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Письмо редакторов

Уважаемые читатели!
Редакционная коллегия и  редак-
ционный совет предлагают вашему 

вниманию  очередной, 19-й номер журна-
ла Acta Naturae. Анализируя публикацион-
ную активность и цитирование, мы с радостью 
можем констатировать, что журнал нашел 
своего читателя, а уровень публикаций посто-
янно растет. Относительно недавно изданием 
заинтересовалась известная консалтинговая 
компания Macmillan Science Communication, 
сотрудничающая с Nature Publishing Group. 
Эта компания отобрала наш журнал (среди 
трех российских научных журналов) в ка-
честве модели для продвижения в России. 
В содружестве со SkolTech Macmillan Sci-
ence Communication составлен бизнес-план, 
нацеленный на увеличение читательского ин-
тереса к изданию и повышению цитирования. 
Нам есть куда расти. Достаточно отметить, 
что старейший отечественный журнал «Био-
химия» (Biochemistry, Moscow) имеет импакт-
фактор за 2012 год 1.149, что вполне достижи-
мо для Acta Naturae, возможно, в недалеком 
будущем (импакт-фактор Acta Naturae за 2012 
год 0.477). Портфель редакции имеет вполне 
солидный «запас прочности», что, впрочем, 
не  отражается на  увеличении сроков пу-
бликации статей. В ряде случаев при благо-
приятных двух рецензиях срок публикации 
не превышает и двух месяцев. Естественно, 
что в «тяжелых» случаях при повторных ре-
цензированиях время публикации может за-
тянуться и на полгода. Мы были бы заинтере-
сованы в увеличении доли статей в области 
фундаментальной медицины и хороших об-
зорах, полезных для молодежной и даже сту-
денческой аудитории.

 В этом номере мы сохранили традицион-
ную рубрикацию и предлагаем вам несколь-
ко интересных обзоров, оригинальных статей 
и раздел «Форум», посвященный итогам 38-го 
Конгресса Федерации европейских биохи-
мических обществ (FEBS 38), проходившего 
в этом году в Санкт-Петербурге. Вниманию 
читателей предлагается обзор Е.А. Васьковой 
с соавт., посвященный феномену «эпигенети-
ческой памяти» плюрипотентных стволовых 

клеток. Наш журнал уделял должное внима-
ние проблемам репрограммирования ство-
ловых клеток, и в этой связи предлагаемая 
статья дополнит имеющиеся сведения в этой 
области. Следующая публикация (А.Л. Риппа 
и  соавт.) в  разделе «Обзоры» отражает, 
по мнению редакции, современные тенденции 
в направлении регенеративной медицины. Она 
посвящена роли интегринов в формировании 
эпидермиса. Третий обзор посвящен аптаме-
рам (А.В. Лахин и др.). По всей видимости, эти 
миметики в скором времени займут опреде-
ленное место в биофармацевтике.

Экспериментальный раздел открывается 
статьей Р. Шах-Махмуда и О.Н. Ильинской 
о роли рибонуклеазы в противодействии пан-
демическому вирусу гриппа А (H1N1). В ста-
тье группы П.Г. Георгиева рассматриваются 
классические проблемы молекулярной био-
логии. Она имеет несколько провокационное 
название: «Конкуренция внутри интронов: 
сплайсинг побеждает полиаденилирова-
ние». Не осталась в стороне и классическая 
энзимология в статье группы В.И. Тишкова, 
описывающей структурные аспекты ги-
дролазы эфиров альфа-аминокислот. Про-
блемы врожденного иммунитета нашли от-
ражение в  статье Е.Р. Садчиковой с соавт. 
Наш журнал позитивно относится и к хоро-
шим статьям в  области нейрофизиологии, 
в  частности, в  этом номере опубликована 
статья из очень сильной Казанской школы 
(А.Л. Зефиров с  соавт.). Механизмы ауто-
иммунных патологий и модели этих заболе-
ваний изложены в  статьях Я.А. Ломакина 
с соавт. и А.Г. Соболева с соавт. Молекуляр-
ные механизмы стресса рассмотрены в ста-
тье Д.Н. Барякина с  соавт. Работы группы 
С.Б. Середенина и А.Н. Веревкина посвящены 
исследованию механизмов патологических 
состояний и разработке потенциальных ле-
карственных средств при депрессии и сахар-
ном диабете 2 типа.

В заключениe хочется от всей души поже-
лать читателям журнала здоровья и всяче-
ских успехов в Новом 2014 году! 

Редколлегия
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Роль интегринов в формировании и 
гомеостазе эпидермиса и придатков 
кожи

А. Л. Риппа, Е. А. Воротеляк, А. В. Васильев, В. В. Терских
Интегрины играют важнейшую роль в регуляции адгезии, миграции, 
пролиферации и дифференцировки клеток. Создание мышей с ткане-
специфическим нокаутом генов интегринов и определение генетиче-
ской основы ряда кожных заболеваний у человека позволили понять 
значение интегринов в биологии, физиологии и морфогенезе эпидер-
миса и волосяного фолликула. Обсуждаются данные о роли различных 
классов интегриновых рецепторов в биологии эпидермальных клеток, 
развитии эпидермиса и волосяных фолликулов.
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Интегриновые рецепторы во вза-
имодействии матрикс–клетка

Моделирование трехмерной структуры гидролазы эфиров 
альфа-аминокислот из Xanthomonas rubrilineans

С. А. Зарубина, И. В. Упоров, Е. А. Федорчук, В. В. Федорчук,  
А. В. Скляренко, С. В. Яроцкий, В. И. Тишков
Гидролаза эфиров α-аминокислот (AEH) является перспективным 
биокатализатором синтеза β-лактамных антибиотиков – как пени-
циллинов, так и цефалоспоринов. Методом гомологичного моделиро-
вания построена структура AEH из Xanthomonas rubrilineans (XrAEH) 
и проведен анализ его активного центра. С помощью докинга получе-
ны структуры комплексов XrAEH с ампициллином, амоксициллином, 
цефалексином, метиловыми эфирами D-фенилглицина и 4-окси-D-
фенилглицина и определен ряд антибиотиков, при синтезе которых 
фермент XrAEH будет наиболее эффективен.

Общий вид тетрамера XrAEH

Неолактоферрин как стимулятор врожденного и адаптивного 
иммунитета 900
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*,#А. Д. Черноусов, М. Ф. Никонова, Н. И. Шарова, А. Н. Митин, 
М. М. Литвина, П. Е. Садчиков, И. Л.  Гольдман, А. А. Ярилин, 
Е. Р. Садчикова
Инновационный продукт Неолактоферрин представляет со-
бой естественную комбинацию рекомбинантного лактофер-
рина человека (90%) и лактоферрина козы (10%), выделенных 
из молока коз-продуцентов, несущих в геноме полноразмер-
ный ген лактоферрина человека. Изучено действие Неолак-
тоферрина на клетки иммунной системы человека. Показано, 
что Неолактоферрин обладает иммунотропной активностью, 
сдерживает развитие иммунных процессов по воспалитель-
ному пути. Обогащение Неолактоферрина ионами железа 
усиливает его провоспалительную активность.

Влияние Неолакта и Неолакта, обогащен-
ного железом, на секрецию моноцитами 
цитокинов IL-1β и TNFα
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ФОРУМ

FEBS 38 в Петербурге
2013 год был ознаменован для российской научной общественности, работающей в области 
«наук о жизни», крупнейшим событием – проведением в Санкт-Петербурге с 6 по 11 июля 
38-го Конгресса Федерации европейских биохимических обществ (ФЕБО – FEBS). Пресса 
и средства массовой информации (необходимо отметить, что РИА «Новости» было официаль-
ным партнером Конгресса) достаточно активно освещали это событие, тем не менее многое 
осталось за кадром. Журнал Acta Naturae и люди, его делающие, принимали самое активное 
участие в организации и проведении этого форума. В последнем в этом году номере журнала 
мы бы хотели поделиться своими впечатлениями «изнутри» и дать анализ произошедшего.

Немного статистики 
и сравнение с «Западом»
Организация FEBS объединяет 
более 36 000 исследователей в 35 
Национальных биохимических 
обществах стран Европы. Ее дея-
тельность распространяется дале-
ко за пределы конгрессной плат-
формы. В структуру FEBS входят 
комиссии по изданию журналов 
(FEBS Journal; FEBS Letters и др.), 
«Наука и общество», «Женщины 
в науке», секция образования, ко-
митет по стипендиям и др. Орга-
низация FEBS очень демократиче-
ская и предполагает регулярные 
перевыборы руководства и пред-
седателей комитетов. 

Конгрессы FEBS ежегодно про-
ходят в  европейских странах 
в течение уже около 40 лет и объ-
единяют научную европейскую 
общественность, работающую в об-
ласти наук о жизни. Тематика кон-
грессов за последние годы значи-
тельно расширилась и в известном 
смысле пересекается с тематикой 
конгрессов по биофизике, нейрона-
укам, иммунологии. Эта тенденция 
не случайна, так как стремление 
к глубокой специализации направ-
лений исследований, характерное 
для конца XX столетия, имеет тен-
денцию быть замененным на «уни-
версализацию» исследований 
и активное сочетание дисциплин 
и  экспериментальных подходов. 
Внедрение «omics», глубокого сек-
венирования, применение плат-

форм ЯМР, рентгеноструктурного 
анализа с использованием методов 
QM/MD действительно позволяет 
комплексно подойти к  решению 
задач биологии и  молекулярной 
медицины. Такое положение дел 
не  могло не  отразиться на  про-

граммах больших международных 
форумов. Требования к их орга-
низации возросли многократно. 
В настоящее время привлечение 
нескольких тысяч человек одно-
временно, своего рода научных 
«флешмобов», требует от  орга-

Таблица 1. Количество участников Конгресса по странам  
(представлены данные по первым 20 странам)

Россия 864 Корея 53

Турция 151 Украина 52

Польша 115 Португалия 46

Италия 112 Япония 31

США 111 Израиль 29

Германия 107 Греция 27

Великобритания 95 Нидерланды 27

Чехия 84 Румыния 26

Франция 83 Хорватия 23

Испания 73 Венгрия 23
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Таблица 2. Основные и сателлитные симпозиумы 38-го Конгресса FEBS

Основные симпозиумы
I. Механизмы генетического контроля

ОРГАНИЗАЦИЯ ГЕНОМОВ ЭУКАРИОТ (S1) Председатели: Wendy Bickmore, С. Разин
МИР РНК (S2) Председатели: О. Донцова, Eric Westhof
ПОВРЕЖДЕНИЯ И РЕПАРАЦИЯ ДНК (S3) Председатели: Е. Громова, О. Лаврик, Leon Mullenders
КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ГЕНОМИКА (W4) Председатели: К.Г. Скрябин, Huanming Yang
НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ КАК МИШЕНИ В ТЕРАПИИ (W5) Председатель: В. Власов

II. Механизмы биокатализа и динамики белков
БИОКАТАЛИЗ: ОСНОВНЫЕ ПРОБЛЕМЫ (S6) Председатели: Michael Blackburn, А. Габибов
СТРУКТУРА И ФОЛДИНГ БЕЛКОВ (S7) Председатели: Cyrus Chothia, А. Финкельштейн
ДИНАМИКА БЕЛКОВ (W8) Председатели: А. Арсеньев, О. Федорова, Jaak Jarv
ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ФЕРМЕНТОВ С ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИМИ СОЕДИНЕНИЯМИ (W9)  
Председатели: Patrick Masson, С. Варфоломеев
МЕМОРИАЛЬНЫЙ СИМПОЗИУМ, ПОСВЯЩЕННЫЙ ПАМЯТИ АЛЕКСАНДРА БРАУНШТЕЙНА: ФЕРМЕНТЫ, 
КОФАКТОРЫ, МЕХАНИЗМЫ (W10) Председатели: Т. Демидкина, Andrea Mozzarelli, В. Тишков

III. Механизмы коммуникации и сигнализации	
ПЕРЕДАЧА СИГНАЛОВ ИОННЫМИ КАНАЛАМИ: ОТ ПРОСТРАНСТВЕННОЙ СТРУКТУРЫ 
К ФИЗИОЛОГИЧЕСКИМ МЕХАНИЗМАМ (S11) Председатели: А. Казначеева, О. Крышталь, Alan North, В. Цетлин
МЕМБРАННЫЙ ТРАНСПОРТ И СЕКРЕЦИЯ: ОТ НЕФРОНОВ К НЕЙРОНАМ (S12) Председатели: Qais Al-Awqati, 
Dominique Eladari, А. Петренко
БИОХИМИЯ ОТВЕТА НА СТРЕСС (S13) Председатели: Б. Маргулис, Gabriele Multhoff
«МИТОХОНДРИОЛОГИЯ»: НОВЫЕ ПОДХОДЫ В БИОЭНЕРГЕТИКЕ (S14) Председатели: Sergio Papa, В. Скулачев
КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ПРОТЕОЛИЗА (S15) Председатели: Aaron Ciechanover, Helle Ulrich

IV. Молекулярные механизмы заболеваний
БИОХИМИЯ ДЛЯ МЕДИЦИНЫ: СОЗДАНИЕ ЛЕКАРСТВ И ДИАГНОСТИКА (S16) Председатели: А. Егоров, 
О. Киселев, С. Комиссаренко, Tomas Zima
БИОХИМИЯ НЕОПЛАСТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ (S17) Председатели: Г. Георгиев, Joseph Schlessinger
МЕХАНИЗМЫ ПЕРЕДАЧИ СИГНАЛОВ G-БЕЛКАМИ (S18) Председатели: Andrew Goryachev, Alfred Wittinghofer
БИОХИМИЯ НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ (S19) Председатели: Yves Agid, М. Угрюмов
ФОТОРЕЦЕПЦИЯ И БИОХИМИЯ ЗРЕНИЯ (S20) Председатели: Karl-Wilhelm Koch, М. Островский
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ: ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ОСНОВЫ И ПРИМЕНЕНИЕ (S21) Председатели: 
Clare Blackburn, А. Томилин

