
белков с помощью препаративного электрофореза 
(ЭФ). Препаративный ЭФ при непрерывной элюции 
белков проводили в 12.5% полиакриламидном геле 
(ПААГ) в кислой буферной системе в присутствии 
мочевины [20] в аппарате фирмы Bio-rad (США). 
Элюированные с колонки белковые фракции ана-
лизировали с помощью аналитического ЭФ в при-
сутствии додецилсульфата натрия [21], который 
проводили в пластинах ПААГ на приборе фирмы 
Hoeffer (США). Измеряли оптическую плотность 
раствора в каждой фракции при длине волны 280 нм, 
определяли антимикробную активность. Фракции, 
обладающие антимикробной активностью, отби-
рали и разделяли содержащиеся в них пептиды 
с помощью нескольких последовательных циклов 
обращенно-фазовой высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ОФ ВЭЖХ) на установке Gold 
System фирмы Beckman (США) с использовани-
ем колонок Vydac c-18 (4.6 × 250 мм; 10 × 250 мм; 
диаметр частиц сорбента 5 мкм), элюируя пептиды 
в градиенте концентраций ацетонитрила с исполь-
зованием различных противоионов (0.1% трифтор-
уксусная кислота или 0.13% гептафтормасляная 
кислота). Полученные после проведения ОФ ВЭЖХ 
фракции высушивали с помощью центрифугирова-
ния под вакуумом на установке SpeedVac (Savant, 
США). Оценку чистоты проводили с помощью ана-
литического ЭФ, масс-спектрометрии MALDI-tOF, 
а также аналитической ОФ ВЭЖХ. Концентрацию 
белка в экстрактах из лейкоцитов осетров и в очи-
щенных пептидных препаратах определяли по мето-
ду Брэдфорд, а также по методу Вольфа с использо-
ванием следующей формулы: концентрация пептида 
(мкг/мл) = (А215

 – А
225

) × 144 [22].

Оценка антимикробной активности пептидов 
методом радиальной диффузии в агарозных гелях
Антибиотическое действие пептидов, выделенных 
из лейкоцитов, определяли по методу, предложенно-
му Лерером и соавт. [23]. Определяли антимикробную 
активность препаратов в отношении ряда грамотри-
цательных и грамположительных бактерий, а также 
одного из грибов. Использовали следующие штаммы 
бактерий: грамотрицательная бактерия Escherichia 

coli ML-35р, грамположительные бактерии: Listeria 
monocytogenes eGD, MrSA Atcc 33591 (золотистый 
стафилококк, устойчивый к метициллину), гриб 
Candida albicans 820. Бактерии выращивали на твер-
дой среде, содержащей 3% триптический гидролизат 
сои (Sigma, США); грибы – на среде, содержащей 3% 
Сабуро. При культивировании E. coli ML-35р в среду 
добавляли 100 мкг/мл ампициллина, а MrSA Atcc 
33591 – 6 мкг/мл оксациллина. Штаммы микроорга-
низмов были любезно предоставлены профессором 
Робертом Лерером (Калифорнийский университет 
Лос-Анджелеса, США).

Микроорганизмы культивировали в течение 
16–18 ч в среде, содержащей 3% раствор трипти-
ческого гидролизата сои (ТГС) при 37°С. Из полу-
ченной культуры отбирали аликвоты суспензии 
бактерий, переносили в свежеприготовленные 3% 
растворы ТГС и инкубировали при 37°С в течение 
2.5 ч для получения микроорганизмов, находящих-
ся в логарифмической фазе роста. В экспериментах 
с грибом C. albicans использовали ночную культуру. 
Суспензии микроорганизмов далее центрифугиро-
вали при 400 g в течение 10 мин, осадок дважды про-
мывали в 10 мМ натрий-фосфатном буфере, рН 7.4 
(НФБ), и ресуспендировали в 3 мл того же буфера. 
Для приготовления агарозных гелей, содержащих 
микроорганизмы, рассчитывали объем суспензии, 
в котором имеется 4 × 106 клеток [23]. Количество 
бактериальных клеток оценивали, измеряя оптиче-
скую плотность суспензий при длине волны 620 нм 
(принимали, что величина оптической плотности 0.2 
соответствует 5 × 107 КОЕ/мл). Для грибов использо-
вали другую формулу: величина оптической плотно-
сти при длине волны 450 нм, равная 1, соответствует 
2.86 × 107 КОЕ/мл [23]. Рассчитанное количество су-
спензии микроогранизмов добавляли к 8 мл стериль-
ного 1% раствора агарозы в 10 мМ натрий-фосфат-
ном буфере, рН 7.4 (в ряде экспериментов добавляли 
100 мМ nacl), при температуре 43°С. Полученную 
смесь выливали в стерильную пластиковую чашку 
Петри диаметром 90 мм, где смесь застывала с обра-
зованием агарозного геля. В агарозных гелях прока-
лывали отверстия диаметром 2 мм. В лунки вносили 
анализируемые образцы – серийные (двукратные) 
разведения пептидов в 0.01% водном растворе ук-
сусной кислоты (контроль – 0.01% уксусная кислота 
без пептидов), и инкубировали в течение 3 ч при 37°С. 
За время инкубации пептиды диффундировали 
из лунок в агарозные гели. По окончании инкубации 
на поверхность агарозного геля наносили 1% раствор 
агарозы, содержащий 6% триптический гидролизат 
сои. Затем чашки инкубировали еще в течение 20 ч 
при 37°С. Для количественной оценки антибиотиче-
ского действия пептидов измеряли диаметр зоны 
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ингибирования роста микробов вокруг лунок, при-
нимая за 1 единицу 0.1 мм, и вычитали из измерен-
ного значения 20 единиц, соответствующих диаметру 
лунки. Для каждого пептида определяли минималь-
ную концентрацию, ингибирующую рост микробов 
(МИК), для чего строили графики зависимости анти-
микробной активности пептидов от их концентрации. 
За МИК принимали значение, полученное для точки 
пересечения графика линейной регрессии каждо-
го пептида с осью абсцисс (концентрация пептидов 
в мкМ). В каждом эксперименте использовали по две 
параллельных пробы. Эксперименты повторяли 
3 раза, рассчитывали среднее арифметическое по-
лученных величин МИК ± среднеквадратичное от-
клонение.

Оценка влияния пептидов на проницаемость 
наружной и цитоплазматической мембран E. coli 
ML-35p
Используемый в данном методе штамм E. coli ML-35p 
отличается отсутствием пермеазы лактозы (фермен-
та, осуществляющего транспорт лактозы в клетку), 
причем синтез β-галактозидазы в цитоплазме этой 
бактерии не индуцибельный, как у большинства бак-
терий, а конститутивный. Кроме того, в периплазма-
тическом пространстве E. coli ML-35p присутствует 
фермент β-лактамаза [24]. О состоянии цитоплаз-
матической и наружной мембран E. coli ML-35p су-
дили по ее проницаемости для хромогенных марке-
ров – о-нитрофенил-β-D-галактопиранозида (OnPG) 
и нитроцефина – субстратов β-галактозидазы 
и β-лактамазы соответственно. Описанную ранее 
методику использовали в модификации [25]. При на-
личии в среде, окружающей бактерию, субстратов 
β-галактозидазы или β-лактамазы ферментативная 
реакция с участием этих субстратов может про-
исходить только в том случае, если они способны 
проникать через бактериальные мембраны. Если 
под действием какого-либо повреждающего агента, 
например антимикробного пептида, наружная и ци-
топлазматическая мембраны бактерии становятся 
проницаемыми для субстратов, то хромогенные про-
дукты их гидролиза внутриклеточными фермен-
тами выходят в инкубационную среду. Оптическая 
плотность среды при длине волны 496 или 420 нм 
(максимум поглощения хромогенных продуктов ги-
дролиза нитроцефина или OnPG соответственно) 
увеличивается, что позволяет наблюдать за процес-
сом повреждения наружной и цитоплазматической 
мембран бактерии под действием антимикробно-
го агента в режиме реального времени. Состав проб 
(100 мкл): 2.5 мМ OnPG или 20 мкМ нитроцефина; 
2.5 × 107 КОЕ/мл бактерии; 0.01 М na-фосфатный 
буфер рН 7.4; 0.03% ТГС; пептиды в концентра-

ции, равной их минимальной ингибирующей кон-
центрации в данных условиях и измеренной с по-
мощью стандартного метода подсчета колоний. 
Контрольные пробы содержали вместо препаратов 
равные объемы растворителя (0.01% уксусная кисло-
та). Пробы вносили в лунки 96-луночного планшета 
и измеряли оптическую плотность раствора при 496 
и 420 нм с помощью спектрофотометра SpectraMax 
250 (Molecular Devices, США) при температуре 37°С 
и периодическом встряхивании планшетов в тече-
ние 2 ч. Данные обрабатывали в программе Sigma 
Plot 11. На графиках представлены результаты ти-
пичного эксперимента, каждая точка является сред-
ним арифметическим из двух значений, полученных 
для параллельных проб. Эксперименты повторяли 
3 раза, характер кривых был аналогичным во всех 
трех сериях.