V. Биохимические механизмы иммунной защиты
МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ АУТОИММУНИТЕТА (S22) Председатели: Jean Francois Bach, Ludwig M. Sollid
ИММУНОХИМИЯ И БИОИНЖЕНЕРИЯ (S23) Председатели: С. Деев, Andreas Plückthun
B-КЛЕТКИ ПРИ ВОСПАЛЕНИИ И ЗАБОЛЕВАНИЯХ (W24) Председатели: Elias Toubi, Moncef Zouali

VI. Основные аспекты биохимии
ПРОТЕОМИКА И ПЕПТИДОМИКА (S25) Председатели: В. Говорун, В. Иванов
МЕТАБОЛИЗМ МОРСКИХ ОРГАНИЗМОВ: СТРУКТУРА И АКТИВНОСТИ (S26) Председатель: В. Стоник
БИОХИМИЯ РАСТЕНИЙ (S27) Председатель: А. Гречкин
ГЛИКОБИОЛОГИЯ: УГЛЕВОД-БЕЛКОВЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ (S28) Председатели: Н. Бовин, Monica Palcic
БИОИНФОРМАТИКА (W29) Председатели: М. Гельфанд, E. Koonin
СИСТЕМНАЯ БИОЛОГИЯ (W30) Председатели: И. Горянин, Daniel Thomas, М. Самсонова
БИОГЕННЫЕ ПОЛИАМИНЫ В КЛЕТОЧНОМ МЕТАБОЛИЗМЕ (W31) Председатели: Robert Casero, А. Хомутов, 
Heather Wallace
БИОХИМИЯ БЕСПОЗВОНОЧНЫХ (W32) Председатели: А. Гранович, Jorgen Markl, Н. Михайлова
БИОИНЖЕНЕРИЯ: ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ОСНОВЫ И ПРИМЕНЕНИЕ (W33) Председатели: В. Попов, 
В. Швядас

Симпозиумы FEBS и сателлитные симпозиумы
ЖЕНЩИНЫ В НАУКЕ Председатель: Cecilia Arraino
НАУКА И ОБЩЕСТВО. РАК: МЕХАНИЗМЫ, ЛЕЧЕНИЕ, ПРОФИЛАКТИКА И ПЕРСПЕКТИВЫ 
ПЕРСОНИФИЦИРОВАННОЙ МЕДИЦИНЫ Председатели: Jacques-Henry Weil, Alexander Eggermont, 
М. Личиницер
ОБРАЗОВАНИЕ В ОБЛАСТИ БИОХИМИИ «БОЛОНСКИЙ ПРОЦЕСС – ДИСКУССИЯ “ЗА” И “ПРОТИВ“»  
Председатели: Ferdinand Hucho, Т. Овчинникова
КОМИТЕТ ФЕБО ПО ОБРАЗОВАНИЮ: НАУКИ О ЖИВОМ. КРИТЕРИИ ОБРАЗОВАНИЯ Председатели: Gül 
Güner Akdogan, Keith Elliott
EMBL–РОССИЯ: СОТРУДНИЧЕСТВО РОССИИ И ЕВРОПЫ В ОБЛАСТИ НАУК О ЖИВОМ Председатели: 
Iain Mattaj, В. Панченко
САТЕЛЛИТНЫЙ СИМПОЗИУМ «ЯМР В БИОЛОГИИ» Председатель: Isabella C. Felli
НАУЧНОЕ СОВЕЩАНИЕ ПО ГЕНОЦЕНТРИЧНОМУ ПРОЕКТУ «ПРОТЕОМ ЧЕЛОВЕКА» Председатели: Juan 
Pablo Alba, А. Арчаков, William Hancock, Young Ki-Paik
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низаторов неимоверных усилий 
по созданию особой научной атмос-
феры, интересной сразу для не-
скольких поколений исследовате-
лей – от студентов и аспирантов 
до крупнейших ученых на излете 
своей карьеры. Бренд FEBS, несмо-
тря на экономические трудности 
в Европе, собирал большие аудито-
рии: Прага, 2009 (1900 делегатов); 
Гетеборг, 2010 (1600 участников); 
Турин, 2011 (1850 человек); Севи-
лья 2012 (2000 человек). 

Мы просто не могли занижать 
планку. На  Конгрессе в  Санкт-
Петербурге было более 2400 че-
ловек, что, как мы видим, явля-
ется рекордом последних лет 
(табл. 1). 

Этот факт удивил руководство 
FEBS, которое изначально относи-
лось к нам хотя и доброжелатель-
но, но с определенным недовери-
ем. Как удалось этого добиться? 
Мы сумели собрать уникальную 
команду докладчиков. Один-
надцать лауреатов Нобелевской 
премии – живые легенды науки 
ХХ и начала ХХI века. Интере-
сен и факт научно-политического 
предвидения руководителя сим-
позиума «Мембранный транспорт 
и секреция: от нефронов к нейро-
нам» проф. Александра Петрен-
ко, пригласившего в  качестве 
ключевого лектора Джеймса Рот-
мана (James Rothman), ставшего 
Нобелевским лауреатом уже по-
сле Конгресса, осенью 2013 года. 
В программе Петербургского кон-
гресса значилось 40 симпозиумов, 
собравших в общей сложности бо-
лее 320 докладчиков (табл. 2). 

В этом был определенный фи-
нансовый и смысловой риск. Ко-
личество докладчиков примерно 
в два раза превышало среднеста-
тистические значения конгрессов 
прошлых лет. По  меткому вы-
ражению профессора Израиля 
Пехта (Israel Pecht), генераль-
ного секретаря FEBS, «в Петер-
бурге было собрано два конгрес-
са FEBS». Пустых аудиторий 

не было. Научная общественность 
в  интенсивном ритме мигриро-
вала между залами заседаний. 
Неудобство доставляло лишь от-
сутствие качественной шумоизо-
ляции между аудиториями. 

Нам удалось обеспечить вы-
сокий уровень «интернациона-
лизма» докладчиков. Как  видно 
из  табл.  3, число докладчиков 
из  России было значительным, 
но не доминирующим, как, к со-
жалению, это случалось на неко-
торых других конгрессах FEBS. 

Этот факт никак не  связан 
с  уровнем отечественной нау-
ки. Мы  могли  бы собрать гораз-
до больше докладов из  России, 
но при этом не была бы выполнена 
одна из главных задач конгрессов 
такого уровня, не были бы пред-
ставлены различные националь-
ные научные школы. На Конгрессе 
в Петербурге было много амери-
канцев. FEBS борется с этой тен-
денцией, но  мы, не  поддавшись 
давлению, поставили во  главу 
угла «качество науки», а не геопо-
литические проблемы. При этом 
нам удалось привлечь и  очень 
качественных лекторов из стран 
«восточного блока» (табл.  3). 
Мы собрали предложения от на-
циональных комитетов стран 
постсоветского пространства 
и стран Восточной Европы и смог-
ли убедить руководителей симпо-
зиумов включить их в программу. 
В  этом Петербургский конгресс 
выгодно отличается от  конгрес-
сов прошлых лет. Крайне инте-
ресно, насколько широким будет 
национальное представительство 
на Конгрессе 2014 года в Париже 
и 2015 в Берлине? 

Нам удалось собрать достаточ-
но много молодежи: из участников 
Конгресса 1118 человек – ученые 
в возрасте до 35 лет (см. диаграм-
мы). Молодые делегаты участво-
вали в  программе Молодежного 
форума Young Scientists Forum, 
YSF (117 человек, руководитель 
канд. хим. наук Алексей Белогу-

ров), в стипендиальной программе 
FEBS (265 человек), стали победи-
телями конкурса молодых ученых, 
поддержанного Министерством 
образования и науки РФ (198 че-
ловек). Была создана уникальная 
атмосфера общения и  возмож-
ность увидеть и поговорить с ли-
дерами мировой научной элиты. 

Немаловажной компонентой 
в  деле привлечения делегатов 
38-го Конгресса FEBS явилось 
культурное наследие России, 
Санкт-Петербург, его окрестно-
сти. Открытие Конгресса состоя-
лось в зале «Октябрьский» и по-
сле торжественной церемонии 
и пленарной лекции лауреата Но-
белевской премии Жюля Хофф-
мана (Jules Hoffmann), которого 
представили Конгрессу академик 
Константин Скрябин и сэр Алан 
Фершт (Alan Fersht), был показан 
балет «Лебединое озеро». Благо-
даря помощи академика Олега 
Киселева, председателя Санкт-
Петербургского биохимического 
общества, и директора Государ-
ственного Эрмитажа Михаила 
Пиотровского было организовано 
ночное посещение этой выдаю-
щейся мировой коллекции про-
изведений искусства. 

Зачем этот форум был нужен 
России?
Проведение Конгресса такого 
уровня достаточно сложное и за-

Таблица 3. Количество приглашен-
ных докладчиков по странам



ФОРУМ

 ТОМ 5  № 4 (19)  2013  | Acta naturae | 9

шись поддержкой национальных 
правительств, проводить подобные 
конгрессы. Советский Союз лишь 
однажды был удостоен чести при-
нимать конгресс FEBS. В 1984 году 
академик Юрий Овчинников про-
вел знаковый XVI Конгресс FEBS 
с участием Лайнуса Полинга, До-
роти Ходжкин и других величай-
ших ученых того времени. 

38-й Конгресс FEBS подтвер-
дил, что  значительная часть 
отечественных ученых соот-
ветствует мировому уровню, 
так как подавляющее большин-
ство проведенных симпозиумов 
(33 из 40) наряду с европейскими 
и американскими председателя-
ми возглавлялись российскими 
учеными, причем не уехавшими 
за рубеж нашими соотечествен-
никами, а исследователями, име-
ющими лаборатории в  России. 
Таким образом, представители 
отечественной науки известны 
за рубежом, причем они способны 
собрать воедино достойных ино-
странных коллег и квалифициро-
ванно организовать тематический 
форум. Этот вывод важен не толь-
ко для нас. Иностранные коллеги 
убедились, что российская наука 
не  погибла и  российских уче-
ных можно приглашать в каче-
стве соисполнителей в крупные 
европейские и  международные 
проекты. Многие иностранные 
делегаты делились своим поло-
жительным впечатлением, полу-
ченным от кратких докладов и по-
стерных сообщений российских 
молодых ученых. Для последних 
это была прекрасная школа вы-
ступлений и общения со своими 
сверстниками и с мировыми на-
учными лидерами. На  Конгрес-
се прекрасно работала секция, 
посвященная проблемам био-
химического образования; руко-
водители – профессора Татьяна 
Овчинникова и Фердинанд Хухо 
(Ferdinand Hucho). 

Форум показал, что у россий-
ской «науки о  жизни» есть бу-

тратное мероприятие, требующее 
мобилизации значительных уси-
лий. Вместе с тем необходимо за-
даться вопросом, почему другие 
страны с  развитой научной ин-
фраструктурой борются за право 
принимать конгрессы FEBS. Без-

условно, что наука в современном 
мире становится все более и более 
уделом богатых стран. В этой свя-
зи желание находиться «в миро-
вом тренде» заставляет нацио-
нальные биохимические общества 
мобилизовать усилия и, заручив-

Стипендии FEBS – распределение победителей по странам  
(всего 265 человек) 
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Молодежный форум FEBS – представительство по странам  
(всего 117 человек)

Представительство молодых ученых по странам  
(всего 1118 человек)
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дущее и  она интересна миру, 
но при этом необходимо грамотно 
распорядиться имеющимися и по-
ступающими человеческими ре-
сурсами, приборной и реактивной 
базой. Статьи, безосновательно 
критикующие отечественную на-
учную школу, вредны и вызыва-
ют часто недоумение даже в среде 
иностранных коллег. Вместе с тем 
стагнация развития и недоучет не-
обходимости участия «на уровне» 
в «международном разделении на-
учного труда» недопустимы. Кон-
гресс показал, что «точка невоз-
врата» пройдена и у России есть 
будущее в области «бионауки». 

FEBS 38 и власть
Традиционно конгрессы FEBS 
привлекают властные структуры 
стран-хозяев. На открытиях вы-
ступают мэры городов, министры, 
депутаты. Эта имиджевая часть 
всегда заботит организаторов. 
38-й Конгресс не стал исключе-
нием. Исторически необходимо 
отметить роль фонда «Сколко-
во» в инициировании правитель-
ственных решений по Конгрессу. 
Виктор Вексельберг обратился 
от имени фонда «Сколково» в Пра-
вительство РФ с просьбой поддер-
жать инициативу Национального 
комитета российских биохими-
ков провести конгресс в  Санкт-
Петербурге. Ассамблея FEBS 
на конкурсной основе со второго 
раза проголосовала за  Санкт-
Петербург как столицу Конгресса 
2013 года. Дмитрием Медведевым 
было подписано Распоряжение 
Правительства РФ с  указанием 
министерствам и ведомствам сек-
торов ответственности в подготов-
ке Конгресса. Председателем орг-
комитета Конгресса был назначен 
Дмитрий Ливанов. 

Наиболее болезненно решался 
вопрос с  визами для  иностран-
ных делегатов. Мы  понимали, 
что для большинства европейцев, 
особенно для молодежи, вопрос 
границ уже давно канул в Лету. 

Типичным примером явился 
ознакомительный визит руко-
водства молодежной секции FEBS 
зимой 2013 года, когда, несмотря 
на  все наши разъяснения и  ви-
зовую поддержку, один из чле-
нов делегации (Alice Verchere 
из  Франции) прилетела в  Рос-
сию без визы. Руководство FEBS 
требовало от России фактически 
безвизового режима для делега-
тов. Министерство иностранных 
дел РФ и  Минобрнауки прора-
ботали, как сейчас выяснилось, 
оптимальный вариант оформ-
ления бесплатных виз по  номе-
рам телексных подтверждений, 
который работал практически 
без  сбоев. Сейчас можно с  уве-
ренностью сказать, что, за исклю-
чением единичных случаев, все, 
кто хотел приехать на Конгресс, 
смогли это сделать. Хотелось бы 
отметить прекрасную работу 
старшего советника МИД Алек-
сандра Павлушко, консулов и со-
ветников МИД Дениса Клюкина 
(Вашингтон), Андрея Игнатова 
(Страсбург), Александра Бесса-
рабова (Париж), Константина 
Дорохина (Мадрид), Юрия Кли-
менко (Барселона), Владимира 
Белецкого (Бонн). Министерство 
образования и  науки и  его со-
трудники сыграли важную роль 
на  разных этапах подготовки 
Конгресса. Неоценимую помощь 
оказали тогдашний заместитель 
министра Игорь Федюкин и бы-
стро включившийся в  процесс 
подготовки заместитель мини-
стра Александр Повалко. Очень 
много для подготовки Конгресса 
сделал директор Департамента 
международных отношений Евге-
ний Угринович и его заместитель 
Александр Сумбатян, сотрудники 
министерства Владимир Арбузов 
и Альберт Гармаш.

Принципиальный вклад в ре-
шение критических проблем внес 
председатель Комитета Государ-
ственной думы РФ по науке и на-
укоемким технологиям академик 

Валерий Черешнев. Тогдашний 
заместитель председателя Ко-
митета, а ныне заместитель ми-
нистра Минобрнауки Людмила 
Огородова также способствовала 
разрешению ряда сложнейших 
ситуаций, связанных с подготов-
кой Конгресса. Вся тяжесть ответ-
ственности за Конгресс со стороны 
Российской академии наук легла 
на  плечи вице-президента РАН 
академика Анатолия Григорьева, 
подписавшего десятки писем в ми-
нистерства и ведомства и решив-
шего ряд принципиальных про-
блем Конгресса. 

Руководство Санкт-Петер
бургского научного центра РАН, 
Академического университета 
и лично академик Жорес Алфё-
ров помогли успешно разрешить 
многочисленные организационные 
проблемы Конгресса. Без актив-
ного участия первого проректора 
по  научной работе Академиче-
ского университета чл.-корр. РАН 
Михаила Дубины не состоялся бы 
Молодежный форум. Неоценимая 
помощь была оказана руковод-
ством СПбГПУ в  лице ректора 
чл.-корр. РАН Андрея Рудского, 
проректоров Дмитрия Райчука 
и  Александра Речинского. Ком-
фортное размещение участников 
Молодежного форума было обе-
спечено на территории студенче-
ского городка СПбГПУ при самом 
активном содействии Виктора Иг-
натенко.

 На  всех этапах подготовки 
большую роль сыграл руководи-
тель Комитета по науке и высшей 
школе администрации Санкт-
Петербурга Андрей Максимов 
и  его заместитель Ирина Ганус. 
В подготовке и реализации про-
граммы Конгресса велика роль 
РФФИ и лично его председателя 
академика Владислава Панчен-
ко. Фонд смог оказать беспреце-
дентную финансовую поддержку 
Конгрессу, а Владислав Яковле-
вич принял участие в открытии 
и  лично провел заседание сес-
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сии, посвященной сотрудниче-
ству Европейской молекулярно-
биологической лаборатории 
с фондом (EMBL–РФФИ). На на-
чальных этапах неоценимую по-
мощь в организации оказал член 
совета фонда «Сколково» Михаил 
Ковальчук.

Конгресс был открыт в 16 часов 
6 июля вице-премьером Прави-
тельства РФ Аркадием Дворко-
вичем, зачитавшим личное обра-
щение к Конгрессу Председателя 
Правительства Российской Фе-
дерации  Дмитрия Медведева. 
На  открытии с  приветственной 
речью к  участникам и  гостям 
Конгресса обратился губернатор 
Петербурга Георгий Полтавчен-
ко. Конгресс проходил в  непро-
стое для российской науки время. 
За несколько дней до его откры-
тия был издан проект закона о ре-
форме науки в России, и Конгресс 
сразу же превратился в площад-
ку для бурных дискуссий. В при-
ветственном слове вновь избран-
ного президента РАН академика 
Владимира Фортова звучали сло-
ва примирения конфликтующих 
сторон, но  страсти были нака-
лены до  предела. Член Между-
народного консультативного 
совета Конгресса Нобелевский 
лауреат Аарон Чехановер (Aaron 
Ciechanover) обратился с трибу-
ны Конгресса к  Правительству 
РФ с  просьбой разрешить кон-
фликтную ситуацию. Многие 
из одиннадцати Нобелевских ла-
уреатов, участвовавших в  Кон-
грессе, включились в поддержку 
движения ученых за изменения 
определенных положений закона, 
которые, несомненно, негативно 
сказались бы на развитии науки 
в нашей стране. В своем заклю-
чительном выступлении Арка-
дий Дворкович заверил научную 
общественность, что российское 
правительство озадачено про-
блемами ученых и будет способ-
ствовать развитию науки в нашей 
стране. Будущее покажет… 

FEBS 38, фундаментальная 
наука и биотехнология
Спор о соотношении «фундамен-
тальной» и «прикладной» науки 
идет десятилетия. Разногласия 
эти носили «международный» ха-
рактер, однако с революционным 
развитием биотехнологии и био-
фармацевтики страсти улеглись 
(во всяком случае, за границей). 
С  очевидностью стало понятно, 
что не существует науки «второй 
свежести», называемой биотехно-
логией. В настоящее время каж-
дое значимое открытие в биоме-
дицинской области призвано стать 
основой для «прикладной» разра-
ботки. Ситуацию во многом мож-
но сравнить с физикой прошлых 
лет, да и с нынешней, когда многие 
крупные открытия стали основой 
для разработок новых видов воо-
ружения. При этом крупнейшие 
физики сами непосредственно 
принимали участие в реализации 
этих «прикладных» разработок. 

На 38-м Конгрессе FEBS наря-
ду с  «академическими», фунда-
ментальными симпозиумами (см. 
табл. 2) достаточно много внима-
ния было уделено биомедицине, 
проблеме рака, аутоиммунных 
заболеваний, биофармацевтике. 
Заседание секции «Наука и обще-
ство» – председатель Жак Вейль 
(Jacques-Henry Weil), было полно-
стью посвящено проблемам онко-
логии. В рамках Конгресса состо-
ялась сессия фонда «Сколково», 
организованная вице-президентом 
фонда Александром Черновым 
и заместителем руководителя био-
медкластера «Сколково» Геленой 
Лифшиц. Университет «Сколтех» 
представлял профессор Констан-
тин Северинов.

Министерство промышлен-
ности и торговли РФ выступило 
с инициативой провести специ-
альную сессию по биофармацев-
тике. Организация заседания 
шла под  эгидой тогдашнего ди-
ректора Департамента химико-
технологического комплекса 

и  биоинженерных технологий 
Минпромторга России, а  ныне 
заместителя министра Сергея 
Цыбы, директора Департамента 
внешнеэкономических отноше-
ний Алексея Груздева. Удалось 
организовать очень интересную 
сессию. Председательствова-
ли на ней с российской стороны 
академик Алексей Егоров, со-
председателем был директор де-
партамента фармакологии Йель-
ского университета, иностранный 
член РАН профессор Иосиф 
Шлессинджер (Joseph Schlessin
ger). В  работе сессии приняли 
участие Нобелевские лауреаты 
Жан-Мари Лен (Jean Marie Lehn), 
Жюль Хоффман (Jules Hoff-
mann), Ада Йонат (Ada Yonath), 
с российской стороны выступал 
крупнейший специалист в обла-
сти противоопухолевой терапии 
академик Михаил Личиницер. 
На заседании были рассмотрены 
вопросы создания новых ингиби-
торов протеинкиназ – потенци-
альных противораковых агентов.

Выставка
Традиционно на конгрессах FEBS 
работает интересная выставка 
приборов и оборудования. В орга-
низации выставки Петербургского 
конгресса самое активное участие 
принимала Антонина Шувалова, 
коммерческий директор компании 
Sigma-Aldrich. Эта компания, один 
из  генеральных спонсоров Кон-
гресса, обеспечила пакет участни-
ка. В целом на Конгрессе в Санкт-
Петербурге была представлена 
41 компания. Очень интересную 
инициативу проявила компания 
AB SCIEX, пригнавшая в Петер-
бург демонстрационный автобус 
для обучения студентов основам 
масс-спектрометрии. Этот авто-
бус пользовался большим успехом 
у молодежи, и к радости органи-
заторов его посетили и Нобелев-
ские лауреаты Курт Вютрих (Kurt 
Wűthrich), Ада Йонат (Ada Yonath) 
и Роберт Хубер (Robert Huber).
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Что  нового узнали ученые 
в Петербурге на Конгрессе?

Безусловно, огромное удоволь-
ствие доставили пленарные лек-
ции. Сусуму Тонегава (Susumu 
Tonegawa), получивший Нобелев-
скую премию за теорию перегруп-
пировки генов иммуноглобулинов, 
рассказал о своих новых работах 
по «функциональному биоимид-
жингу» участков мозга. Его статья 
в Science вышла уже после Кон-
гресса. Широкую палитру ком-
бинаторной биологии нарисовал 
в  своей пленарной лекции экс-
президент Института Скриппса 
профессор Ричард Лернер (Rich-
ard Lerner). Подходы к созданию 
новых лекарственных препара-
тов антипролиферативного ряда 
изложил Иосиф Шлессинджер 
(Joseph Schlessinger). Новые под-
ходы к эволюции и происхожде-
нию жизни представил Нобелев-
ский лауреат Джек Шостак (Jack 
Szostak). 

Без кого Конгресс не мог бы 
состояться?
Неоценимый вклад в подготовку 
программы внесли председатель 
и секретарь Международного кон-
сультативного совета Конгрес-
са Нобелевский лауреат Ричард 
Робертс (Richard Roberts) и про-
фессор Майкл Блэкберн (Michael 
Blackburn). Велика роль в разра-
ботке программы Нобелевского ла-
уреата Роджера Корнберга (Roger 
Kornberg). Президентом Конгрес-
са был академик Владимир Скула-

чев. Работа над программой велась 
непосредственно председателем 
программного комитета Сергеем 
Кочетковым и  секретарем про-
граммного комитета Мариной 
Третьяк, на плечи которой легла 
забота обо всем лекторском корпу-
се. Невозможно переоценить роль 
секретаря Конгресса Веры Кнор-
ре. Работа по подготовке тезисов 
участников была прекрасно про-
делана координатором Конгресса 
Александрой Рогальской. 

Генеральный спонсор Конгресса 
фирма «Фармсинтез» и ее прези-
дент Дмитрий Генкин предоставили 
финансовую помощь и технический 
персонал для подготовки и прове-
дения Конгресса, а один из главных 
финансовых работников компании 
Игорь Володин стал финансовым 
директором Конгресса.

Компании-операторы «Юриди-
ческий форум» под руководством 
Ольги Мотенко и «Люмьер групп» 
под руководством Екатерины Ива-
новой успешно осуществили весь 
комплекс мероприятий делегат-
менеджмента и организации Кон-
гресса, а «Ленэкспо» под руковод-
ством Сергея Воронкова провело 
застройку павильонов. 

С самых первых дней органи-
зации Конгресса и до последних 
его минут роль компании «Парк-
медиа» и лично Александра Гор-
деева и  Константина Киселева, 
взявших на себя ответственность 
по регистрации участников и под-
держанию сайта, невозможно пе-
реоценить.

Стоит ли России 
и в дальнейшем бороться 
за право проведения больших 
научных конгрессов
Россия обречена жить в научном 
сообществе, и лишь активное уча-
стие российских ученых в между-
народных знаковых форумах по-
может нашей стране отстаивать 
свои позиции. Безусловно, неко-
торые знаковые научные меро-
приятия надо проводить и у себя 
дома.

Как научные общества, 
работавшие под эгидой РАН, 
будут жить в эпоху ФАНО 
Большинство крупных конгрес-
сов проводится под  эгидой на-
учных обществ. В  России эти 
о б щ е с т в а  р а б о т а л и  р а н ь ш е 
как единое целое, входя в строй-
ную систему Российской ака-
демии наук.  Что  будет теперь? 
Кто будет платить за них взносы 
в международные научные орга-
низации? Не останутся ли россий-
ские научные общества с богатой 
историей на обочине перестроеч-
ных процессов? С этими вопроса-
ми необходимо будет разбирать-
ся новому руководству Академии 
и ФАНО. 