Анализ гемолитической активности пептидов
Кровь здоровых доноров собирали в пластиковые 
пробирки, используя гепарин в качестве анти-
коагулянта, центрифугировали в течение 10 мин 
при 250 g с охлаждением до 4°С. Супернатант уда-
ляли, к осадку добавляли 10 мл охлажденного за-
буференного физиологического раствора (ЗФР) рН 
7.4 с 4 мМ eDТА и центрифугировали в течение 
10 мин при 250 g с охлаждением 4°С. Осадок про-
мывали ЗФР 3 раза, проводя центрифугирование, 
как описано выше. Из осадка эритроцитов (условно 
принималось, что в осадке 100% содержание эри-
троцитов) отбирали 280 мкл, доводили объем су-
спензии до 10 мл охлажденным ЗФР, получая 2.8% 
суспензию. В анализируемые пробы вносили 27 мкл 
суспензии эритроцитов и 3 мкл исследуемого пепти-
да в ЗФР в разных концентрациях. Для получения 
положительного контроля (100% лизис эритроци-
тов) к 27 мкл раствора эритроцитов добавляли 3 мкл 
детергента (10% раствор tритон X-100). Для по-
лучения негативного контроля (0% лизис эритро-
цитов) к 27 мкл раствора эритроцитов добавляли 
3 мкл ЗФР. Пробы в трех параллелях инкубировали 
при 37°С в течение 30 мин, реакцию останавливали 
добавлением 75 мкл охлажденного ЗФР. Пробы цен-
трифугировали при 5000 g при 4°С в течение 4 мин, 
супернатант отбирали и вносили в ячейки 96-лу-
ночного планшета (corning, США). Оптическую 
плотность проб при длине волны 540 нм измеряли 
на спектрофотометре SpectraMax 250 (Molecular 
Devices, США). Показатели гемолиза эритроцитов 
рассчитывали в процентах по формуле: 
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МТТ-тест
Влияние пептидов на жизнеспособность клеток иссле-
довали с помощью МТТ-теста [26]. Этот тест основан 
на способности дегидрогеназ живых клеток восстанав-
ливать неокрашенные формы 3-(4,5-диметилтиазол-2-
ил)-2,5-дифенилтетразолия бромида – МТТ-реагента 
или 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-
тетразолия бромида – до голубого кристаллического 
формазана. В экспериментах использовали культиви-
руемые клетки линий К-562 (клетки эритромиелоид-
ного лейкоза человека) и u-937 (клетки гистиоцитар-
ной лимфомы человека). Клеточные суспензии вносили 
в лунки 96-луночных планшетов (Orange Scientific, 
Бельгия) в среде rPMI 1640, по 20000 клеток на лун-
ку, к клеткам добавляли по 10 мкл раствора пептида (в 
среде rPMI 1640) различной концентрации в четырех 
параллелях. В контрольные пробы вместо пептидов 
добавляли по 10 мкл среды. Планшеты далее помеща-
ли в СО

2
-инкубатор на 20 ч. За 3 ч до окончания срока 

инкубации в лунки планшетов добавляли по 10 мкл 
раствора МТТ (5 мг/мл в ЗФР). По окончании инкуба-
ции в лунки вносили по 100 мкл изопропанола с 0.04 М 
НСl, перемешивали и измеряли оптическую плотность 
раствора в лунках планшета при длине волны 540 нм 
(вычитая величину оптической плотности при 690 нм 
как фоновую) на спектрофотометре SpectraMax 250 
(Molecular Devices, США). Статистическую значимость 
различий между группами оценивали с использова-
нием u-критерия Вилкоксона–Манна–Уитни. Во всех 
расчетах за достоверный принимали 95% уровень зна-
чимости (Р < 0.05).

Масс-спектрометрия
Молекулярные массы выделенных пептидов опреде-
ляли на MALDI-времяпролетном масс-спектрометре 
reflect III (Bruker, Германия), оснащенном УФ-
лазером с длиной волны 336 нм. В качестве матри-
цы использовали 2,5-дигидроксибензойную кислоту 
(Sigma, Германия) в 20% ацетонитриле, 0.1% ТФУ 
в концентрации 10 мг/мл. 

Определение N-концевой аминокислотной 
последовательности
Аминокислотную последовательность определя-
ли, используя систему для секвенирования бел-
ков Procise cLc 491 (Applied Biosystems, США). 
Фенилтиогидантоиновые производные аминокис-
лотных остатков идентифицировали на анализаторе 
120A PtH (Applied Biosystems, США).

Деблокирование N-концевых аминокислотных 
остатков
Ацетильную группу n-концевого остатка ацетилсе-
рина удаляли по методике [27] на инертном носите-

ле иммобилоне, используемом при автоматическом 
секвенировании белка. Образец пептида наносили 
на иммобилон, помещали в пробирку объемом 500 
мкл, смачивали 30 мкл 25% раствора ТФУ и затем 
инкубировали в закрытой пробирке в течение 4 мин 
при 45°С. Иммобилон с нанесенным на него пептидом 
подсушивали в открытой пробирке в течение 5 мин 
при 20°С и еще 10 мин при 45°С, а затем термоста-
тировали в герметично закрытой пробирке в тече-
ние 72 ч при 45°С. Полученный образец использовали 
для автоматического секвенирования пептида.

Выделение геномной ДНК
Фрагменты тканей осетра инкубировали в буфере 
tneS (10 мМ Трис-Hcl, pH 7.5; 400 мМ nacl; 100 мМ 
eDТА, 0.6% SDS) с 10 мг/мл протеиназы К в течение 
16 ч при 55°c. После центрифугирования при 12000 g 
в течение 10 мин к супернатанту добавляли 0.25 объ-
ема 5 M nacl и осаждали ДНК добавлением одного 
объема 95% этанола. Осадок промывали 80% этано-
лом, подсушивали в открытой пробирке и растворяли 
в воде. Затем проводили однократную очистку ДНК 
смесью фенол : хлороформ (1 : 1, v/v), экстрагиро-
вали остатки фенола равным объемом хлороформа 
и осаждали ДНК 95% этанолом.

Амплификация нуклеотидных 
последовательностей
Для амплификации внутренней области гена ги-
стона H2A осетра использовали вырожденные 
праймеры № 1 (AtGtGtGGAcG(A,c)GG(c,t)-
AA(A,G) Ac(A,c,t)GG) и № 2 (GtcttcttGGG(c,G)-
AG(c,t) AG(c,t)Ac(G,t)Gcc). ПЦР проводили со 
ступенчатым понижением температуры на стадии 
отжига праймера (step-down): 94°c – 1 мин; 5 × 
(94°c – 30 с, 61°c – 40 с, 68°c – 60 с); 5 × (94°c – 30 с, 
58°c – 40 с, 68°c – 60 с); 30 × (94°c – 30 с, 55°c – 40 с, 
68°c – 60 с).

Геномную ДНК осетра перед постановкой инвер-
тированной ПЦР обрабатывали рестриктазой BglII. 
Состав реакционной смеси: 1× буфер O (thermo 
Fisher Scientific), 50 нг/мкл ДНК, 40 ед. BglII (thermo 
Fisher Scientific). Реакцию проводили при 37°c в те-
чение 16 ч в объеме 50 мкл. Продукты реакции раз-
бавляли водой в 25 раз (2 нг/мкл ДНК), после чего 
проводили реакцию лигирования в течение 16 ч 
при 4°c в присутствии 10 мМ АТР. После этого осаж-
дали ДНК 95% этанолом, осадок растворяли в воде 
и использовали в качестве матрицы для инвертиро-
ванной ПЦР.

Инвертированную ПЦР проводили с  по-
м о щ ь ю  д в у х  п а р  п р а й м е р о в  в  д в а  э т а -
па. На первом этапе использовали праймеры 
№ 3 (GAGcAcAGcGGccAGAtAGA) и № 4 
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(ctGAAAtcctGGAGctGGc) и следующую про-
грамму амплификации: 94°c – 5 мин; 35 × (94°c – 30 
с, 58°c – 60 с, 72°c – 120 с). Полученный продукт 
разбавляли водой (1 : 100) и использовали в ка-
честве матрицы для гнездовой ПЦР с прайме-
рами № 5 (cAcGctGGGcAtAGtttcc) и № 6 
(GAAtcAtcccGcGtcAcctG) в следующих ус-
ловиях: 94°c – 5 мин; 35 × (94°c – 30 с, 62°c – 60 с, 
72°c – 120 с).

Клонирование и секвенирование продуктов ПЦР
Продукты ПЦР элюировали из легкоплавкой агаро-
зы и лигировали по липким t/A-концам с pGeM-t- 
вектором (Promega, США). Работы с рекомбинант-
ной ДНК проводили согласно базовым методикам 
[28]. Для трансформации использовали компетент-
ные клетки штамма E. coli DH-10B (Life technologies, 
США). Плазмидную ДНК выделяли методом щелоч-
ного лизиса. ДНК секвенировали с помощью набора 
реактивов ABI PrISM BigDye terminator v. 3.1 с по-
следующим анализом продуктов реакции на автома-
тическом секвенаторе 3730 DnA Analyzer (Applied 
Biosystems, США).

Статистическая обработка результатов
Данные, полученные в ходе изучения антимикроб-
ной активности пептидов, представлены как среднее 
арифметическое + среднеквадратичное отклонение. 
Среднее арифметическое получали из данных трех 
независимых экспериментов, в каждом из которых 
использовали по две параллельные пробы. Обработку 
данных проводили в программе Statistica 6. 

РЕЗУЛЬтАтЫ

Структурная характеристика АМП из лейкоцитов 
русского осетра
Для получения антимикробных пептидов из лейко-
цитов крови русского осетра использовали процеду-
ру выделения и очистки, включающую кислотную 
экстракцию белков и пептидов из лейкоцитарной 
массы, ультрафильтрацию, препаративный ЭФ и об-
ращенно-фазовую высокоэффективную жидкост-
ную хроматографию [29]. Применение этого комплек-
са методов позволило получить шесть очищенных 
АМП, имеющих молекулярные массы 5448.8, 5336.0, 
5174.0, 4777.6, 3804.0 и 2741.7 Да, определенные с по-
мощью MALDI-tOF-масс-спектрометрии, причем 
три пептида с молекулярными массами 5336.0, 3804.0 
и 2741.7 Да составляли преобладающие пептидные 
фракции. Описанную выше процедуру выделения 
повторяли несколько раз с использованием лейко-
цитов крови осетров разного пола и возраста, отлов-
ленных в разное время, причем в каждом цикле вы-

деления получали сходный спектр антимикробных 
пептидов. В ряде экспериментов в ходе получения 
лейкоцитарной массы и проведения экстракции при-
меняли ингибитор сериновых протеаз фенилметил-
сульфонилфторид, что не приводило к заметному из-
менению спектра антимикробных пептидов. В задачи 
данной работы входила структурная характеристика 
выделенных пептидов и изучение их биологической 
активности.

Частичная n-концевая аминокислотная последо-
вательность пептидов была установлена методом ав-
томатического микросеквенирования. В ряде случаев 
секвенирование стало возможным после проведения 
химической реакции деблокирования n-концевых 
аминокислотных остатков. Удаление ацетильной 
группы n-концевого остатка ацетилсерина прово-
дили в кислой среде с использованием 25% раствора 
ТФУ. После снятия ацетильной защиты n-концевая 
аминогруппа легко подвергалась модификации фе-
нилизотиоцианатом, что позволило осуществить сту-
пенчатую деградацию пептидов по методу Эдмана 
с помощью системы секвенирования белков Procise 
cLc 491 и идентифицировать фенилтиогидантоино-
вые производные аминокислотных остатков.