А.Г. Габибов, 
член-корреспондент РАН, 

профессор,
главный редактор журнала 
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индуцированных плюрипотентных 
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РЕФЕРАТ Современная биомедицина и фармакология требуют создания новых, более совершенных клеточ-
ных моделей заболеваний. Одним из перспективных направлений в данной области является применение 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), получаемых путем репрограммирования 
соматических клеток. Однако для полноценного использования данной технологии необходимо тщатель-
ное изучение ИПСК на молекулярном, эпигенетическом и функциональном уровнях. Современные методы 
анализа свидетельствуют о том, что ИПСК очень схожи с эмбриональными стволовыми клетками (ЭСК) 
по профилю экспрессии белоккодирующих генов, генов микроРНК, метилированию ДНК, спектру и пат-
терну распределения ковалентных модификаций гистонов. Тем не менее показано, что ИПСК обладают 
характерными особенностями, приобретенными как в процессе репрограммирования, так и в результате 
сохранения ряда черт эпигеномов и транскриптомов исходных соматических клеток-предшественников. 
Явление сохранения черт эпигеномов и транскриптомов исходных соматических клеток получило название 
«эпигенетическая память». Данный обзор посвящен явлению «эпигенетической памяти» в контексте про-
цесса репрограммирования, влиянию «памяти» на свойства ИПСК, а также возможности ее использования 
в клеточных технологиях.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА плюрипотентность, репрограммирование, эпигенетика.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; ИПСК – индуцированные плюрипотент-
ные стволовые клетки; ДМР – дифференциально метилированные районы.

ВВЕДЕНИЕ
Любой тип клеток в  организме характеризуется 
своим собственным индивидуальным эпигеномом: 
определенным спектром и паттерном посттрансля-
ционных ковалентных модификаций гистонов, мети-
лирования ДНК, наличием набора малых некодирую-
щих РНК. Комбинация данных факторов формирует 
уникальную структуру хроматина, присущую клет-
кам того или иного типа.

Хроматин плюрипотентных клеток характеризу-
ется «открытой» конфигурацией и декомпактизован-
ным состоянием [1, 2]. Хроматин в такой конфигура-
ции в процессе дифференцировки и специализации 
клеток способен быстро подвергаться различным 
посттрансляционным модификациям гистонов, про-
цессам метилирования и деметилирования ДНК [3, 4]. 
Плюрипотентные клетки содержат также «бивалент-
ные домены», т.е. области, обогащенные одновремен-

но метками и активного, и неактивного хроматина. 
Большинство бивалентных доменов ассоциированы 
с точками старта транскрипции генов, вовлеченных 
в развитие. Так, например, бивалентные домены най-
дены в генах раннего развития (Sox1, Pax3, Msx1, 
Irx3) мыши. В плюрипотентных клетках эти гены ха-
рактеризуются низким уровнем транскрипции, тогда 
как в ходе дифференцировки бивалентные домены 
преобразуются в моновалентные, содержащие метки 
либо активного, либо неактивного хроматина, и соот-
ветственно наблюдается активация или репрессия 
генов, обуславливающая специализацию клеток кон-
кретного типа [1]. 

На сегодняшний день известно два типа плюрипо-
тентных клеток, имеющих широкий потенциал при-
менения в биомедицине: эмбриональные стволовые 
клетки (ЭСК) и индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки (ИПСК). ИПСК получают из сома-
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тических клеток путем эктопической сверхэкспрес-
сии генов определенного набора факторов транс-
крипции, таких, как Oct4, Sox2, Klf4, с-Myc, Nanog 
и Lin28 или микроРНК [5–8]. В области биомедицины 
именно внедрение ИПСК представляется наиболее 
стратегически выгодным, поскольку они могут быть 
получены из соматических клеток различного про-
исхождения (фибробласты кожи, кератиноциты, 
стволовые клетки жировой ткани, клетки перифери-
ческой крови и др.) в любой период жизни человека 
и являются аутологичными по отношению к донору 
соматических клеток. Поэтому детальное широко-
масштабное изучение свойств ИПСК и возможностей 
их клинического применения представляет крайне 
актуальную задачу.

На сегодняшний день известно, что ИПСК по сво-
им свойствам очень схожи с ЭСК, т.е. экспрессиру-
ют сходный спектр генов, формируют тератомы, 
содержащие производные всех трех зародышевых 
листков. ИПСК мыши обладают способностью фор-
мировать химеры и образовывать полноценный орга-
низм при тетраплоидной комплементации [9]. В то же 
время во множестве работ получены свидетельства 
того, что в результате репрограммирования линии 
ИПСК приобретают целый ряд генетических и эпи-
генетических аберраций, включая нарушения в ра-
боте импринтированных генов, изменения в количе-
стве копий генов, точечные мутации, аберрантный 
паттерн метилирования ДНК и ряд других [10–14]. 
При этом отличия в эпигеномах и транскриптомах 
ЭСК и ИПСК обусловлены не только аберрациями, 
приобретенными в процессе репрограммирования, 
но и сохранением ряда эпигенетических меток ис-
ходных соматических клеток. Подобное наследова-
ние свойств эпигеномов и транскриптомов в ИПСК 
от исходных соматических клеток получило название 
«эпигенетическая память» [15–17].

В представленном обзоре рассмотрены, главным 
образом, идентичность эпигеномов и  транскрип-
томов ИПСК и  исходных соматических клеток-
предшественников, влияние феномена «эпигенети-
ческой памяти» на свойства ИПСК и возможности 
его практического использования в области био
медицины.

ФЕНОМЕН «ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ ПАМЯТИ» 
В ПРОЦЕССЕ РЕПРОГРАММИРОВАНИЯ 
СОМАТИЧЕСКИХ КЛЕТОК К ПЛЮРИПОТЕНТНОМУ 
СОСТОЯНИЮ
С помощью современных высокопроизводительных 
методов анализа показано, что  по  профилю экс-
прессии генов, спектру и паттерну распределения 
ковалентных модификаций гистонов, метилирова-
нию ДНК, экспрессии микроРНК ИПСК очень схо-

жи с ЭСК. Однако в транскриптомах и эпигеномах 
этих клеток существуют минимальные различия. 
Так, за последнее время опубликована серия работ, 
посвященных различиям в паттерне метилирования 
ДНК независимых линий ИПСК. Наиболее изучено 
метилирование ДНК по остаткам цитозина в CрG-
динуклеотидах [18]. В геноме CpG-динуклеотиды 
могут локализоваться как по отдельности, так и кон-
центрироваться в определенных районах, называе-
мых CpG-островками. Как правило, CpG-островки 
находятся вблизи промоторов генов, а высокий уро-
вень метилирования промоторов коррелирует с ре-
прессией генов [19].

В работе K. Кim и соавт. [16] изучен паттерн ме-
тилирования ДНК в ЭСК и в ИПСК из двух различ-
ных исходных типов соматических клеток: из кле-
ток крови и  фибробластов проксимальной части 
хвоста мышей. Анализ проведен с  применением 
ДНК-микрочипов. Данный подход позволил оце-
нить метилирование ~4.6 млн CpG-динуклеотидов, 
что  включает практически все CpG-островки 
и близлежащие участки, но не учитывает не-СpG-
метилирование. По сравнению с ЭСК в ИПСК, по-
лученных из клеток кожи, выявлено 3349 диффе-
ренциально метилированных районов (ДМР), тогда 
как в ИПСК из клеток крови – всего 516. Интересно, 
что биоинформатический анализ 24 наиболее выра-
женных ДМР показал, что данные районы ассоции-
рованы с генами, вовлеченными в процесс гемопоэза 
(11 генов) и остеогенеза (3 гена). Таким образом, эти 
результаты свидетельствуют о том, что при репро-
граммировании ИПСК недорепрограммированными 
остаются те гены, которые исходно отвечали за спе-
циализацию клетки. 

Показано, что в ИПСК, полученных из клеток-
предшественников скелетной мускулатуры мыши, 
на  значительном уровне сохраняется экспрессия 
маркеров клеток скелетной мускулатуры Cxcr4 
и Integrin B1, а в ИПСК из гранулоцитов – маркеров 
гранулоцитов (Lysozyme и Gr-1). Сравнение транс-
крипционного профиля двух линий ИПСК выявило 
1388 дифференциально экспрессирующихся генов. 
При этом биоинформатический анализ 100 генов, 
уровень экспрессии которых различался наиболее 
значительно, выделяет группы генов, участвующих 
в формировании миофибрилл, сократительных во-
локон, в развитии мускулатуры, активации β-клеток 
и лейкоцитов [17]. Таким образом, эти результаты 
также говорят о том, что ИПСК обладают «эпигене-
тической памятью», что проявляется в сохранении 
ряда черт эпигеномов и транскриптомов соматиче-
ских клеток исходного типа. 

Сходное явление описано и  для  ИПСК челове-
ка. В одной из работ [20] проведен сравнительный 
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анализ метилирования ДНК в 5 линиях ЭСК чело-
века, 22 линиях ИПСК и 6 исходных линиях сома-
тических клеток. В качестве соматических клеток-
предшественников использованы эмбриональные 
фибробласты легкого, клетки амниона, эндометрия, 
эпителия пупочной вены, менструальной крови, 
а также фибробласты кожи. Анализ метилирова-
ния был проведен с помощью ДНК-микрочипов, со-
держащих пробы на 24273 СpG-сайтах в пределах 
13728 генов. Оказалось, что паттерн метилирова-
ния ~90% СpG-сайтов (17572 сайта) не отличается 
в ЭСК, ИПСК и в исходных соматических клетках, 
т.е., согласно этим данным, лишь 10% CpG-сайтов 
подвергаются модификации и обеспечивают эпи-
генетическую вариабельность между различными 
типами клеток. Сравнение плюрипотентных (ЭСК, 
ИПСК) и исходных соматических клеток выявило 
220 ДМР, из которых 174 ДМР (79.5%) гиперметили-
рованы в ЭСК и ИПСК. Эти районы ассоциированы, 
главным образом, с генами регуляции транскрипции. 
Интересно, что большинство гипометилированных 
ДМР локализуются в CpG-островках, тогда как боль-
шинство гиперметилированных ДМР находятся вне 
CpG-островков. Сравнение метилирования ДНК 
в ЭСК и ИПСК показало, что число ДМР варьирует 
от линии к линии. В целом при наличии ДМР, хотя бы 
в одной из исследуемых линий ИПСК, обнаружено 
1459 ДМР в пределах 1260 генов. Стоит особо отме-
тить, что данное число ДМР представлено совокуп-
ностью, во-первых, сайтов, аберрантно метилирован-
ных de novo, и, во-вторых, сайтов, унаследованных 
от соматических клеток исходного типа [20].

Изучено также метилирование ДНК в ЭСК чело-
века и ИПСК, полученных из клеток неонатальной 
пуповинной крови (от двух независимых доноров) 
и кератиноцитов крайней плоти (от трех независимых 
доноров) [21]. С помощью ДНК-микрочипа, включаю-
щего 5.2 млн CpG-сайтов, что охватывает фактически 
все CpG-островки и близлежащие последователь-
ности, как и в других работах, показано, что паттерн 
ДНК-метилирования в различных линиях ИПСК от-
личается. Причем из 370 ДМР 267 приобретены de 
novo в результате репрограммирования, а 75 унасле-
дованы в результате «эпигенетической памяти» [21].

Описанные работы [20, 21] выполнены с использова-
нием ДНК-микрочипов, позволяющих оценить ДНК-
метилирование в масштабе генома. Однако современ-
ные методы молекулярно-генетического анализа дают 
возможность изучать эпигеном клетки с гораздо более 
высокой точностью и разрешением. В качестве при-
мера можно привести исследование R. Lister и др. [22], 
в котором c помощью высокочувствительного метода 
MethylC-Seq проведен сравнительный анализ метило-
ма ряда линий ИПСК, полученных с использованием 

разных подходов из соматических клеток различного 
типа. Данный метод позволяет оценить метилирование 
остатков цитозина на уровне всего генома с разреше-
нием в один нуклеотид. Исследованы ИПСК, получен-
ные из адипоцитов путем трансдукции ретровируса-
ми, несущими кДНК генов OCT4, SOX2, KLF4 и MYC; 
ИПСК, полученные путем трансдукции лентивиру-
сами, несущими кДНК генов OCT4, SOX2, NANOG 
и LIN28, фибробластов легкого IMR90; и три линии 
ИПСК, полученные из фибробластов крайней плоти 
с помощью неинтегрирующихся эписомных векторов. 
Оценен статус метилирования 75.7–94.5% остатков 
цитозина во всех исследуемых линиях. Причем в рас-
смотренной работе [22] оценен статус метилирования 
не только цитозинов в составе CрG-динуклеотидов, 
но также и в не-СрG-динуклеотидах (mCH, где Н = А, 
С или Т). Показано, что паттерн метилирования цито-
зинов в составе CрG-динуклеотидов в ЭСК и ИПСК 
характеризуется высоким уровнем сходства, тем 
не менее, выявлено 1175 ДМР. Длина индивидуаль-
ных ДМР варьировала в пределах 1–11 т.п.н. и в сово-
купности составила 1.68 млн п.н. Распределение ДМР 
по  геному также неоднородно: большинство (80%) 
ДМР ассоциированы с CG-островками, 62% располо-
жены возле или внутри генов и 29 и 19% выявлены 
в пределах 2 т.п.н. от точек старта или терминации 
транскрипции соответственно. Важно отметить, что, 
несмотря на вариабельность количества и локализа-
ции ДМР в различных линиях ИПСК, была выделена 
группа ДМР, совпавших во всех исследуемых линиях. 
Это говорит о том, что в геноме существуют «горячие 
точки», не подвергающиеся эпигенетическому репро-
граммированию. Функции и значение этих районов 
пока мало изучены и нуждаются в дополнительном 
анализе.