Анализ n-концевых последовательностей пеп-
тидов русского осетра A. guеldenstaedtii, которые 
мы назвали аципенсинами 1–5, с помощью програм-
мы BLASt (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
показал, что они представляют собой n-концевые 
фрагменты гистона семейства Н2А, в то время 
как еще один пептид, аципенсин 6, является фраг-
ментом центральной части молекулы гистона это-
го же семейства. Эти АМП составляют основную 
часть кислоторастворимых пептидов лейкоцитов осе-
тра, обладающих антимикробной активностью.

Для установления полной первичной структуры 
аципенсинов было проведено клонирование и сек-
венирование кодирующих их нуклеотидных после-
довательностей. Известно, что в генах канонических 
гистонов, наиболее широко представленных в клет-
ках эукариот, отсутствуют интроны, а их мРНК ли-
шены 3’-концевой полиА-последовательности [30]. 
Полиаденилированию подвергаются лишь мРНК 
специализированных вариантов гистонов, состав-
ляющих минорную фракцию этих белков. Еще одна 
особенность канонических гистонов – наличие в ге-
номе нескольких копий их генов. Все это делает 
предпочтительным использование геномной ДНК 
в качестве матрицы для амплификации нуклеотид-
ных последовательностей, кодирующих гистоны. 
Предположив, что выделенные нами АМП пред-
ставляют собой продукты частичного протеоли-
за преобладающей фракции гистона H2A осетра, 
мы решили амплифицировать участок геномной 
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ДНК, кодирующий этот гистон. Ввиду низкой эво-
люционной консервативности нетранслируемых 
областей, фланкирующих данный участок, работу 
проводили в два этапа. Сначала амплифицировали 
внутреннюю часть гена с вырожденными прайме-
рами, подобранными на консервативные участки 
транслируемой области. Клонирование и секвениро-
вание полученного ампликона длиной около 300 п.н. 
позволили выбрать структуру праймеров для ин-
вертированной ПЦР, с помощью которой была ам-
плифицирована нуклеотидная последовательность 
участков, непосредственно прилегающих к фраг-
менту, секвенированному на первом этапе. Размер 
ампликона в этом случае составлял приблизительно 
400 п.н. Данные, полученные путем секвенирования 
ДНК (GenBank KP059880), в сочетании с данны-
ми n-концевого аминокислотного анализа и масс-
спектрометрии позволили определить полную ами-
нокислотную последовательность аципенсинов 1–6 
(рис. 1). Было установлено, что Ас1, Ас2, Ас3, Ас4 
и Ас5 являются n-концевыми ацетилированными 
фрагментами 1–50, 1–35, 1–49, 1–44 и 1–51 гистона 
Н2А соответственно, а Ас6 – фрагментом 62–85 ги-
стона Н2А. Структурный анализ аципенсинов 1–6 
показал, что лейкоциты осетра содержат пепти-
ды с расчетными молекулярными массами 5336.2, 
3803.0, 5173.0, 4777.5 и 5449.4 и 2740.2 Да соответ-
ственно. Расчетные значения молекулярных масс 
аципенсинов 1–6 хорошо согласуются с экспери-
ментальными данными масс-спектрометрического 
анализа (5336.0, 3804.0, 5174.0, 4777.6, 5448.8 и 2741.7 
Да соответственно). 

Обращение к литературным источникам сви-
детельствует о том, что производные гистона Н2А 

уже выделяли ранее из кожи и слизи низших по-
звоночных – рыб и амфибий. В частности, из слизи-
стой оболочки желудка азиатской жабы Bufo bufo 
gargarizans были выделены и охарактеризованы 
буфорины [31], структурно сходные с аципенсина-
ми (рис. 1). Как уже отмечалось, из слизи покровов 
костистых рыб – белокорого палтуса H. hippoglossus 
L. [16] и амурского сома P. asotus [17] – были выде-
лены антимикробные пептиды хиппосин и паразин 
соответственно, также оказавшиеся n-концевыми 
фрагментами гистона Н2А. 

Анализ антимикробной активности аципенсинов
Антимикробная активность считается ведущим 
функциональным свойством АМП. Описанные 
в литературе пептиды (дефенсины, кателициди-
ны и др.) обладают ею в разной степени и различ-
ным механизмом антибактериального действия. 
Антимикробную активность трех главных фрак-
ций аципенсинов (Ас1, Ас2, Ас6) оценивали мето-
дом радиальной диффузии, проводя эксперименты 
в различных условиях: в среде, содержащей только 
10 мМ натрий-фосфатный буфер без добавления со-
лей, и в той же среде, но с содержанием 100 мМ хло-
рида натрия (концентрация, близкая к физиологи-
ческой). Подобный подход, направленный на оценку 
влияния повышения ионной силы раствора на эф-
фективность противомикробного действия пепти-
дов, использовали во многих экспериментах по из-
учению антимикробных свойств природных АМП, 
он позволяет сравнивать активность полученных 
пептидов с эффектами других АМП. Результаты 
анализа антимикробной активности аципенсинов 
в отношении бактерий E. coli ML-35р; L. monocy-

Рис. 1. Структура аципенсинов и родственных им АМП. Показаны частичная N-концевая аминокислотная после-
довательность гистона H2A (A. gueldenstaedtii) и аципенсины Ac1–Ac6. Buf I и Buf II – буфорины I и II (Bufo bufo 
gargarizans); Par – паразин 1 (Parasilurus asotus); Hip – хиппосин (Hippoglossus hippoglossus L.). Звездочкой 
(*) отмечены ацетилированные N-концевые аминокислотные остатки. M.m. – расчетные молекулярные массы 
АМП, Да. Голубым цветом выделены остатки Lys и Arg, розовым – остатки Asp и Glu. Жирным шрифтом пока-
заны точечные отличия последовательностей АМП от последовательности гистона H2A осетра

H2A
Ac1
Ac2
Ac3
Ac4
Ac5
Ac6
Buf I
Buf II
Par
Hip

M.m.

5336.2 
3803.0
5173.0
4777.5
5449.4
2740.2
4263.0
2434.9
2000.3
5458.4
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togenes eGD; устойчивого к метициллину S. aureus 
(MrSA) Atcc 33591 и гриба C. albicans 820 приве-
дены в таблице. Сравнили активность аципенсинов 
и трех других АМП, имеющих различную струк-
туру и механизм антимикробного действия: проте-
грина 1 свиньи, α-дефенсина человека HnP-1 и бак-
тенецина козы chBac5. α-дефенсины – основные 
представители антимикробных пептидов, наряду 
с кателицидином LL-37 нейтрофильных грануло-
цитов человека. Обогащенные пролином бактенеци-
ны – преобладающее семейство АМП нейтрофилов 
коз и овец. Протегрин 1 (PG-1) лейкоцитов свиньи 
имеет конформацию β-шпильки и относится к наи-
более активным из описанных к настоящему вре-
мени пептидов лейкоцитов животных, обладающих 
широким спектром антимикробного действия, осно-
ванного на его способности повреждать мембраны 
микроорганизмов.

Из таблицы видно, что в среде с низкой ионной 
силой аципенсины 1 и 2 имеют широкий спектр 
действия и проявляют высокую антимикробную 
активность как в отношении грамотрицательных, 
так и грамположительных бактерий, а также гриба. 
Однако при повышении ионной силы среды спектр 
активности Ас1 и Ас2 меняется: эффективность их 
действия в отношении грамположительной бакте-
рии MrSA Atcc 33591 и C. albicans 820 существенно 
снижается. Ас6 проявляет антимикробный эффект 
лишь в отношении грамотрицательной бактерии E. 
coli в среде с низкой ионной силой. Характер анти-

микробного действия Ас1 и Ас2 отличен от действия 
мембраноактивного PG-1 и сходен с эффектами бак-
тенецина chBac5. Известно, что бактенецины прояв-
ляют антибактериальное действие преимущественно 
в отношении грамотрицательных бактерий, причем 
эти пептиды не повреждают существенно бактери-
альные мембраны и воздействуют на внутриклеточ-
ные мишени [14]. Хотя аципенсины не имеют струк-
турного сходства с пролин-богатыми бактенецинами, 
можно предположить, что основной мишенью их 
антибактериального действия не являются бакте-
риальные мембраны. Изучение эффектов Ас1, Ас2, 
Ас6 на барьерную функцию бактериальных мембран 
было следующей задачей работы.

Влияние аципенсинов на проницаемость наружной 
и цитоплазматической мембран E. coli ML-35p 
для хромогенных маркеров
На рис. 2 представлена кинетика действия аци-
пенсинов 1, 2 и 6 (в концентрации, равной их ми-
нимальной ингибирующей концентрации в отно-
шении этой бактерии) на наружную и внутреннюю 
(цитоплазматическую) мембраны E. coli ML-35p. 
Мембраноактивный пептид РG-1 использовали 
в качестве стандарта. Аципенсины 1 и 2 оказывают 
выраженное действие на проницаемость наружной 
мембраны бактерии для хромогенного маркера ни-
троцефина (о чем свидетельствует возрастание оп-
тической плотности раствора, определяемое по появ-
лению цветного продукта расщепления нитроцефина 

Антимикробная активность аципенсинов Ас1, Ас2 и Ас6* 

Пептид

Минимальная ингибирующая концентрация, мкM

E. coli ML-35p Listeria monocytogenes 
eGD MrSA Atcc 33591 Candida albicans 820

без nacl 100 мM 
nacl без nacl 100 мM 

nacl без nacl 100 мM 
nacl без nacl 100 мM 

nacl

Ас1 0.7 ± 0.1 0.4 ± 0.1 1.1 ± 0.2 2.3 ± 0.4 0.9 ± 0.2 > 40 1 ± 0.2 > 40

Ас2 0.3 ± 0.1 1.1 ± 0.2 1.0 ± 0.2 2.7 ± 0.3 0.6 ± 0.1 > 40 0.9 ± 0.1 > 40

Ас6 2.5 ± 0.3 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40

HnP-1 0.8 ± 0.1 > 50 1.0 ± 0.3 1.1±0.2 1.7 ± 0.3 > 50 2.1 ± 0.4 > 50

PG-1 0.2 ± 0.1 0.2 ± 0.1 0.3 ± 0.05 0.3 ± 0.1 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.1 1.2 ± 0.4

chBac5 0.4 ± 0.1 0.3 ± 0.1 0.6 ± 0.1 1.5 ± 0.7 0.8 ± 0.3 >40 0.9 ± 0.2 > 40

*Пептиды инкубировали с микроорганизмами в 10 мМ натрий-фосфатном буфере рН 7.4 и в этом буфере, со-
держащем 100 мM NaCl. Пептидами сравнения были протегрин 1 (PG-1) свиньи, α-дефенсин человека HNP-1, 
бактенецин козы ChВac5.
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(см. «Экспериментальную часть»)), хотя и в несколь-
ко меньшей степени, чем PG-1. Увеличение прони-
цаемости наружной мембраны наблюдалось через 
15–29 мин после добавления Ас1 и Ас2 к бактериям 
и через 50 мин в случае Ас6. Однако через 90 мин 
после начала эксперимента действие всех трех аци-
пенсинов на цитоплазматическую мембрану E. coli 
ML-35p, оцениваемое данным методом, практически 
отсутствовало: проницаемость мембраны для хромо-
генного маркера OnPG не изменялась по сравнению 
с контрольными значениями (показатели в пробах, 
не содержащих пептиды). Таким образом, получен-
ные данные позволяют предположить, что основной 
мишенью действия аципенсинов и бактенецинов 
в концентрациях, близких к МИК, являются не бак-
териальные мембраны, а внутриклеточные компо-
ненты. Известно, что кроме антимикробной актив-
ности большинство АМП вызывают разнообразные 
эффекты в собственных клетках организма, в том 
числе и клеточную гибель, обусловленную цитоток-
сическим действием. Нами изучена возможность 
проявления аципенсинами токсического действия 
на клетки макроорганизма.

Цитотоксическая активность аципенсинов 
в отношении клеток человека in vitro
Как и в большей части публикаций, посвященных 
цитотоксической активности различных АМП, ос-
новной интерес вызывает активность этого типа 
пептидов в отношении клеток человека, поскольку 
природные АМП рассматриваются как перспектив-
ные прототипы новых лекарственных препаратов. 
Поэтому выяснение того, насколько токсичны дан-
ные соединения именно для клеток человека, пред-
ставляется исключительно важным. Нами опреде-
лена гемолитическая активность аципенсинов 1, 2 
и 6 в отношении эритроцитов человека. Установлено, 
что в диапазоне концентраций 1–40 мкМ исследу-
емые пептиды не вызывают гемолиз эритроцитов 
(рис. 3). Как и в предыдущих экспериментах, в ка-
честве положительного контроля использовали 
PG-1, обладающий высокой гемолитической актив-
ностью, в отличие от пептидов осетра. При изучении 
действия аципенсинов на культивируемые клетки 
человека линий К-562 (клетки эритромиелоидного 
лейкоза человека) и u-937 (клетки гистиоцитарной 
лимфомы человека) установлено, что в концентра-

Рис. 2. Кинетика изменения проницаемости мембран E. coli ML-35p для хромогенных маркеров при действии 
антимикробных пептидов. По оси ординат отложена оптическая плотность раствора, содержащего хромо-
генные маркеры (продукт гидролиза нитроцефина в случае наружной мембраны и продукт гидролиза ONPG 
(о-нитрофенол) в случае внутренней мембраны), по оси абсцисс – время инкубации пептидов с бактерией в ми-
нутах. Пептид сравнения – протегрин 1 (PG-1). Контролем служили пробы, содержащие бактерию в отсутствие 
пептидов
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ции 1–20 мкМ пептиды не оказывают токсических 
эффектов в отношении клеток-мишеней. После инку-
бации клеток с каждым из исследуемых аципенсинов 
в течение 20 ч доля жизнеспособных клеток была та-
кой же, как в контрольных пробах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬтАтОВ
Обнаружение у рыб и амфибий катионных пептидов, 
проявляющих антимикробную активность и пред-
ставляющих собой фрагменты гистонов, позволило 
ряду ученых предположить, что эти производные 
гистонов могут иметь неядерную локализацию и вы-
полнять функцию антимикробной защиты [18, 32, 
33]. В пользу этой гипотезы свидетельствуют данные 
об обнаружении гистона Н1 в цитозоле ворсинок кле-
ток кишечника человека [34]. У мышей Н1 выявлен 
на поверхности макрофагов, где служит рецептором 
тиреоглобулина [35]. Из гранулярной фракции ма-
крофагов мыши были получены гистоны Н1 (MuMP-
1 и -2) и H2B (MuMP-3) [36]. Кроме того, гистон H1 
выявлен на поверхности нейронов мыши [37], моно-
цитов человека [38], неспецифических цитотоксиче-
ских клеток канального сома (сходных с натураль-
ными киллерными клетками млекопитающих) [39]. 
Важность роли гистонов в протекании иммунных 
процессов стала очевидной, когда появились све-
дения об их участии в функционировании нейтро-
фильных внеклеточных ловушек (nets, neutrophil 
extracellular traps) [40, 41]. Формирование данных 
структур, впервые идентифицированных в 2004 г., 
является третьим, наряду с фагоцитозом и секрецией 
антимикробных соединений, механизмом киллерной 
активности нейтрофилов [42]. Внеклеточные ловуш-
ки формируются в процессе «нетоза» (netosis) – 
контролируемой клеточной гибели, существенно от-
личающейся от некроза и апоптоза, и представляют 
собой сеть из деконденсированного хроматина, кото-
рая включает антимикробные факторы как грану-
лярного (протеазы, АМП), так и ядерного (гистоны 
и продукты их частичного протеолиза) происхож-
дения. Внеклеточные ловушки обеспечивают захват 
и уничтожение патогенных микроорганизмов, ко-
торые, по какой-либо причине, не могут быть обез-
врежены с помощью фагоцитоза. Благодаря струк-
турирующей роли ДНК, диффузия антимикробных 
факторов из ловушки замедлена, что позволяет до-
стичь высоких локальных концентраций этих ве-
ществ и снизить повреждающий эффект на здоровые 
ткани.

Полученные в настоящей работе сведения о струк-
турных и функциональных свойствах антимикроб-
ных пептидов лейкоцитов русского осетра – аци-
пенсинах, производных гистона Н2А, подтверждают 
гипотезу о том, что в процессе эволюции у отдель-

ных групп животных в качестве эндогенных антибио-
тических пептидов могли отобраться производные 
белков, обычно имеющих ядерную локализацию. 
Это свидетельствует об удивительном разнообра-
зии структурных семейств АМП у представителей 
различных таксонов животного мира. Известно, 
что наиболее распространенная группа АМП – пред-
ставители семейства дефенсинов, функциональная 
активность которых реализуется в фагоцитах (ней-
трофилы и макрофаги позвоночных, амебоциты и це-
ломоциты беспозвоночных) и на уровне барьерного 
эпителия внешних покровов и слизистых животных. 
Однако в лейкоцитах осетра мы не выявили пепти-
ды дефенсинового семейства. Дефенсины отсутству-
ют и в фагоцитах некоторых видов млекопитающих 
(мышь, кошка, собака, овца, коза) – функцию моле-
кул, инактивирующих фагоцитированные микро-
бы, у этих видов выполняют пептиды кателициди-
нового семейства (бактенецины, протегрины и др.). 
Своеобразие видового паттерна антимикробных пеп-
тидов лейкоцитов русского осетра заключается в до-
минировании среди них производных гистона Н2А, 
которые не обнаруживали ранее в фагоцитах рыб.

Аципенсины обладают широким спектром анти-
микробного действия, как и другие известные в на-
стоящее время производные гистона Н2А: буфорин, 
паразин, хиппосин, абхизин (пептид моллюска ха-
лиотиса) [16, 17, 31, 43]. В отличие от паразина и бу-
форина 1 у аципенсинов 1–5 ацетилирован n-конец. 
Этим же свойством обладает молекула хиппоси-
на [16]. Установлено, что ацетилирование n-конца 

Рис. 3. Гемолитическая активность аципенсинов. 
По оси ординат указана величина гемолиза эритроци-
тов в процентах (за 100% принимали величину, полу-
ченную при действии на эритроциты 1% раствора Три-
тона Х-100), по оси абсцисс – концентрация пептидов 
в мкМ. Пептид сравнения – протегрин 1 (PG-1)
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не требуется для проявления антимикробной актив-
ности, поскольку синтетический неацетилированный 
хиппосин оказался активным [16].

Наблюдаемое снижение антимикробной актив-
ности аципенсинов при повышении ионной силы 
раствора характерно для многих описанных АМП, 
например, α-дефенсинов человека, бактенецинов 
козы. Известно, что антимикробная активность де-
фенсинов может восстанавливаться в средах, со-
держащих физиологические концентрации хлорида 
натрия, в результате синергичного взаимодействия 
с другими АМП нейтрофилов человека, в частности, 
с кателицидином LL-37 [44]. Можно предположить, 
что наряду с конститутивно синтезируемыми аци-
пенсинами в лейкоцитах осетра имеются индуци-
бельные антимикробные факторы, синтез которых 
при развитии инфекционного процесса усиливается. 
Эти факторы могут действовать совместно с аципен-
синами, в результате чего повышается эффектив-
ность антимикробного действия АМП.

Данные о низкой по сравнению с Ас1 и Ас2 анти-
микробной активности Ас6 позволяют предполо-
жить, что именно n-концевые производные гистона 
Н2А играют ключевую роль в осуществлении проти-
воинфекционной защиты.