Анализ метилирования в не-CpG-динуклеотидах 
показал также, что, несмотря на значительное сход-
ство в общем паттерне метилирования между ЭСК 
и ИПСК в масштабе генома, существуют различия 
и в не-СpG-метилировании. Всего детектировано 29 
не-CpG-ДМР, имеющих ряд отличительных особен-
ностей [22]. Во-первых, не-CpG-ДМР характеризу-
ются значительной протяженностью. Длина более 
половины ДМР составляет более 1 млн п.н. и в целом 
общая длина 29 ДМР – 32.4 млн п.н. Кроме того, по ло-
кализации в геноме не-CpG-ДМР отличаются от ло-
кализации CpG-метилирования: основная их часть 
сосредоточена в районах центромер и теломер [22]. 
Интересно, что в работах К. Nishino и др., R. Lister 
и др. [20, 22] выявлены 72 промотора генов, которые 
подвергаются дифференциальному метилированию 
в обоих исследованиях. 

С  использованием ДНК-микрочипов сравнили 
профиль ДНК-метилирования в пяти образцах ме-
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зенхимных стромальных клеток, восьми различных 
линиях ИПСК, полученных из мезенхимных стро-
мальных клеток, и трех линиях ЭСК человека и под-
робно проанализировали локализацию и динамику 
метилирования CpG в геноме [23]. В среднем по ге-
ному метилированы 17 CpG-сайтов в гене. Средний 
уровень метилирования всех CpG-сайтов составил 
49.4, 70.6 и 70.5% в мезенхимных стромальных клет-
ках, в  ИПСК, полученных из  мезенхимных стро-
мальных клеток, и ЭСК соответственно. Эти данные 
свидетельствуют о том, что в процессе репрограм-
мирования наблюдается тенденция к модификации 
полуметилированных районов в полностью метили-
рованные. Всего 185246 CpG-сайтов оказались диф-
ференциально метилированными, из которых 33941 
подвергаются деметилированию, тогда как 151306 
становятся гиперметилированными в ИПСК. По ло-
кализации в геноме все CpG-сайты классифицирова-
ли на следующие группы: CpG-сайты, расположен-
ные в районе 1500 или 200 п.н. выше точки начала 
транскрипции, CpG-сайты в 5'-нетранслируемых 
областях, в первом экзоне, в 3'-нетранслируемых об-
ластях генов и в межгенных районах [24]. Показано, 
что в среднем уровень метилирования в процессе ре-
программирования возрастает во всех районах, од-
нако в области промоторов и первых экзонов уровень 
метилирования снижается. При этом сайты, которые 
подвергаются гипо- и гиперметилированию, преи-
мущественно локализуются в межгенных районах. 
Проведен также анализ метилирования в контексте 
CpG-островков в следующих областях: 2 т.п.н. выше 
или ниже CpG-островка («shore region»), районы раз-
мером 2 т.п.н., фланкирующие «shore region» («shelf 
region»). Все остальные CpG-сайты были объединены 
в районы «open sea». В мезенхимных стромальных 
клетках средний уровень метилирования в C pG-
островках был гораздо ниже (22.2%), чем в «shore re-
gion» (67.5%), в «shelf region» (42.7%) и в «open sea» 
(61.8%) [24]. Эти данные свидетельствуют о  том, 
что изменения в паттерне метилирования ДНК, ас-
социированные с процессом репрограммирования, 
происходят, главным образом, в районах, располо-
женных вне CpG-островков.

Между ЭСК и ИПСК выявлено 3744 ДМР, из них 
3134 CpG-сайта были гипометилированы и 610 – ги-
перметилированы в ИПСК по сравнению с ЭСК [24]. 
Интересно, что гиперметилированные CpG-сайты 
в ЭСК локализуются преимущественно в пределах 
200 п.н. от точек начала транскрипции, в первом эк-
зоне генов и межгенных районах, тогда как в ИПСК – 
в 1500 п.н. выше точки начала транскрипции и в меж-
генных районах. Биоинформатический анализ 
показал, что 610 CpG-сайтов, гиперметилированных 
в ИПСК, ассоциированы с генами, участвующими 

в процессах кератинизации и дифференцировки ке-
ратиноцитов, а также в дифференцировке эпидер-
мальных клеток и развитии эпидермиса. 

Таким образом, профиль метилирования в ИПСК 
и ЭСК также различается: районы с высоким уров-
нем метилирования в ЭСК локализованы преимуще-
ственно в проксимальных районах промоторов генов, 
в ИПСК – в дистальных районах промоторов, меж-
генных и «open sea» районах, в генах, участвующих 
в развитии эпидермиса.

Интересно, что выявлена закономерность распре-
деления ДМР и на хромосомном уровне. Замечено, 
что в ИПСК с набором половых хромосом ХХ число 
ДМР, локализованных на Х-хромосоме, значительно 
выше, чем в ИПСК с набором хромосом ХY [20].

Таким образом, в результате репрограммирова-
ния соматических клеток к плюрипотентному со-
стоянию образуются ДМР, число которых варьирует 
в зависимости от исходного типа клеток, метода ре-
программирования, условий культивирования и т.д. 
Основная часть таких ДМР возникает в результа-
те аберрантного метилирования de novo, а меньшая 
часть является следствием «эпигенетической памя-
ти». Стоит также отметить, что возникновение ДМР 
в результате «эпигенетической памяти» обусловле-
но не только исходным типом соматических клеток, 
но и индивидуальными особенностями паттерна ме-
тилирования ДНК у отдельных индивидов – доноров 
клеток. Известно, что индивидуальные особенности 
в эпигеномах клеток обнаружены даже у однозигот-
ных близнецов [23]. Показано, что некоторая часть 
таких донор-специфичных эпигенетических моди-
фикаций не изменяется в процессе репрограммиро-
вания. Например, сравнительный анализ профиля 
метилирования ИПСК, полученных из мезенхимных 
стромальных клеток от пяти различных доноров, 
выявил 1129 дифференциально метилированных 
CpG-сайтов. Эти сайты связаны главным образом 
с генами, вовлеченными в процессинг и презентацию 
антигенов. Донор-специфичные ДМР локализованы 
в основном в телах генов, 3'-нетранслируемых и меж-
генных районах [24].

В сохранении ряда эпигенетических меток сомати-
ческих клеток исходного типа, помимо метилирова-
ния CpG-динуклеотидов, принимают участие также 
и ковалентные модификации гистонов. Так, напри-
мер, показано, что в ИПСК, полученных из β-клеток 
поджелудочной железы человека, фактор транс-
крипции PDX1 не подвергается репрессии в резуль-
тате репрограммирования. Методом иммунопреципи-
тации хроматина установлено, что ацетилированная 
форма гистона Н3, ассоциированная с транскрипци-
онно активным хроматином, сохраняется в промото-
рах генов, кодирующих инсулин и PDX1 [15].
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Таким образом, широкопрофильные полногеном-
ные исследования показали, что хотя ЭСК и ИПСК 
очень схожи между собой, но тем не менее существу-
ют минимальные различия в паттерне метилирова-
ния ДНК, экспрессии генов и ковалентных модифи-
кациях гистонов в этих клетках. Одним из наиболее 
актуальных вопросов остается влияние этих разли-
чий на свойства и качество ИПСК.

ВЛИЯНИЕ «ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ ПАМЯТИ» НА 
СВОЙСТВА ИНДУЦИРОВАННЫХ ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
Наследование ряда черт эпигеномов и транскрип-
томов клеток исходного типа затрагивает лишь не-
большой набор генов. Степень влияния аберрантной 
регуляции этих генов на свойства получаемых ИПСК 
активно изучается. Установлено, что ДМР, унасле-
дованные в результате «эпигенетической памяти», 
приводят к сдвигу спектра дифференцировки, т.е. 
наблюдается преимущественная дифференциров-
ка линий ИПСК в направлении соматических клеток 
исходного типа. Так, например, показано, что ИПСК 
мыши, полученные из клеток крови и кожи, облада-
ют различным потенциалом дифференцироваться 
в гемопоэтическом и остеогенном направлениях соот-
ветственно. ИПСК, полученные из клеток крови, име-
ли большее сродство к образованию гемопоэтических 
колоний, тогда как ИПСК из клеток кожи сформиро-
вали большее число колоний при дифференцировке 
в остеогенном направлении [16]. Оценивали также 
потенциал дифференцировки ИПСК человека, по-
лученных из клеток неонатальной пуповинной крови 
и кератиноцитов крайней плоти [21]. В эмбриоидных 
тельцах на 6-й день культивирования определили 
уровень экспрессии гена кератина-14 – раннего мар-
кера дифференцировки. В ИПСК, полученных из ке-
ратиноцитов, экспрессия данного гена была в 9.4 раза 
выше, что говорит о гораздо большем потенциале 
дифференцировки данных клеток в сторону керати-
ноцитов, чем у ИПСК из клеток пуповинной крови. 
Это свойство справедливо и в обратном направлении: 
ИПСК, полученные из клеток пуповинной крови, со 
значимо большей эффективностью дифференциро-
вались в гемопоэтическом направлении [21].

Наличие «эпигенетической памяти» также может 
приводить к серьезным последствиям при использо-
вании ИПСК для работ in vivo. Так, M. Stadtfeld и др. 
[25] исследовали ИПСК мыши, полученные из раз-
личных соматических клеток-предшественников: ге-
мопоэтических стволовых клеток (11 линий), предше-
ственников клеток гранулоцитарно-макрофагального 
ряда (11 линий), гранулоцитов (9 линий), перитоне-
альных фибробластов (6 линий), фибробластов хво-
ста (6 линий) и кератиноцитов (6 линий). В резуль-

тате клетки большинства линий не были способны 
эффективно образовывать химеры и формировать 
полноценный организм при  тетраплоидной ком-
плементации. Сравнение ЭСК и  ИПСК на  уровне 
мРНК показало, что в большинстве клонов ИПСК, 
как  и  в  исходных линиях соматических клеток, 
и в отличие от ЭСК, репрессированы импринтирован-
ные гены – Gtl2 (или Meg3) и Rian локуса Dlk1-Dio3, 
расположенного у мыши в районе 12qF1. Известно, 
что гены данного локуса принимают участие в про-
цессах роста и дифференцировки некоторых тканей, 
постнатальных неврологических и метаболических 
процессах [26]. Полногеномный анализ профиля экс-
прессии микроРНК в ЭСК и ИПСК показал, что из 336 
микроРНК 21 (6.3%) по-разному экспрессируют-
ся в ЭСК и ИПСК. Причем все эти микроРНК экс-
прессируются с хромосомы 12qF1 и репрессированы 
в ИПСК. Методом иммунопреципитации хроматина 
показано, что в локусе Dlk1-Dio3 в ИПСК значитель-
но снижен уровень ацетилирования гистонов Н3 и Н4 
и метилированной формы Н3К4, ассоциированных 
с транскрипционно активным хроматином [25].

Стоит также отметить, что наследование эпиге-
нетического и транскрипционного статусa исходных 
соматических линий наблюдается не у всех имприн-
тированных генов. С помощью количественной ПЦР 
показано, что экспрессия других импринтированных 
генов в ИПСК носит клоноспецифичный характер 
[16]. Этот факт подтверждается результатами другой 
работы, в которой ИПСК получали из нейральных 
стволовых клеток, выделенных от партеногенетиче-
ского эмбриона мыши. С использованием микрочи-
пов показано, что в этих клетках уровень экспрессии 
генов с отцовским импринтингом – Peg1 (или Mest), 
Ndn и Snurf, значительно снижен по сравнению с со-
матическими клетками, полученными из эмбрионов 
после естественного оплодотворения. В результате 
процесса репрограммирования данные гены подвер-
гаются реактивации [27]. 

Таким образом, феномен «эпигенетической па-
мяти» оказывает значительное влияние на свойства 
ИПСК и может приводить к серьезным последстви-
ям. Соответственно при использовании ИПСК в моде-
лировании заболеваний и в области регенеративной 
клеточной медицины данный аспект требует допол-
нительного внимания.

ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
И ХИМИЧЕСКИХ АГЕНТОВ НА ЭПИГЕНОМ 
ИНДУЦИРОВАННЫХ ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
Минимальные отличия в эпигеномах и транскрипто-
мах, образующиеся в результате «эпигенетической 
памяти» и/или аберрантного метилирования de novo 
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в ИПСК и в ЭСК, могут приводить к довольно су-
щественным изменениям их свойств. В связи с этим 
возникает вполне закономерный вопрос о том, какие 
факторы влияют на характер и число таких разли-
чий и возможно ли искусственно создать условия 
для корректировки подобных эффектов.

В первую очередь стоит отметить, что на качество 
ИПСК в целом и на число «эпигенетических меток» 
в частности влияют условия и длительность культи-
вирования. Репрограммирование – процесс постепен-
ный, и изменение транскриптома и эпигенома клетки 
также требует определенного количества раундов 
репликации и митотических делений и, следователь-
но, числа пассажей. Показано, что с увеличением 
числа пассажей происходит если не полное нивели-
рование эпигенетических различий, то значительное 
снижение их числа. Так, например, в 12 независимых 
линиях ИПСК мыши, полученных из клеток разного 
типа (β-клеток, фибробластов, Т-клеток, гранулоци-
тов), на ранних пассажах число дифференциально 
экспрессирующихся генов составляло от 500 до 2000 
в зависимости от линии, и за 14 пассажей это число 
сократилось примерно до 50, а в некоторых линиях 
даже до нуля [17]. Исчезновение различий между 
линиями ИПСК коррелировало с появлением бива-
лентных доменов: накоплением триметилированного 
Н3К4 (метка активного хроматина) и триметилиро-
ванного Н3К27 (метка неактивного хроматина), ха-
рактерных для плюрипотентных клеток [17]. Изуче-
ние паттерна метилирования 7 независимых линий 
ИПСК человека также показало, что  число ДМР 
в них значительно сократилось: так, на ранних пас-
сажах число ДМР варьировало в различных линиях 
от 80 до 256, тогда как на 30–40 пассажах – от 30 до 70 
[20]. Сокращение числа ДМР приводит к возрастанию 
способности клеток давать при дифференцировке 
производные всех трех зародышевых листков с оди-
наковой эффективностью. Так, например, ИПСК, 
полученные из кератиноцитов, в ходе дифференци-
ровки с очень низкой эффективностью формировали 
колонии кроветворных клеток, что обусловлено оста-
точным метилированием генов, вовлеченных в гемо-
поэз, как, например, ген HOXD8. В кератиноцитах 
и вследствие «эпигенетической памяти» в получен-
ных из них линиях ИПСК ген HOXD8 значительно 
метилирован, тогда как в процессе культивирования 
ИПСК уровень метилирования гена HOXD8 снижает-
ся и параллельно увеличивается способность клеток 
к гемопоэтической дифференцировке. Однако такой 
эффект отмечен лишь для одного из двух исследуе-
мых клонов. Таким образом, продолжительное куль-
тивирование ИПСК способно, по-видимому, влиять 
на определенные локусы генома, но это справедливо 
не для всего генома и всех линий ИПСК [21].