Механизмы действия описанных в литературе 
АМП, производных гистона Н2А, несколько различа-
ются: основной механизм антимикробного действия 
буфорина 2 связывают с его способностью проникать 
в бактериальные клетки без существенного повреж-
дения их мембран и взаимодействовать с нуклеи-
новыми кислотами, что приводит к угнетению жиз-
ненно важных процессов в микробных клетках и их 
гибели [45, 46]. Однако другой пептид – паразин – 
значительно повреждает бактериальные мембраны 
[47]. Показано, что синтетический аналог хиппосина 
тоже обладает способностью увеличивать проница-
емость мембран бактерии (E. coli Atcc 25922) [48]. 
Хотя аципенсины имеют значительное структур-
ное сходство с хиппосином, в наших экспериментах 
не наблюдалось заметного возрастания проницае-
мости цитоплазматической мембраны E. coli ML-35p 
при действии аципенсинов. С одной стороны, можно 
предположить, что разница в результатах связа-
на с тем, что в нашей работе использовались дру-
гие штаммы бактерий и маркеры проницаемости. 
С другой стороны, возможно, решающую роль игра-
ет концентрация пептидов. Так, установлен двуна-
правленный механизм действия (Dual mode of action) 
обогащенных пролином пептидов, в частности, бакте-
нецинов быка [49]: в концентрациях, близких к МИК, 
пептиды не оказывали повреждающего действия 
на мембраны, их эффекты были связаны с влиянием 
на внутриклеточные мишени, в то время как в кон-

центрациях, превышающих МИК, эти АМП нару-
шали структурную целостность мембран, в дополне-
ние к ингибированию внутриклеточных процессов. 
Так как в экспериментах по оценке влияния аципен-
синов на проницаемость бактериальных мембран ис-
пользовали концентрации, близкие к МИК, можно 
предположить, что в более высоких концентрациях 
аципенсины, как бактенецины и хиппосин способны 
нарушать и барьерную функцию мембран бактерий. 
Наконец, нельзя исключать и того, что наблюдае-
мое расхождение в результатах может быть связано 
с теми немногочисленными аминокислотными заме-
нами, которые отличают Ас1 и Ас2 от аналога хип-
посина, используемого в работе [48]. Более детальное 
исследование действия аципенсинов на бактериаль-
ные мембраны будет проведено нами с применением 
рекомбинантных аналогов аципенсинов.

Как и другие природные АМП, производные ги-
стона Н2А, все три исследованных нами аципенси-
на – Ас1, Ac2 и Ac6 – не проявляли существенной 
цитотоксической активности в отношении культи-
вируемых клеток человека. Дальнейшее изучение 
взаимодействия аципенсинов и их структурных 
аналогов позволит установить, обладают ли они, по-
добно буфоринам, способностью транслоцировать-
ся через мембраны эукариотических клеток [46]. 
Наличие подобных свойств открывает перспективы 
практического применения пептидов в противоопу-
холевой терапии, в качестве векторов для доставки 
лекарственных препаратов в малигнизированные 
клетки.

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Впервые из лейкоцитов русского осетра A. guelden-
staedtii получен набор антимикробных пептидов, 
названных аципенсинами и представляющих со-
бой фрагменты гистона Н2А. Эти пептиды облада-
ют широким спектром антимикробной активности, 
но не проявляют токсических свойств в отношении 
клеток макроорганизма. Полученные данные вносят 
вклад в развитие представлений об эволюции моле-
кулярных факторов врожденного иммунитета, а так-
же свидетельствуют в пользу предположения о био-
логической роли гистонов как защитных молекул, 
участвующих в реализации противоинфекционной 
функции иммунной системы. 
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РЕФЕРАт На нервно-мышечных препаратах диафрагмы мыши с использованием внутриклеточного ми-
кроэлектродного отведения миниатюрных потенциалов концевой пластинки (МПКП) и вызванных по-
тенциалов концевой пластинки (ПКП) исследовали механизм тонического действия холина – агониста 
никотиновых холинорецепторов (нХР) α7-типа, на спонтанную и вызванную секрецию медиатора в мо-
торных синапсах мыши. Показано пресинаптическое тормозное влияние экзогенного холина на амплитуду 
и квантовый состав потенциалов концевой пластинки при одиночной и ритмической вызванной актив-
ности нервно-мышечных синапсов, которое предотвращалось блокаторами α7-никотиновых холиноре-
цепторов – метилликаконитином или α-кобратоксином, а также блокированием кальций-активируемых 
калиевых каналов SK-типа апамином или внутритерминальных рианодиновых рецепторов – рианодином. 
Высказано предположение, что в моторных нервных терминалях мыши холин способен активировать пре-
синаптические α7-никотиновые холинорецепторы с последующим выбросом депонированного кальция че-
рез рианодиновые рецепторы и активацией кальций-зависимых калиевых каналов SK-типа, что приводит 
к устойчивому снижению квантового состава вызванного выброса медиатора.
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА квантовый состав, рианодиновые рецепторы, холин, α7-никотиновые холинорецепторы, 
SK-каналы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИй АХ – ацетилхолин; МПКП – миниатюрные потенциалы концевой пластинки; нХР – 
никотиновые холинорецепторы; ПКП – потенциалы концевой пластинки.

ВВЕДЕНИЕ
Свойства постсинаптических никотиновых холи-
норецепторов в моторных синапсах скелетной му-
скулатуры позвоночных хорошо изучены [1–3], 
тогда как данные о пресинаптических нХР у та-
ких синапсов немногочисленны и противоречивы. 
Иммуногистохимические и фармакологические те-
сты свидетельствуют о наличии в моторных синапсах 
нескольких типов нейрональных пресинаптических 
нХР [4–7]. При этом малоизученным остается вопрос 
о локализации и функциях особого типа нХР – α7-
нХР [8, 9], которые характеризуются относительно 
высокой проводимостью для ионов кальция [10–12]. 
Если в центральной нервной системе активация пре-
синаптических α7-нХР ацетилхолином (АХ) или из-
бирательными агонистами (холином, никотином), 
как правило, способствует секреции медиатора [13–
16], то в периферических моторных синапсах, на-
против, наблюдается торможение секреции [5, 17]. 
В наших предыдущих исследованиях активация α7-
нХР низкими дозами никотина вызывала кальций-
зависимое подавление вызванного выброса ацетил-

холина в ритмически активных нервно-мышечных 
синапсах мыши, которое предотвращалось метилли-
каконитином – избирательным антагонистом α7-нХР 
[18]. Механизмы этого торможения остаются не из-
ученными. В связи с этим в представленной работе 
пресинаптические α7-нХР активировали их изби-
рательным агонистом – холином, чтобы проследить 
способность холина подавлять вызванный выброс АХ 
и изучить механизмы этого действия.

ЭКСПЕРИМЕНтАЛЬНАЯ чАСтЬ

Объект исследования
Эксперименты проводили на изолированных нерв-
но-мышечных препаратах диафрагмальной мышцы 
(m. diaphragma – n. phrenicus) взрослых (P30) сам-
цов мышей 129/Sv, полученных из Института нор-
мальной физиологии им. П.К. Анохина РАН (Москва). 
Всего использовали 27 животных, которых содержа-
ли в соответствии с директивой 86/609/eec по об-
ращению человека с лабораторными животными. 
Протокол был одобрен комиссией по биоэтике био-
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логического факультета МГУ. Мышей умерщвляли 
посредством быстрого обезглавливания.

Электрофизиология
Процедуру рассечения мышечных волокон, позво-
ляющую одновременно регистрировать спонтанный 
и нередуцированный вызванный выброс медиато-
ра, проводили, используя стандартный протокол 
[5, 17, 18]. Левую половину диафрагмы с диафраг-
мальным нервом помещали в камеру объемом 3 мл 
и перфузировали при комнатной температуре ок-
сигенированным (95% O

2
, 5% cO

2
) раствором Лайли 

(pH 7.2–7.4), содержащим (мМ): nacl – 135, Kcl – 4, 
naH

2
PO

4
 – 0.9, cacl

2
 – 2, Mgcl

2
 – 1, naHcO

3
 – 16.3, 

глюкозу – 11. Все опыты проводили при температу-
ре 20–22°С. Регистрацию МПКП и вызванных ПКП 
осуществляли с помощью внутриклеточных сте-
клянных микроэлектродов, заполненных 2.5 М Кcl 
(сопротивление кончика микоэлектрода составля-
ло 15–20 МОм). Одиночные ПКП регистрировали 
при раздражении диафрагмального нерва сверхпо-
роговыми импульсами с частотой 0.3 Гц (не менее 
30 стимулов). При изучении ритмической актив-
ности синапсов диафрагмальный нерв стимулиро-
вали короткими пачками импульсов (50 стимулов 
длительностью 0.1 мс с частотой 50 Гц). Сигналы ре-
гистрировали при помощи усилителя Axoclamp-2B 
(Molecular Devices) и записывали их с помощью ана-
лого-цифрового преобразователя L-card Е-154 с ин-
терфейсом PowerGraph на жесткий диск компьюте-
ра. Полученные данные обрабатывали в программе 
MiniAnalysis (Synaptosoft). В контроле регистриро-
вали МПКП и ПКП от пяти и более разных синапсов, 
после чего в перфузионный раствор в определенном 
порядке добавляли исследуемые вещества, далее ре-
гистрировали активность разных синапсов на протя-
жении 1–1.5 ч. В каждой серии опытов использовали 
не менее трех нервно-мышечных препаратов.

Вещества и растворы
В работе использовали холин, метилликаконитин, 
апамин (Sigma, США), рианодин (enzo Life Sciences, 
США). Высокоаффинный блокатор α7-нХР – длин-
ноцепочечный α-кобратоксин (из яда кобры Naja 
naja kaouthia) [19–21] – был любезно предостав-
лен Ю.Н. Уткиным, заведующим лабораторией 
молекулярной токсинологии Института биоорга-
нической химии им. академиков М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова РАН (Москва).

Анализ данных и статистика
Оценивали амплитуду, временной ход МПКП и ПКП, 
частоту МПКП и квантовый состав ПКП (его рас-
считывали как отношение средней скорректиро-

ванной на нелинейную суммацию амплитуды ПКП 
[22] к средней амплитуде МПКП). Статистическую 
значимость различий между выборками оценивали 
с использованием t-критерия Стьюдента и критерия 
Манна–Уитни. Уровень значимости отличий между 
двумя выборками составлял 0.05 (n – количество ис-
следованных синапсов). 

РЕЗУЛЬтАтЫ
В первой серии экспериментов мышцу перфузирова-
ли раствором холина в концентрации 100 мкМ в тече-
ние 40 мин. Анализировали характеристики МПКП 
и одиночных вызванных ПКП. Не выявлено статисти-
чески значимых изменений мембранного потенциала 
покоя (МП) в области постсинаптической мембраны 
в течение 40 мин перфузии холином (среднее значе-
ние МП в контроле составило –39.16 ± 1.13 мВ (n = 18) 
и –40.06 ± 1.18 в присутствии холина (n = 19). Холин 
приводил к снижению амплитуды ПКП в среднем бо-
лее чем на 25% по сравнению с контролем (рис. 1А). 
Эффект развивался на протяжении 10–15 мин от на-
чала аппликации холина и оставался неизменным 
в течение последующих 30 мин. При этом ампли-
туда, временные характеристики и частота МПКП 
не изменялись статистически значимо, а снижение 
амплитуды ПКП происходило за счет уменьшения 
квантового состава ПКП – от 34.20 ± 2.56 в контроле 
до 25 ± 2.56 на фоне холина (p < 0.05) (рис. 1Б). В до-
полнительных экспериментах на интактных (не-
рассеченных) нервно-мышечных препаратах холин 
(100 мкМ) не вызывал значимых изменений амплиту-
ды МПКП (1.49 ± 0.07 мВ в контроле (n = 17), под дей-
ствием холина 1.52 ± 0.11 (n = 17, p < 0.05)). Частота 
и временной ход МПКП на фоне действия холина 
не отличались статистически значимо от контроль-
ных значений. Таким образом, снижение квантового 
состава ПКП в присутствии холина при неизменных 
параметрах МП и МПКП свидетельствует о преси-
наптическом тормозном действии холина на вызван-
ную квантовую секрецию АХ.

Торможение холином квантового состава одиноч-
ных ПКП предотвращалось избирательным блока-
тором α7-нХР – метилликаконитином (20 нМ) (MLA). 
Сам MLA в течение 15–30 мин аппликации не вы-
зывал статистически значимых изменений пара-
метров МПКП и ПКП, однако холин в присутствии 
метилликаконитина не вызывал снижения амплиту-
ды и квантового состав одиночных ПКП (рис. 1А,Б). 
Аналогичные результаты – предотвращение угнета-
ющего действия экзогенного холина на квантовый со-
став одиночных ПКП – получены с использованием 
другого избирательного блокатора α7-нХР – длин-
ноцепочечного α-кобратоксина (5 нМ) (СТх) (рис. 1Б). 
Это означает, что холин при его тонической аппли-
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кации обеспечивает подавление вызванного выбро-
са АХ именно через активацию пресинаптических 
α7-нХР.

В следующей серии экспериментов исследова-
ли эффекты холина в отношении коротких залпов 
из 50 ПКП (50 Гц, 1 с). На фоне 40 мин аппликации 
холина (100 мкМ) наблюдали снижение амплиту-
ды и квантового состава ПКП, такое же как у оди-
ночных ПКП, которое проявлялось у первого 
и всех последующих ПКП в залпе. Эффект разви-
вался на протяжении первых 10–15 мин апплика-
ции холина и оставался неизменным в течение по-
следующих 30 мин. При этом рисунок залпа ПКП 
не менялся: как и в контроле, в начале залпа наблю-
дается кратковременное облегчение синаптической 
передачи, которое сменяется депрессией с выходом 
на стабильный, сниженный по сравнению с пер-
вым ПКП, уровень ПКП в залпе («плато») (рис. 2А). 
Предварительная аппликация на нервно-мышечный 
препарат избирательных блокаторов α7-нХР – MLA 

(20 нМ) (рис. 2Б) или СТx (5 нМ) не вызывала изме-
нений параметров МПКП, а также квантового соста-
ва ПКП в высокочастотном коротком залпе. Вместе 
с тем на фоне этих блокаторов α7-нХР холин не ока-
зывал тормозного действия на квантовый состав 
ПКП в залпах (рис. 2Б).

С целью выяснения механизма тормозного дей-
ствия холина мы предположили, что активация хо-
лином α7-нХР, пропускающих кальций в терминаль, 
создает в терминалях кальциевый сигнал, который 
может активировать кальций-зависимые низкопро-
водящие калиевые каналы SK-типа – подобно тому, 
как это происходит в случае тормозного действия АХ 

Рис. 1. Тормозное влияние экзогенного холина на оди-
ночную (0.3 Гц) вызванную секрецию медиатора реа-
лизуется через его действие на α7-нХР. а – усреднен-
ные записи одиночных ПКП в контроле, в присутствии 
холина (100 мкМ) и при действии холина (100 мкМ) 
на фоне блокатора α7-нХР MLA (20 нМ). Б – кванто-
вый состав одиночных ПКП в контроле, в присутствии 
холина и под действием холина на фоне предваритель-
но введенных блокаторов α7-нХР – MLA и CTx (5 нМ). 
По оси ординат показан квантовый состав ПКП в % 
от контроля. *p < 0.05 по сравнению с контролем
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Рис. 2. Изменение квантового состава ПКП по ходу 
короткого ритмического залпа ПКП при ритмической 
активности синапсов с частотой 50 Гц. а – в контро-
ле и под действием 100 мкМ холина. Б – в контро-
ле, в присутствии 20 нМ MLA и при действии холина 
на фоне MLA. По осям ординат – значения квантового 
состава ПКП, по осям абсцисс – порядковый номер 
ПКП в коротком залпе. *p < 0.05 по сравнению с кон-
тролем
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на импульсную активность ряда других возбудимых 
клеток [23, 24]. Для проверки такой возможности 
проводили аппликацию на мышцу избирательного 
блокатора низкопроводящих К

Са
-каналов – апами-

на (200 нМ). Сам апамин не вызывал статистически 
значимых изменений амплитуды и квантового со-
става одиночных и ритмически генерируемых ПКП, 
но на его фоне холин (100 мкМ) терял способность по-
давлять квантовый состав ПКП в ритмическом залпе 
(рис. 3А). Это позволяет предполагать, что тормозное 
действие экзогенного холина – кальций-зависимый 
процесс, в основе которого лежит активация холи-
ном входа кальция в терминаль по каналам α7-нХР, 
вызывающий активацию калиевых SK-каналов 
и выходящий калиевый ток. Возникающая при этом 
гиперполяризация мембраны подавляет работу по-
тенциал-зависимых кальциевых каналов в актив-
ных зонах, что снижает вероятность вызванного вы-
броса АХ.

Согласно опубликованным данным, SK-каналы 
могут активироваться кальцием из разных источни-
ков [25]. В частности, в определенных гиппокампаль-
ных синапсах [24] работа SK-каналов усиливается 
за счет кальций-активируемого выброса кальция 
из депо, вызванного входом кальция из наружной 
среды по каналам α7-нХР. Поэтому целью следую-
щей серии экспериментов было выяснение возмож-
ного вовлечения рианодиновых рецепторов и выброса 
кальция из кальциевых депо моторных терминалей 
в реализацию кальций-зависимых тормозных эф-
фектов холина с участием К-каналов SK-типа.

Аппликация на мышцу рианодина в концентра-
ции, обратимо блокирующей рианодиновые рецеп-
торы (3 мкМ), не вызывала статистически значимых 
изменений амплитуды и квантового состава ПКП 
и в незначительной степени снижала облегчение 
передачи в начале короткого залпа ПКП (рис. 3Б). 
На фоне действия рианодина (3 мкМ) последующая 
аппликация холина не вызвала снижения амплиту-
ды и квантового состава ПКП в залпе (рис. 3Б). Это 
свидетельствует о необходимости участия не только 
α7-нХР, но и выброса депонированного кальция в ре-
ализации кальций-зависимого торможения холином 
вызванной секреции АХ.

ОБСУЖДЕНИЕ
Эффекты, обнаруженные нами при апплика-
ции экзогенного холина (100 мкМ), а также селек-
тивных блокаторов α7-нХР (метилликаконитина 
и α-кобратоксина), в сочетании с эффектами инги-
битора SK-каналов (апамина) и блокатора рианоди-
новых рецепторов (рианодина) позволили прибли-
зиться к пониманию механизма тормозного действия 
холина на вызванный выброс АХ. 

Способность ряда эндогенных и экзогенных аго-
нистов нейрональных нХР при кратковременной 
(в течение нескольких секунд) аппликации в высоких 
миллимолярных дозах вызывать снижение секреции 
ацетилхолина в моторных синапсах наблюдали ра-
нее в ряде работ [5, 8, 17]. Однако не было точно уста-
новлено, какой именно тип пресинаптических нХР 
опосредует эти эффекты и по какому механизму они 
реализуются. Известно, что холин является полным 
избирательным агонистом α7-нХР, но в то же вре-
мя он может активировать и М1

-холинорецепторы, 
имеющиеся на терминалях и шванновских клетках 
моторных синапсов [26]. Однако, согласно опублико-
ванным данным, холин активирует эти рецепторы 

Рис. 3. Изменение квантового состава по ходу 
короткого ритмического залпа ПКП с частотой 
50 Гц. а – в контроле, при действии 200 нМ апамина 
и под действием холина (100 мкМ) на фоне апами-
на. Б – в контроле, при действии 3 мкМ рианодина 
и под действием холина (100 мкМ) на фоне рианодина. 
По осям ординат – значения квантового состава ПКП, 
по осям абсцисс – порядковый номер ПКП в коротком 
залпе
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в дозах, значительно превышающих применявшуюся 
в нашей работе [27, 28]. Кроме того, избирательная 
активация М

1
-холинорецепторов моторных синапсов 

приводит к облегчению выброса медиатора [29, 30] и, 
таким образом, не может быть причиной обнаружен-
ного нами тормозного действия экзогенного холина 
на секрецию АХ. Поэтому при объяснении обнару-
женных нами эффектов холина мы опирались на хо-
рошо документированные и общеизвестные факты 
о способности холина избирательно активировать α7-
нХР нервных терминалей [31, 32].

Мы использовали протокол, в котором применяли 
тоническую – в течение десятков минут – апплика-
цию холина в низкой (100 мкМ) концентрации, кото-
рая не достигает ec

50 
для активации α7-нХР (0.5–1.5 

мM) [31, 33]. Известно, что α7-нХР относятся к очень 
быстро десенситизируемым холинорецепторам 
[34]. Однако, согласно десенситизационной модели 
для α7-нХР, низкие (не достигающие ЕС

50
) концен-

трации агонистов приводят к пролонгированному от-
крытию канала α7-нХР с незначительным развитием 
десенситизации или блоку открытого канала при не-
гативных (гиперполяризационных) значениях мем-
бранного потенциала [32]. Тот факт, что снижение 
холином квантового состава ПКП предотвращается 
блокаторами α7-нХР, означает, что действие холина 
в данной концентрации (100 мкМ) реализуется через 
активацию, а не десенситизацию нейрональных нХР 
на пресинаптической мембране. Долговременный ха-
рактер наблюдаемых эффектов холина может быть 
следствием процессов, разыгрывающихся при акти-
вации α7-нХР. Недавно на претерминальных аксонах 
гиппокампальных нейронов показали, что даже кра-
тковременная (10 мин) активация α7-нХР экзогенны-
ми агонистами может приводить (вслед за быстрыми 
эффектами) к долговременным – в течение 30 мин 
и более – внутриклеточным подъемам уровня каль-
ция, активации кальмодулинкиназы типа II и других 
ферментов, что сопровождается долговременным 
усилением секреции медиатора [35].