Существуют две гипотезы, объясняющие элими-
нирование молекулярных и функциональных разли-
чий клонов ИПСК в процессе культивирования. Один 
из возможных механизмов – пассивная утрата со-
матических маркеров, ассоциированная с процессом 
репликации ДНК. Альтернативным вариантом явля-
ется селекция клонов в процессе культивирования, 
направленная на поддержание клонов с меньшим 
числом черт исходных клеток. Тем не менее целый 
ряд наблюдений свидетельствует против селекции. 
Так, ИПСК на ранних и более поздних пассажах име-
ют одинаковый уровень пролиферации и одинаковые 
темпы роста клонов, происходящих из одной клетки. 
Также число пассажей (т.е. необходимое число ра-
ундов репликации), необходимых культуре для эли-
минирования молекулярных и эпигенетических раз-
личий между клонами, зависит от исходного типа 
соматических клеток [17]. 

В то же время получены данные, свидетельству-
ющие о том, что в процессе культивирования число 
ДМР не сокращается. Так, например, метиломный 
анализ линий ИПСК на  ранних (~15) и  на  позд-
них пассажах (~65) не  выявил изменения числа 
ДМР [22].

Другой возможный фактор, который может повли-
ять на число ДМР в ИПСК, – условия культивирова-
ния (состав сред, концентрация O2

,
 
CO

2 
и т.д.) и/или 

использование дополнительных химических агентов. 
Так, показано, что, используя оптимальные условия, 
можно значительно повысить «качество» ИПСК. На-
пример, использование при получении ИПСК мыши 
среды, содержащей вместо эмбриональной сыворот-
ки крупного рогатого скота заменитель сыворотки 
или смесь эмбриональной сыворотки и заменителя, 
приводило к увеличению выхода клонов, в которых 
реактивировался импринтированный ген Meg3 из ло-
куса Dlk1-Dio3 [28]. 

Различные химические агенты также влияют 
на экспрессию генов. Например, обработка ИПСК 
мыши трихостатином (ингибитор гистондеацетилаз) 
и 5-азацитидином (ингибитор ДНК-метилаз) приво-
дит к изменениям эпигенома [16]. Обработка вальпро-
евой кислотой (ингибитор гистондеацетилаз) клонов 
ИПСК мыши, в которых репрессирован импринти-
рованный локус Dlk1-Dio3, привела в ряде линий 
к реактивации генов данного локуса. Такие ИПСК 
были способны давать вклад в развитие организма 
при тетраплоидной комплементации [25].

Показано, что аскорбиновая кислота (витамин С) 
также влияет на паттерн метилирования ДНК [29]. 
Так, в ИПСК, культивируемых с добавлением в сре-
ду аскорбиновой кислоты, в зависимости от ее дозы, 
наблюдалась реактивация импринтированного гена 
Meg3 локуса Dlk1-Dio3. Однако аскорбиновая кис-
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лота не приводит к масштабному деметилированию 
всего генома: она в состоянии только предотвратить 
аберрантное метилирование локуса Dlk1-Dio3 в про-
цессе репрограммирования, но не способна привести 
к деметилированию ДНК в уже стабильных клонах 
ИПСК [28]. 

В то же время способность клеток к дифференци-
ровке в определенном направлении и профиль мети-
лирования можно восстановить путем повторных ра-
ундов репрограммирования. Показано, что, например, 
ИПСК, полученные из клеток-предшественников 
нейрального ряда, обладали очень низкой способно-
стью формировать колонии гемопоэтических клеток. 
Но когда такие колонии подвергались репрограмми-
рованию, то формирование гемопоэтических колоний 
«вторичными» ИПСК значительно возрастало [16].

Таким образом, варьируя систему репрограм-
мирования, условия культивирования, добавление 
или удаление химических агентов, длительность 
культивирования, можно получить ИПСК, макси-
мально приближенные по своим свойствам к «стан-
дарту» – ЭСК. Однако в  любом варианте сохра-
няются минимальные отличия в транскриптомах 
и эпигеномах этих клеток. Является ли данный фак-
тор преградой на пути к практическому примене-
нию ИПСК? Этот вопрос в настоящее время активно 
обсуждается.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФЕНОМЕНА «ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
ПАМЯТИ» В БИОМЕДИЦИНЕ

Современная биомедицина и фармакология требу-
ют создания новых, более совершенных модельных 
систем заболеваний. Эти модели должны соответ-
ствовать определенному набору критериев: воспро-
изводимости, доступности, простоте использования, 
однозначности трактовки получаемых результатов, 
способности адекватного переноса, т.е. трансляции 
результатов, полученных в фундаментальных ис-
следованиях, в область практического применения 
в медицине [30–33]. 

Современный массив исследований в данной об-
ласти показал, что использование ИПСК является 
одним из наиболее перспективных подходов. Однако 
при создании моделей заболеваний человека на осно-
ве ИПСК необходимо учитывать все факторы, спо-
собные повлиять на качество получаемых данных. 
Один из таких значимых факторов – «эпигенетиче-
ская память». Является ли этот феномен недостат-
ком или преимуществом моделей на основе ИПСК? 
На сегодняшний день этот вопрос остается откры-
тым. Чтобы попытаться ответить на него, рассмотрим 
проблемы современной биомедицины с точки зрения 
использования ИПСК.

В области заместительной клеточной терапии ак-
туально наличие в достаточном количестве опреде-

Феномен «эпигенетической памяти» в индуцированных плюрипотентных стволовых клетках. А – «идеальная» 
картина процесса репрограммирования соматических клеток к плюрипотентному состоянию, когда индуциро-
ванные плюрипотентные стволовые клетки полностью плюрипотентны, и дифференцировка во все три зароды-
шевых листка является равновероятным событием. Б – в результате репрограммирования соматических клеток 
к плюрипотентному состоянию клетки могут сохранять ряд черт эпигенома предкового типа. Такой феномен 
приводит к преимущественной дифференцировке ИПСК в направлении соматических клеток исходного типа
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Соматические клетки � Производные мезодермы Соматические клетки � Производные мезодермы 

Репрограммирование Репрограммирование

Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки

М
ез

од
ер

м
ал

ьн
ы

й 

пу
ть

 

М
ез

од
ер

м
ал

ьн
ы

й 

пу
ть

 

Э
нт

о
д

е
р

м
ал

ьн
ы

й 

пу
ть

 

Э
нт

о
д

е
р

м
ал

ьн
ы

й 

пу
ть

 

Э
ктодерм

альны
й 

путь 

Э
ктодерм

альны
й 

путь 



22 | Acta naturae |  ТОМ 5  № 4 (19)  2013

ОБЗОРЫ

ленного клеточного материала, пригодного для ра-
боты. Эта проблема носит множественный характер. 
Во-первых, это доступность исходных донорских 
клеток, поскольку для большого числа типов клеток 
затруднительным представляется получение био-
птатов, например, для различных типов нейронов 
или эпителия внутренних органов. Во-вторых, это 
проблема количества материала. Количество полу-
чаемого материала ограничено даже при возможно-
сти проведения биопсии, более того, клетки, как пра-
вило, терминально дифференцированы, а значит, 
обладают ограниченной пролиферативной активно-
стью. Это приводит к тому, что стандартных мето-
дов недостаточно для проведения всех необходимых 
манипуляций и анализов в полном объеме. Данную 
проблему можно решить с помощью ИПСК, получае-
мых из ограниченного количества биоптата. ИПСК 
обладают неограниченным потенциалом пролифе-
рации, поэтому их можно неоднократно подвергать 
дифференцировке в клетки нужного типа, что созда-
ет неисчерпаемый источник клеток для проведения 
всех необходимых анализов и манипуляций. 

Кроме того, возникает проблема корректной и эф-
фективной дифференцировки ИПСК в клетки не-
обходимого типа. На сегодняшний день, несмотря 
на  обильный массив знаний о  сигнальных путях 
и факторах транскрипции, связанных с развитием 
по тому или иному пути, лишь для ограниченного 
количества типов клеточных культур разработаны 
протоколы направленной дифференцировки. Таким 
образом, даже при наличии линий ИПСК не всегда 
существует возможность получения конкретного, 
узкоспециализированного типа клеток. В решении 
этой проблемы можно использовать феномен «эпи-
генетической памяти». На основании высокопроиз-
водительных анализов, направленных на изучение 
«эпигенетической памяти», мы предлагаем следую-

щую схему использования данного феномена в об-
ласти заместительной клеточной терапии (рисунок). 
Известно, что в результате сохранения ряда черт 
эпигеномов и транскриптомов исходного типа кле-
ток ИПСК имеют склонность дифференцироваться 
в направлении происхождения соматических клеток 
исходного типа. Соответственно для получения диф-
ференцированных производных определенного типа 
клеток целесообразно использовать биоптатный ма-
териал из клеток того же происхождения. При этом 
необходимо учесть ряд моментов: во-первых, чис-
ло клонов ИПСК для анализа должно быть не менее 
десяти, что позволит, при наличии вариабельности 
между клонами, выбрать наиболее оптимальные. 
Во-вторых, путем сравнения совокупности данных 
транскриптомного и метиломного анализа с имею-
щимися базами данных нужно решить, произошла ли 
в результате репрограммирования реактивация ге-
нов, образующих так называемые «горячие точки» 
недорепрограммирования, выявить спектр генов, 
эпигенетические метки которых унаследованы от со-
матических клеток предкового типа. Наконец, изуче-
ние на функциональном уровне генов, подвержен-
ных влиянию «эпигенетической памяти», позволит 
предсказать направление дифференцировки клеток, 
а при использовании специальных условий напра-
вить процесс дифференцировки по определенному 
пути. Таким образом, на  данном примере мы  по-
казываем, что недостатки ИПСК в виде неполного 
репрограммирования, а именно наследования ряда 
черт эпигеномов и транскриптомов, можно перевести 
в преимущества.  

Работа поддержана Министерством образования 
и науки Российской Федерации (соглашение 
№ 8264) и РФФИ (гранты № 11-04-00847-а, 

12-04-00185-а и 12-04-00208-а).
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РЕФЕРАТ Интегрины играют важнейшую роль в регуляции адгезии, миграции, пролиферации и дифферен-
цировки клеток. В связи с многообразием выполняемых функций интегрины необходимы для становления 
и поддержания целостности гистотипической структуры тканей. Накопилось немало данных, свидетель-
ствующих об участии интегринов в морфогенезе эпидермиса кожи и ее придатков. Создание мышей с тка-
неспецифическим нокаутом генов интегринов и определение генетической основы ряда кожных заболева-
ний у человека позволили понять значение интегринов в биологии, физиологии и морфогенезе эпидермиса 
и волосяного фолликула. Обсуждаются данные о роли различных классов интегриновых рецепторов в био-
логии эпидермальных клеток, развитии эпидермиса и волосяных фолликулов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА базальная мембрана, волосяной фолликул, дифференцировка, интегрины, кератиноциты, 
миграция, морфогенез, пролиферация, стволовые клетки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БМ – базальная мембрана; ВКМ – внеклеточный матрикс; ВФ – волосяной фол-
ликул; СК – стволовые клетки; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; ILK (integrin-linked kinase) – 
интегрин-связанная киназа.

ВВЕДЕНИЕ
Интегрины – важнейший класс поверхностных ре-
цепторов, которые связываются с молекулами вне-
клеточного матрикса (ВКМ) и участвуют таким обра-
зом во взаимодействии клеток с окружающей средой, 
преобразуя сигналы микроокружения во внутрикле-
точные сигналы и запуская множество регулятор-
ных каскадов. В конечном итоге это может приводить 
к самым разным вариантам клеточного ответа. Сигна-
лы, поступающие от интегриновых рецепторов, регу-
лируют адгезию, миграцию, рост, дифференцировку 
и гибель клеток. Нарушение функционирования си-
стемы интегринов у многоклеточных животных при-
водит к развитию различных патологий.

Интегрины – это нековалентно связанные гетеро-
димерные трансмембранные рецепторы, состоящие 
из α- и β-субъединиц, которые образуют функцио-
нальный рецептор. В настоящее время известно 18 
α- и 8 β-субъединиц интегринов позвоночных. Эти 26 
субъединиц при взаимодействии образуют по мень-
шей мере 24 комбинации αβ-рецепторов (рис. 1). В за-
висимости от типа β-субъединиц интегрины подраз-
деляются на три класса. Интегрины β1, образующие 
наиболее распространенную группу, связываются 

Рис. 1. Схематическое представление семейства гете-
родимерных интегриновых рецепторов [1, 2]
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главным образом с белками ВКМ. Интегрины β2 экс-
прессируются только в лейкоцитах, часть из них свя-
зывается с поверхностными белками других клеток. 
Некоторые интегрины β3 экспрессируются в тромбо-
цитах и мегакариоцитах и играют важнейшую роль 
в  процессах адгезии тромбоцитов и  свертывания 
крови. Остальные β3-интегрины экспрессируются 
в эндотелиальных клетках, фибробластах и клетках 
некоторых опухолей. Рецепторы, включающие субъ-
единицы β4–β8, немногочисленны и обладают крайне 
разнообразной структурой, поэтому они не относятся 
ни к одному из перечисленных классов [1, 2].

Активация интегрина на плазматической мембра-
не со стороны цитоплазмы координирует сборку по-
лимеров цитоскелета, сигнальных комплексов и мо-
жет индуцировать экспрессию определенных генов. 
С внеклеточной стороны интегрины контактируют 
или с макромолекулами ВКМ и базальной мембраны 
(БМ), или с соответствующими рецепторами сосед-
них клеток, создавая, таким образом, микроокруже-
ние клетки. Это взаимодействие управляет внутри-
клеточными процессами и  во  многом определяет 
структуру ткани (рис. 2) [3, 4].

Интегрины обеспечивают адгезию эпителиальных 
клеток к ВКМ, образуя гемидесмосомы и фокальные 
контакты.

Гемидесмосомы – структуры, имеющие форму 
«бляшек», или «кнопок», располагаются с внутренней 
стороны плазматической мембраны эпителиальных 
клеток. Они образованы молекулами интегрина α6β4, 
который посредством линкерных белков плакинов 
прикрепляется к кератиновым филаментам и прочно 
закрепляет эпидермис на базальной мембране, свя-
зываясь с ее компонентами (главным образом с лами-
нином 332) (рис. 3).

Фокальные контакты представляют собой более 
сложные структуры, которые образуются в резуль-
тате группировки интегринов и через адаптерные 
белки (талин, винкулин, α-актинин) связываются 
с актиновым цитоскелетом. Состав и морфология 
контактов весьма динамичны. Они могут содержать 
до  сотни различных белков, выполняющих адап-
терные, сигнальные и другие функции. Фокальные 
контакты играют роль своеобразных «узлов связи», 
регулируя поток сигнальных белков и управляя био-
химическими сигналами и клеточными реакциями 
на внешние стимулы (рис. 3).

Интегриновые рецепторы несомненно играют клю-
чевую роль в становлении и поддержании целостно-
сти гистотипической структуры тканей. Накопилось 
немало данных, свидетельствующих о роли интегри-
нов в морфогенезе эпидермиса кожи и ее придатков, 

Рис. 2. Принцип действия сигналов внеклеточной среды 
на внутриклеточные процессы через интегриновые 
рецепторы
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Рис. 3. Интегриновые рецепторы во взаимодействии 
матрикс–клетка 
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прежде всего волосяного фолликула (ВФ). Наличие 
волосяного покрова является одной из  характер-
ных черт представителей класса млекопитающих. 
Волосяной покров выполняет различные функции, 
включая терморегуляционную, защитную, сенсор-
ную и социальную. ВФ развивается и функциониру-
ет при тесном взаимодействии клеток эпидермиса 
и дермы. Эпидермальный компонент ВФ составля-
ют матрикс волоса, наружное корневое влагалище, 
внутреннее корневое влагалище и стержень воло-
са. В состав дермального компонента входят дер-
мальная папилла и соединительно-тканный чехлик. 
Самая внешняя оболочка ВФ – наружное корневое 
влагалище – переходит снаружи в базальный слой 
эпидермиса, а изнутри прилегает к внутреннему кор-
невому влагалищу, которое, в свою очередь, окру-
жает стержень волоса. Наружное корневое влагали-
ще имеет утолщение, называемое зоной bulge (англ. 
bulge – утолщение в верхней трети ВФ), в котором 
локализуются стволовые клетки (СК). Основание ВФ, 
или луковица, состоит из специализированных ке-
ратиноцитов матрикса волоса и мезенхимных кле-
ток дермальной папиллы. Стержень волоса состоит 
из терминально дифференцированных кератиноци-

тов (трихоцитов), он представляет собой производное 
ВФ. С ВФ ассоциированы также сальные железы, 
кровеносные сосуды, нервные окончания и мышца, 
поднимающая волос, которая прикрепляется к bulge 
(рис.  4). В  постнатальный период жизни верхняя 
часть ВФ (включая bulge и сальную железу) и дер-
мальная папилла сохраняются, а остальная часть 
ВФ подвергается циклическим изменениям, которые 
подразделяются на стадии роста (анаген), регрессии 
(катаген) и покоя (телоген). У мышей стадия анагена 
начинается с закладки ВФ на 14.5 сут эмбрионально-
го развития и продолжается в течение 2 недель после 
рождения. Затем наступает стадия катагена, длина 
которой составляет 1 неделю, после чего ВФ вступа-
ет в стадию телогена, имеющую такую же продолжи-
тельность [5].

Продолжительность анагена ВФ скальпа человека 
варьирует от 2 до 7 лет, фаза телогена длится около 
3 мес., после чего стержень волоса сбрасывается. Каж-
дый ВФ на протяжении жизни в среднем продуцирует 
20–30 стержней волос. В норме 95% ВФ скальпа пре-
бывают в фазе анагена и 5% в фазе телогена [6].

В данном обзоре обсуждается роль интегринов, 
играющих ключевую роль в биологии кожи, а также 
интегрин-связанной киназы (ILK) как посредника 
передачи внутриклеточной сигнализации интегри-
нов, функция которой до конца не известна. 

ИНТЕГРИНЫ ЭПИДЕРМИСА 
В эпидермисе наиболее распространены интегрины 
α3β1 (преимущественно рецептор ламинина 332), 
α6β4 (компонент гемидесмосом, рецептор ламини-
на 332) и α2β1 (рецептор коллагена и ламинина) [7]. 
Интегрин αvβ5 (рецептор витронектина) также яв-
ляется основным эпидермальным интегрином, но он 
экспрессируется слабее, чем другие интегрины [8]. 
Кроме того, базальные кератиноциты эпидермиса 
экспрессируют интегрины α5β1 (рецептор фибронек-
тина) и α9β1 (рецептор тенасцина С) [9, 10]. Группа 
β1-интегринов приурочена, в основном, к базальной 
поверхности кератиноцитов [7, 8, 11] и участвует 
в формировании фокальных контактов. Интегрин 
α3β1 обнаруживается как на базальной, так и на ла-
теральной поверхности базальных кератиноцитов, 
где он может участвовать в межклеточных контак-
тах [12]. В норме в эпидермисе экспрессия интегри-
нов ограничена базальным слоем и наружным кор-
невым влагалищем ВФ, за исключением интегрина 
αvβ8, обнаруженного в супрабазальных слоях кожи 
век у мышей [13]. При заживлении ран и при таких 
патологических состояниях, как псориаз и опухоле-
вая трансформация, интегрины экспрессируются су-
прабазальными кератиноцитами [14]. Эктопическая 
экспрессия интегринов α2, α5 и β1 в супрабазальных Рис. 4. Строение волосяного фолликула [36]
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слоях кожи трансгенных мышей приводит к гипер-
пролиферации, нарушению дифференцировки и псо-
риазоподобному фенотипу [15].

Создание мышей с тканеспецифическим нокау-
том генов интегринов и определение генетических 
основ ряда кожных заболеваний у человека позво-
лили понять роль интегринов в физиологии и морфо-
генезе эпидермиса. Предполагается, что интегрины 
участвуют не только в закреплении кератиноцитов 
на базальной мембране, но и в регуляции миграции, 
пролиферации и дифференцировки эпидермальных 
клеток [6, 14, 16, 17]. 

ИНТЕГРИН α6β4
В первых экспериментах по выяснению роли инте-
гринов в адгезии, миграции и инициации терминаль-
ной дифференцировки кератиноцитов использовали 
интегрин-специфичные антитела, нарушающие адге-
зию культивируемых кератиноцитов человека к раз-
личным компонентам ВКМ [6, 16]. Получение мышей 
с нокаутом генов индивидуальных интегринов или их 
субъединиц позволило установить их роль в адгезии 
кератиноцитов к БМ. Например, мыши с делецией 
субъединицы α6 или β4 умирают вскоре после рож-
дения, у них возникают многочисленные волдыри 
на коже (блистеринг) и стратифицированном плоском 
эпителии, обусловленные отсутствием гемидесмосом 
[18–20]. У человека мутации в генах субъединиц α6 
или β4 приводят к развитию буллезного эпидермо-
лиза с атрезией желудка – аутосомного заболева-
ния, при котором на коже возникают пузыри и на-
блюдается поражение желудочно-кишечного тракта, 
требующее оперативного вмешательства сразу после 
рождения [21].

Интегрин α6β4 связывается с ламинином 332 в со-
ставе ВКМ и с кератиновыми филаментами внутри 
клетки. Это позволяет координировать клеточный 
ответ в зависимости от состояния молекул ламини-
на, а следовательно, регулировать адгезию, мигра-
цию и пролиферацию кератиноцитов. Возможно, это 
осуществляется через NF-kВ или MAPK-зависимый 
путь, инициируемый активацией β4-интегрина, 
а также через активацию малой GTP-азы Rac1. Кро-
ме того, интегрин α6β4 необходим для поддержания 
целостности гемидесмосом. Показано, что фосфори-
лирование Ser1424 в эндодомене интегрина β4 при-
водит к дезинтеграции гемидесмосом на заднем крае 
мигрирующей клетки [22]. Интегрин α6β4 связыва-
ется с коллагеном типа XVII и плектином. С помо-
щью этой связи, а также посредством сворачивания 
своего цитоплазматического домена интегрин α6β4 
может вовлекаться в сборку гемидесмосом [12]. Не-
давно было показано, что инактивация экспрессии 
субъединицы α6 вызывает значительное снижение 

экспрессии субъединиц α3 и α2 на поверхности ке-
ратиноцитов человека. Интересно, что такие клетки 
теряют способность к быстрой направленной мигра-
ции по ламинину и коллагену типа I. Предполагается, 
что интегрин α6β4 может быть центральным регуля-
тором экспрессии других основных интегринов эпи-
дермиса [23]. В то же время в кератиноцитах, полу-
ченных от больных с мутацией в гене β4, экспрессия 
субъединиц α3 и α6 остается на нормальном уровне 
[24].

Данные о роли интегрина α6β4 в миграции клеток 
противоречивы. Возможно, это связано с частичной 
взаимозаменяемостью двух рецепторов интегринов 
α3β1 и α6β4, которые связываются с ламинином 332. 
Согласно устоявшимся представлениям интегрин 
α3β1, связываясь с ламинином 332, обеспечивает кле-
точную адгезию, подвижность и сборку ламинина, 
а интегрин α6β4, связываясь с ламинином 332, спо-
собствует стабильной адгезии клеток путем сборки 
гемидесмосом (рис. 3).

Однако, согласно некоторым данным, гаптотак-
тическая миграция по ламинину 332 опосредуется 
совместным действием обоих интегриновых рецеп-
торов, причем интегрин α6β4 оказывает трансдо-
минирующий ингибиторный эффект на α3β1, т.е. 
при связывании рецептора α6β4 функция α3β1 мо-
жет супрессироваться. Однако применение антител 
к α6β4 не влияло на хемотаксис [25]. В дальнейшем 
предположили, что ингибирование связи α6β4 с ли-
гандом ведет к активации дополнительного хемо-
таксического пути, который зависит от интегрина 
α3β1, но при этом клетки мигрируют по отдельно-
сти [26]. Клетки без интегрина α6β4 не реагируют 
на  добавление фактора роста эпидермиса (EGF) 
либо из-за отсутствия взаимодействия рецептора 
EGF (EGFR) с β4, либо вследствие супрессии ак-
тивности интегрина α3β1. При экспрессии и свя-
зывании интегрина α6β4 наблюдалась устойчивая 
активация Rac1 при воздействии EGF, что приво-
дило к супрессии и перераспределению интегрина 
α3β1 из базальных фокальных контактов в область 
межклеточных соединений. Это способствовало 
миграции кератиноцитов в  виде единого пласта. 
Предполагается, что интегрин α6β4 координиру-
ет хемотаксис при заживлении ран. В местах ра-
нения изменяется кинетика связывания интегрина 
α6β4 с белками ВКМ или интенсивность синтеза его 
компонентов. При движении клеток интегрин α6β4 
связывается с секретируемым ламинином 332. Это 
усиливает активность Rac1 и приводит к супрессии 
хемотаксиса, зависимого от α3β1, что, возможно, 
необходимо для поддержания связи между лиди-
рующими клетками и пластом эпителиальных кле-
ток в целом [26].
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ИНТЕГРИНЫ β1
Помимо интегрина α6β4, связь с базальной мембра-
ной в коже обеспечивают интегрины, в состав кото-
рых входит субъединица β1.

В отличие от нокаута генов субъединиц α6 или β4, 
полный нокаут генов интегринов β1 приводит к ран-
ней внутриутробной гибели, что делает невозможным 
определение его роли в коже [27, 28].

В попытке оценить роль интегринов β1 в биологии 
эпидермиса были получены кератиноциты из β1-null-
ЭСК мыши. Линия β1-null-ЭСК получена с помощью 
трансфекции вектора, инактивирующего ген инте-
грина β1 [29]. β1-null-ЭСК in vitro экспрессировали 
простые кератины, но при индукции не способны 
были дифференцироваться в кератиноциты и экс-
прессировать специфичные для эпидермиса керати-
ны 14 и 10, а также инволюкрин.