В периферических синапсах при активации холи-
ном пресинаптических α7-нХР мы обнаружили дру-
гой эффект – долговременное торможение секреции 
вследствие вовлечения в работу кальций-зависимых 
низкопроводящих калиевых каналов SK-типа. Такие 
каналы описаны на моторных нервных терминалях 
грызунов [36]. Показано их возможное участие в ре-
гуляции частоты спонтанных МПКП [37]. В нашей 
работе впервые обнаружена возможность активации 
и участие SK-каналов в реализации тормозного дей-
ствия холина на вызванный выброс АХ. Аналогичные 
примеры срабатывания SK-каналов вследствие ак-
тивации α7-нХР описаны в центральных синапсах 
волосковых клеток [23], нейронах гиппокампа [24].

Применение рианодина как блокатора рианоди-
новых рецепторов выявило необходимость участия 
еще и рианодин-чувствительного выброса кальция 
из депо для реализации тормозных эффектов холи-
на. В центральной нервной системе функциональное 
сопряжение работы α7-нХР и рианодиновых рецеп-
торов служит для усиления кальциевого сигнала 
в терминалях и облегчения выброса ацетилхолина 
или других медиаторов [14, 38, 39]. Мы впервые по-
казали, что в периферических синапсах, напротив, 
функциональное взаимодействие α7-нХР и рианоди-
новых рецепторов кальциевых депо приводит к тор-
можению вызванной секреции медиатора вследствие 
активации кальций-зависимых калиевых каналов 
SК-типа. По-видимому, в моторных нервных тер-
миналях α7-нХР расположены на удалении от мест 
экзоцитоза, но пространственно сближены с опреде-
ленными примембранными цистернами рианодино-
вых кальциевых депо, и этот комплекс способен ак-
тивировать калиевые каналы SK-типа. Аналогичное 
взаимодействие α7-нХР, рианодиновых рецепторов 
и SK-каналов описано в интернейронах гиппокампа 
на постсинаптическом уровне [24], у волосковых кле-
ток [40]. В обоих случаях это приводило к торможе-
нию нейрональной активности.

Хорошо известно, что в центральной нервной си-
стеме внеклеточный АХ и его дериват холин через 
их диффузно-объемное действие могут регулировать 
активность внесинаптических и околосинаптических 
α7-нХР, локализованных на претерминальных аксо-
нах, дендритах нейронов и телах глиальных клеток 
мозга [41]. Для периферических аксонов и термина-
лей мотонейронов подобная регуляция с участием 
АХ и холина еще не была описана. Уровень выбро-
са ацетилхолина и активность ацетилхолинэсте-
разы в нервно-мышечных синапсах гораздо выше, 
чем в центральных холинергических синапсах [41]. 
Следовательно, при долговременной работе синап-
сов и гидролизе АХ должен значимо возрастать уро-
вень эндогенного холина в синаптической щели. Его 
диффузия из щели и активация пресинаптических 
α7-нХР могли бы служить механизмом эндогенной 
ауторегуляции секреции АХ по принципу отрица-
тельной обратной связи. Однако нам не удалось об-
наружить эффекты эндогенного холина на выброс 
АХ в условиях одиночной и кратковременной рит-
мической активности синапсов. Вопреки ожиданиям 
аппликация блокаторов α7-нХР не вызвала каких-
либо изменений квантового состава одиночных ПКП 
и ПКП в коротких ритмических залпах (50 ПКП, 50 
Гц). Возможно, требуются периоды более продолжи-
тельной или интенсивной работы моторных синапсов 
для накопления эндогенного холина, его диффузии 
из щели (спилловера) и проявления его тормозного 
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действия, особенно если пресинаптические α7-нХР 
удалены от мест экзоцитоза, как, например, в пре-
терминальных α7-нХР в центральных синапсах 
[42]. Правомочность подобных представлений под-
тверждается данными экспериментов на синапсах 
диафрагмы крысы, в которых способность блокато-
ров α7-нХР предотвращать падение квантового со-
става ПКП удается выявить только, если это паде-
ние развивается в результате длительной (в течение 
нескольких часов) низкочастотной работы синап-
сов [17].

ЗАКЛЮчЕНИЕ
В нашей работе показано, что тоническое действие 
экзогенного холина, взятого в относительно низких 
для активации α7-нХР дозах, приводит к долго-
временному торможению выброса медиатора АХ. 

Впервые раскрыт механизм этого торможения. Он 
заключается в активации холином пресинаптиче-
ских аксональных α7-нХР с последующим выбро-
сом депонированного кальция через рианодино-
вые рецепторы и активацией К

Са
-каналов SK-типа 

в моторных терминалях мыши. Нельзя исключить 
и других возможных участников описанного меха-
низма, например, определенных кальций-зависи-
мых ферментов, однако это требует специальных ис-
следований. Заманчиво также проверить, может ли 
холин-зависимое торможение секреции медиатора 
вносить вклад в утомление нервно-мышечной пере-
дачи в случае долговременной интенсивной работы 
моторных синапсов млекопитающих. 

Работа поддержана РФФИ  
(грант № 13-04-00413a).
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РЕФЕРАт Описан новый класс аналогов нуклеиновых кислот, содержащих фосфорилгуанидиновую группу. 
Окисление связанного с полимерным носителем динуклеозид-β-цианэтилфосфита йодом в присутствии 
1,1,3,3-тетраметилгуанидина приводит к образованию динуклеотида, содержащего незаряженную тетра-
метилфосфорилгуанидиновую группу (Tmg), в качестве основного продукта. Tmg-группа устойчива в усло-
виях твердофазного олигонуклеотидного синтеза, последующего удаления защитных групп и отщепления 
олигонуклеотида от полимерного носителя аммонолизом. Олигонуклеотиды, содержащие Tmg-группу, 
способны связываться с комплементарными последовательностями ДНК и РНК со сродством, лишь незна-
чительно отличающимся от сродства природных олигодезоксирибонуклеотидов. 
КЛЮчЕВЫЕ СЛОВА аналоги нуклеиновых кислот, модифицированный олигонуклеотид, твердофазный син-
тез, тетраметилгуанидин, фосфорилгуанидин, фосфит.
CПИСОК СОКРАЩЕНИй MALDI-TOF – матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация с по-
следующим применением времяпролетного масс-анализатора; ОФ-ВЭЖХ – обращенно-фазовая высоко-
эффективная жидкостная хроматография; TMG – 1,1,3,3-тетраметилгуанидин.

Аналоги нуклеиновых кислот различной 
структуры широко используются в молеку-
лярно-биологических исследованиях, а так-

же рассматриваются в качестве перспективных 
терапевтических средств и зондов для молекуляр-
ной диагностики [1, 2]. Однако в настоящее время 
главным препятствием, сдерживающим широкое 
внедрение производных нуклеиновых кислот, яв-
ляется недостаточное проникновение олигонуклео-
тидов в клетки в отсутствие особых трансфекцион-
ных агентов или доставочных платформ. Считается, 
что одна из основных причин неэффективного про-
никновения олигонуклеотидных производных в клет-
ку – их большой суммарный отрицательный заряд.

За последние 20 лет относительно хорошо были из-
учены только два типа аналогов нуклеиновых кислот 
с формально электронейтральным остовом – пеп-
тидные нуклеиновые кислоты (PnA) [3] и фосфор-
диамидные морфолиноолигонуклеотиды (РМО) [4]. 
Аналоги обоих типов способны к комплементарному 
связыванию с природными молекулами ДНК и РНК, 
и в силу этого они нашли применение как в молеку-
лярной биологии, так и, в особенности, в медицине 
в качестве потенциальных лекарственных препа-
ратов [5, 6]. Таким образом, поиск новых аналогов 
нуклеиновых кислот, на основе которых возможна 
разработка олигонуклеотидных терапевтических 

средств, способных эффективно проникать в клет-
ки в отсутствие трансфекционных агентов или иных 
средств доставки, остается весьма актуальной зада-
чей.

Мы показали, что окисление 3',5'-дитимидин-β-
цианэтилфосфита йодом в пиридине в присутствии 
1,1,3,3-тетраметилгуанидина (tMG) приводит к об-
разованию динуклеотида с межнуклеотидной тетра-
метилфосфорилгуанидиновой группой (tmg) в ка-
честве основного продукта (рисунок А) (аналогично, 
окисление триалкилфосфитов йодом в пиридине 
в присутствии первичного амина приводит к обра-
зованию фосфорамидов [7]). Твердофазный олиго-
нуклеотидный синтез был продолжен до получения 
гексатимидилата. Олигонуклеотид отщепляли от по-
лимера 25% водным раствором аммиака при комнат-
ной температуре в течение 1 ч, после чего аммиак 
удаляли в вакууме, и раствор, содержащий олиго-
нуклеотид, анализировали при помощи ОФ-ВЭЖХ 
и масс-спектрометрии MALDI-tOF.

На профиле элюции реакционной смеси (рису-
нок Б) видно, что основным продуктом является 
олигонуклеотид 5'-d(t5

p*t), где р* обозначает по-
ложение tmg-группы. Модифицированному олиго-
нуклеотиду соответствуют два пика с τ

r
 16.7 и 17.6 

мин, которые можно отнести к отдельным диастере-
омерам в силу хиральности межнуклеотидной фос-
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форилгуанидиновой группы. В качестве побочного 
продукта присутствует также немодифицированный 
олигонуклеотид dТ

6
 с τ

r
 14.3 мин, который, вероятно, 

образуется в результате гидролиза промежуточного 
реакционноспособного йодфосфониевого произво-
дного следами влаги. Следует отметить выраженный 
гидрофобный характер tmg-группы, проявляющий-
ся в увеличении времени удерживания τ

r
 олигону-

клеотида с tmg-группой по сравнению со временем 
удерживания немодифицированного олигонуклео-
тида. Были синтезированы модифицированные оли-
готимидилаты длиной до 20 нуклеотидов с одной 

или двумя tmg-группами в разных положениях 
олигонуклеотидной цепи. Наличие тетраметилфос-
форилгуанидиновых групп в составе олигонуклео-
тидов подтверждено данными масс-спектрометрии 
MALDI-tOF (таблица).

Эксперименты по термической денатура-
ции c оптической регистрацией сигнала при кон-
центрации каждого олигонуклеотида 10-5 М 
в 10 мM na-какодилатном буфере рН 7.2, содер-
жащем 100 мM nacl и 5 мM Mgcl

2
, выявили от-

носительно незначительное влияние изолирован-
ной tmg-группы на 3'-конце и в середине цепи 

а – структура олигонуклеотида с межнуклеотидной тетраметилфосфорилгуанидиновой группой (Tmg). Б – про-
филь элюции олигонуклеотида 5'-d(T

5
p*T), где р* – положение Tmg-группы. ОФ-ВЭЖХ проводили на хромато-

графе Agilent 1200 (США), используя колонку Zorbax SB-C18 (5 мкм) 4.6 × 150 мм в градиенте ацетонитрила 
(0 → 40%) в 20 мМ ацетате триэтиламмония, рН 7 в течение 30 мин, скорость элюции 2 мл/мин

а Б

A
26

0, 
у

сл
. 

е
д

.
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Время удерживания, мин

5´-d(TTTTTp*T)
dT

5
 + dT

6

Структура и молекулярные массы фосфорилгуанидиновых производных олигонуклеотидов, содержащих Tmg-
группу

№ Нуклеотидная последовательность, 
5' → 3'

Молекулярная масса#

расчет 
[M]

эксперимент 
[M + H]+ [M–H]–

1 d(tttttр*t) 1860.39 1860.35 1857.54
2 d(tр*ttttt) 1860.39 1860.34 1858.63
3 d(tcp*A) 941.80 942.17 938.97
4 d(tttttttttttttttttttр*t) 6119.16 6121.13 6113.80
5 d(tttttttttttр*ttttttttt) 6119.16 6121.54 –
6 d(ttр*tttttttttttttttttt) 6119.16 6120.01 6114.19
7 d(ttр*tttttttttttttttttр*t) 6216.33 – 6221.11

р* – положение Tmg-группы. 
#Спектры MALDI-TOF регистрировали на приборе Bruker Reflex III Autoflex Speed (Германия) в варианте положи-
тельных или отрицательных ионов с использованием 3-гидроксипиколиновой кислоты в качестве матрицы.
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на стабильность комплементарного комплекса, об-
разованного модифицированными олигодезоксири-
бонуклеотидами с матрицами поли(dA) и поли(rA) 
по сравнению с контрольным олигонуклеотидом dt

20
. 

Температуры плавления (T
m

) комплексов на ма-
трице поли(rA) составили 48оС для 5'-d(t

19
р*t) 

и 46.5оС для 5'-d(t
11

р*t
9
), 54 и 52.5оС на матрице 

поли(dA) соответственно, что достаточно близко 
к T

m
 комплексов, образованных олигонуклеотидом 

dТ
20

 на тех же матрицах – 48 и 55оС соответственно. 
Индивидуальные диастереомеры d(t

19
р*t), которые 

смогли разделить при помощи ОФ-ВЭЖХ, на матри-
це dc

2
A

20
c

2
 показали незначительно различающие-

ся значения Т
m

 – 45.8оС у диастереомера c меньшим 
временем удерживания и 45.1оС у диастереомера 
с большим временем удерживания по сравнению 
с 45оС у немодифицированного олигонуклеотида dt

20
. 

Комплекс олигонуклеотида с модификацией в сере-
дине цепи d(t

11
р*t

9
), полученного в виде смеси диа-

стереомеров, плавился при 44.7оС. Эти результаты 
тем более неожиданные, поскольку при замещении 
межнуклеотидного фосфата тетраметилфосфорил-
гуанидиновой группой на место одного атома кисло-
рода входит группировка из 20 атомов (считая и ато-
мы водорода). Полученные данные свидетельствуют, 
что модифицированные tmg-группами олигодезок-
сирибонуклеотиды могут образовывать устойчивые 
комплементарные комплексы с ДНК и РНК, лишь 
незначительно отличающиеся по своей термической 
стабильности от нативных, что, в частности, необхо-
димо для проявления терапевтической активности.

Таким образом, нами описан новый класс фос-
форилгуанидиновых аналогов нуклеиновых кислот 
[8], третий в мировой практике класс формально 
электронейтральных производных олигонуклеоти-
дов наряду с уже известными пептидными нукле-
иновыми кислотами и морфолиновыми олигоме-
рами. Полученные результаты свидетельствуют, 
что окисление межнуклеотидного фосфита йодом 
в пиридине в присутствии 1,1,3,3-тетраметилгуани-
дина может служить удобным методом получения 
производных олигонуклеотидов с тетраметилфос-

форилгуанидиновой (tmg) группой. Важно отме-
тить, что, в отличие от предложенных ранее оли-
гонуклеотидных аналогов, а именно PnA и PMO, 
синтез фосфорилгуанидиновых производных мож-
но проводить в рамках обычной амидофосфитной 
химии с использованием стандартного синтезато-
ра ДНК. Появляется возможность получения раз-
нообразных фосфорилгуанидиновых олигомеров 
с использованием широкого спектра коммерчески 
доступных амидофосфитных мономеров, включая 
модифицированные по углеводным остаткам и гете-
роциклическим основаниям. 

Показано, что tmg-группа устойчива в усло-
виях твердофазного олигонуклеотидного синте-
за, последующего удаления защитных групп и от-
щепления от полимерного носителя гетерогенных 
олигодезоксирибонуклеотидов при помощи 25% 
водного раствора аммиака в течение 16 ч при 55оС. 
Олигонуклеотиды, содержащие одну или несколько 
tmg-групп, связываются с комплементарными по-
следовательностями ДНК и РНК со сродством, лишь 
незначительно отличающимся от сродства природ-
ных олигодезоксирибонуклеотидов, несмотря на про-
странственно-затрудненный характер tmg-группы. 
Полученные результаты, по нашему мнению, сви-
детельствуют о возможности использования нового 
класса фосфорилгуанидиновых аналогов нуклеино-
вых кислот для создания новых биологически актив-
ных производных олигонуклеотидов. 

Авторы выражают благодарность М. Касакину 
за помощь в регистрации масс-спектров 

и А. Ломзову за проведение экспериментов 
по термической денатурации.
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ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ
Журнал Acta Naturae публикует экспериментальные и об-
зорные статьи, мини-обзоры, краткие сообщения, посвя-
щенные наиболее актуальным вопросам фундаментальных 
и прикладных наук о живом и биотехнологий. Журнал вы-
пускается издательским домом «Парк-медиа» на русском 
и английском языках. Журнал Acta Naturae входит в Пере-
чень ведущих периодических изданий Высшей аттестаци-
онной комиссии Минобрнауки России.

Редакция журнала Acta Naturae просит авторов руко-
водствоваться приведенными ниже правилами. Статьи, не 
соответствующие профилю журнала или не соответствую-
щие его требованиям, отклоняются Редакционным советом и 
Редколлегией без рецензирования.  Редакция не рассматри-
вает работы, результаты которых уже были опубликованы 
или находятся на рассмотрении в других изданиях.

Максимальный объем обзора вместе с таблицами и спи-
ском литературы не должен превышать 50 000 знаков (при-
мерно 40 страниц формата А4, напечатанных через 1.5 ин-
тервала, шрифт times new roman, 12 размер) и 16 рисунков.

Объем экспериментальной статьи не должен превышать 
30 000 знаков (20 страниц формата А4 вместе с таблицами 
и списком литературы). Число рисунков не должно пре-
вышать 10. Статьи большего объема принимаются только 
после предварительного согласования с редакцией.

Новые приоритетные данные, требующие срочного опу-
бликования, могут быть напечатаны в разделе «Краткие 
сообщения». Краткое сообщение должно содержать по-
становку задачи, экспериментальный материал и выводы. 
Объем краткого сообщения не должен превышать 12 000 
знаков (8 страниц формата А4 вместе с таблицами и спи-
ском литературы не больше 12 источников).  Число рисун-
ков не должно превышать трех. 

Рукопись следует присылать в редакцию в электронном 
виде: текст в формате Word 2003 for Windows, рисунки в 
формате tIFF. Отдельным файлом присылается перевод 
на английский язык названия статьи, фамилий и инициа-
лов авторов, названий организаций, реферата, ключевых 
слов, сокращений, списка литературы и подписей к рисун-
кам.

При подаче статьи авторы заключают с редакцией до-
говор о передаче права на использование произведения. 
Форму договора можно скачать с сайта www.actanaturae.
ru.  Договор, подписанный от имени всего авторского кол-
лектива первым или последним автором, следует выслать 
на адрес редакции: 119311,  Москва, а/я 136, редакция 
журнала Acta Naturae, или принести в редакцию по адре-
су:  Москва, Ленинские горы, Научный парк МГУ, влад. 1, 
стр. 75Г, офис 628.

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕй
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

 • УДК в левом верхнем углу. Шрифт — курсив, размер 9.
 • Название статьи. Шрифт — заглавный, полужирный. За-
главие не должно быть слишком длинным или коротким 
и малоинформативным. Оно должно отражать главный 
результат, суть и новизну работы. Название не должно 
превышать 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
 – температура 

плавления, Т
ф. п

 – температура фазового перехода. Ис-
ключение: млн – миллион – без точки. 
 • 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).
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 • 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 комплекс-
ные соединения в химических формулах, а также неко-
валентные 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. Очередность 
публикации устанавливается по дате принятия статьи 
к печати. Члены редколлегии имеют право рекомендовать к 
ускоренной публикации статьи, отнесенные редколлегией к 
приоритетным и получившие 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. 

Рукопись, направленная авторам на доработку по заме-
чаниям рецензентов и редакторов, рецензируется повторно, 
после чего редколлегия вновь решает вопрос о приемлемости 
ее для публикации. В начале публикуемой статьи приводят-
ся даты поступления рукописи в редакцию и принятия ру-
кописи в печать после положительного решения рецензента.

Возвращение рукописи авторам на доработку не означает, 
что статья принята к печати. После получения доработанного 
текста рукопись вновь рассматривается редколлегией. Дора-
ботанный текст автор должен вернуть вместе с первоначаль-
ным вариантом статьи, а также ответами на все замечания. 

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 допускаются 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 
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