Интересно, что в тератомах, формирующихся по-
сле подкожной трансплантации β1-null-ЭСК синген-
ным мышам, наблюдали экспрессию интегрина α6β4, 
кератинов 14 и 1 и инволюкрина, что свидетельство-
вало о дифференцировке клеток в кератиноциты. 

β1-null-кератиноциты обнаруживались также 
в эпидермисе химерных мышей (дикий тип/β1-null), 
у которых формировалась нормальная кожа. Сборка 
белков ВКМ была значительно нарушена (волокон 
белков БМ было меньше, они были тоньше и короче) 
в культурах β1-null-ЭСК, но оставалась нормальной 
в тератомах и коже химерных мышей [30]. Посколь-
ку в образование БМ вносят вклад и кератиноциты, 
и  дермальные фибробласты [31], предположили, 
что неспособность β1-null-ЭСК in vitro дифферен-
цироваться в кератиноциты может быть не столько 
следствием отсутствия субъединиц β1, сколько не-
способностью к сборке белков БМ. Наблюдаемая in 
vivo дифференцировка в кератиноциты могла про-
исходить за счет сборки БМ клетками дикого типа 
из окружающей ткани [30]. 

Однако впоследствии экспериментально показали, 
что существует по крайней мере еще одно возможное 
объяснение наблюдаемых явлений. Так, ни контакт 
с БМ, ни присутствие нормальных эпидермальных 
кератиноцитов не восстанавливают способность β1-
null-ЭСК дифференцироваться в кератиноциты [32]. 
В исследовании, выполненном с применением деэпи-
телизированной «мертвой» дермы с сохранившейся 
БМ, β1-null-ЭСК не обладали способностью диффе-
ренцироваться в кератиноциты. Сокультивирование 
с нормальными эпидермальными кератиноцитами 
также было неэффективным. Однако заселение дер-
мы нормальными дермальными фибробластами при-
водило к образованию большого количества эпидер-
мальных цист из ЭСК дикого типа и небольших групп 
клеток, положительных по кератину 14, дифферен-

цированных из β1-null-ЭСК. Кондиционированная 
фибробластами среда стимулировала дифферен-
цировку кератин 14-положительных клеток в эм-
бриоидных тельцах дикого типа и β1-null. Показано, 
что фактор роста кератиноцитов (KGF), фактор роста 
фибробластов 10 (FGF10), выделяемые фибробла-
стами, и трансформирующий фактор роста α (ТGFα) 
стимулируют дифференцировку ЭСК в эпидермаль-
ном направлении. При этом эффект факторов роста 
был более выраженным в культуре клеток с нокау-
том β1 [32]. По-видимому, это можно объяснить тем, 
что концентрации факторов роста в ростовой среде 
не были лимитирующими для ЭСК дикого типа. От-
сутствие интегринов β1 снижает, предположитель-
но, чувствительность ЭСК к растворимым факторам, 
индуцирующим дифференцировку кератиноцитов. 
Поэтому для стимуляции дифференцировки β1-null-
ЭСК необходимы высокие концентрации индукторов. 
Эти результаты подтверждают известный синергизм 
между интегринами и факторами роста и указыва-
ют на его присутствие на самых ранних этапах раз-
вития, в том числе в ходе развития кожи. Следует 
также указать, что ЭСК мышей с нокаутом гена ин-
тегрина β1 не могли расти в присутствии фидерных 
клеток, тогда как для ЭСК дикого типа необходим 
фидер из непролиферирующих фибробластов. В свя-
зи с этим возникает вопрос о роли фидерных клеток 
в обеспечении способности ЭСК дифференцировать-
ся в кератиноциты.

Разработка технологии получения мышей с тка-
неспецифическим нокаутом генов позволила избе-
жать трудностей с изучением мутаций, приводящих 
к внутриутробной гибели эмбрионов. Чтобы изучить 
последствия эпидермис-специфичной делеции инте-
гринов β1, мышей с фланкированными LoxP-сайтами 
аллелями гена субъединицы β1 скрещивали с мыша-
ми, экспрессирующими Cre-рекомбиназу под кон-
тролем промоторов генов кератина 14 или 5, которые 
активируются в базальном слое эмбрионального эпи-
дермиса [33, 34]. У потомства этих мышей наблюдали 
эпидермальный блистеринг, но менее выраженный, 
чем при нокауте субъединиц α6 или β4. 

В  тонкой и  хрупкой коже мышей с  эпидермис-
специфическим нокаутом субъединиц β1 (Cre-
рекомбиназа под контролем промотора кератина 14) 
отмечено почти полное отсутствие БМ, нестабиль-
ность гемидесмосом, резкое снижение пролифератив-
ного потенциала эпидермиса, неспособность развива-
ющихся ВФ инвагинировать в дерму. Мышата обычно 
умирали через несколько часов после рождения, веро-
ятно, из-за отсутствия эпидермального барьера и де-
гидратации. Тем не менее программа терминальной 
дифференцировки кератиноцитов у животных не из-
менялась [33], что противоречило выводам, сделанным 
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в работах с использованием трансфекции мутантных 
субъединиц β1 в культуре и исследований суспензи-
онных культур кератиноцитов [35, 37]. Полученные 
результаты указывают на решающую роль интегри-
нов, содержащих субъединицу β1, в поддержании 
пролиферативного потенциала развивающегося эпи-
дермиса [33]. Интересной представляется неспособ-
ность развивающихся ВФ инвагинировать в дерму. 
Молекулярные механизмы, лежащие в основе про-
цесса инвагинации растущего ВФ и ремоделирования 
им ВКМ, изучены недостаточно. Очевидно, что не по-
следнюю роль в нем играют интегрины, в частности, 
содержащие субъединицу β1.

Получены мыши с нокаутом генов субъединиц β1 
в коже эмбрионов (ген Cre-рекомбиназы под кон-
тролем промотора гена кератина 5). Эти мыши 
оставались жизнеспособными в  течение 4–6 не-
дель [34], и к этому времени полностью утрачива-
ли ВФ. У мутантных мышей развивались аномалии 
ВФ и прогрессирующая потеря волос из-за сниже-
ния пролиферации клеток матрикса волоса. В итоге 
деформированные ВФ замещались инфильтратом 
макрофагов, эпидермис кожи спины утолщался, ба-
зальный слой эпидермиса был дезорганизованным, 
клетки имели аномальную морфологию, наблюдались 
нарушения в формировании БМ, снижалось коли-
чество гемидесмосом, развивался блистеринг. В от-
личие от предыдущего исследования, наблюдалось 
увеличение числа слоев дифференцированных кера-
тиноцитов в эпидермисе. Целостность БМ, окружаю-
щей ВФ, не нарушалась, возможно, из-за меньшего 
механического напряжения, чем в межфолликуляр-
ном эпидермисе или меньшей зависимости структу-
ры БМ вокруг ВФ от интегринов β1. В конечном итоге 
развивался дермальный фиброз [34]. Наблюдалось 
также снижение пролиферативного потенциала ке-
ратиноцитов, но, как справедливо замечают, это мо-
жет быть вызвано не непосредственным отсутствием 
субъединицы β1, а, например, сопутствующим сни-
жением экспрессии интегрина α6β4.

Полученные в обоих исследованиях результаты 
изучения последствий делеции интегринов β1 в эм-
бриональном эпидермисе указывают на важную роль 
интегринов β1 в формировании ВФ, организации БМ, 
пролиферации и дифференцировке кератиноцитов. 
Известно, что при удалении интегринов β1 ВФ деге-
нерируют и не способны к циклическим изменениям, 
поэтому предполагается, что интегрины β1 участву-
ют в поддержании компартмента СК или активации 
СК при инициации стадии анагена [34]. Однако ре-
зультаты эпидермис-специфического нокаута генов 
интегринов β1 различались в зависимости от того, 
какой тканеспецифический ген (К5 или К14) исполь-
зовали для активации Cre-рекомбиназы. 

Некоторые мыши с тканеспецифическим нокаутом 
интегринов β1 в эпидермисе жили достаточно долго. 
Это позволяло провести эксперименты по заживле-
нию ран, которые подтвердили, что β1 необходим 
для миграции кератиноцитов [38].

Индуцируемая в  эмбриогенезе эпидермис-
специфическая делеция гена интегрина β1 [33, 34] 
не позволяла полностью оценить ее влияние на про-
граммы пролиферации, дифференцировки, раз-
вития и  поддержания ВФ из-за развивающего-
ся фиброза, воспалительного процесса или смерти 
животных. Чтобы отличить первичные последствия 
нокаута субъединицы β1 от вторичных, сравнили 
последствия нокаута гена интегрина β1 в эпидерми-
се на 14.5 сут эмбриогенеза мыши (с помощью Cre-
рекомбиназы под контролем промотора гена кератина 
5 – К5Creβ1null) и индуцированной делеции во взрос-
лом эпидермисе (с помощью 4-гидрокситамоксифе-
на и CreER-рекомбиназы под контролем промотора 
гена кератина 14 – К14CreER) [39]. В первом случае 
(К5Creβ1null) наблюдали увеличение количества сло-
ев дифференцированных клеток, дегенерацию ВФ, 
сальных желез, снижение пролиферации, отделение 
эпидермиса от подлежащей дермы. У этих живот-
ных обнаружили аномальное накопление коллагена 
типа IV и ламинина 332 в дерме. Удаление субъе-
диницы β1 интегрина в эмбриональном эпидермисе 
(К5Creβ1null) вызывало нарушение терминальной 
дифференцировки, приводило к увеличению слоев 
клеток, экспрессирующих маркеры, характерные 
для дифференцированных кератиноцитов (кератин 
10, корнифин, лорикрин и трансглутаминаза 1). Это 
противоречит данным, которые свидетельствуют 
в пользу сохранения программы дифференцировки 
эпидермальных клеток у мышей с тканеспецифи-
ческим нокаутом интегрина β1 [33]. Сохранившиеся 
ВФ все еще экспрессировали маркеры СК на высо-
ком уровне. Во втором случае нокаут β1 в эпидермисе 
взрослых животных (К14CreER) привел к незначи-
тельным изменениям в эпидермисе. Основной ано-
малией было увеличение количества меланоцитов. 
Также наблюдалось нарушение дифференцировки 
межфолликулярного эпидермиса, уменьшение раз-
меров сальных желез. ВФ сохранялись, но наружные 
корневые влагалища ВФ были увеличены, лукови-
цы некоторых ВФ были тонкими и продолговатыми, 
в некоторых областях межфолликулярного эпидер-
миса обнаружено значительное количество проли-
ферирующих клеток. На 30-й день после обработки 
гидрокситамоксифеном сохранялась высокая экс-
прессия маркеров СК в зоне bulge. 

Фенотипические изменения, наблюдаемые 
при удалении интегринов β1 в зрелом эпидермисе, 
были гораздо менее выраженными, чем при делеции 
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во время внутриутробного развития. В обоих случаях 
отсутствовали очевидные изменения в компартменте 
СК ВФ [39].

Поскольку описанные модели животных с различ-
ными дефектами экспрессии субъединиц β1 не учи-
тывали вклад конкретных α-субъединиц интегринов 
в регуляцию, изучили, как влияет отсутствие инте-
грина α3β1 на зрелую кожу и развитие ВФ [40]. 

Интегрин α3β1 обильно экспрессируется в коже, 
in vivo он локализован между гемидесмосомами 
и связывает БМ с актиновым цитоскелетом. Инак-
тивация α3-субъединицы интегрина приводила 
к смерти мышат вскоре после рождения, у живот-
ных наблюдались дефекты развития почек и легких 
[41]. У новорожденных α3null-мышей на подушечках 
стоп появлялись пузыри, при этом структура геми-
десмосом оставалась нормальной. Анализ экспрессии 
ламинина 332 выявил области дезорганизации зоны 
БМ. Программа дифференцировки и стратификации 
эпидермиса не изменялась [42]. Позднее установи-
ли, что ни интегрин α3β1, ни α6β4 не существенны 
для морфогенеза и гомеостаза эпидермиса в ходе 
развития кожи, если эпидермис остается прикре-
пленным к дерме. Мышиные эмбрионы, у которых 
отсутствовали данные интегрины, имели нормаль-
ную программу пролиферации и частоту апоптоза 
в местах сохранения целостности БМ до момента об-
разования пузырей [43]. Важным был контакт между 
эпидермисом и дермой, который непродолжительное 
время обеспечивался неизвестным компенсаторным 
механизмом. По мере развития блистеринга в ходе 
эмбриогенеза интенсивность апоптоза возрастала. 
К сожалению, морфогенез ВФ при удалении инте-
гринов α3β1 или α6β4 не обсуждается [43].

Для дальнейшего изучения последствий удале-
ния интегрина α3β1 кожу новорожденных животных 
с нокаутом этого интегрина пересадили бестимус-
ным мышам. В зрелых трансплантатах наблюдались 
нарушение организации БМ в межфолликулярном 
эпидермисе и возникновение серьезных аномалий 
морфологии ВФ после первого цикла развития: за-
держка роста ВФ, дезорганизация F-актина в ВФ, 
фрагментация ВФ, отклонения в накоплении пигмен-
та и образование кластеров ВФ. Пристальное изуче-
ние этих трансплантатов позволило сделать вывод 
о том, что интегрин α3β1 не является обязательным 
для дифференцировки зрелого межфолликулярного 
эпидермиса, но необходим для регуляции различных 
процессов морфогенеза и поддержания ВФ. При де-
леции интегрина α3β1 зрелая кожа может полностью 
развиваться и формировать ВФ и сальные железы, 
поэтому, по всей видимости, интегрин α3β1 не явля-
ется необходимым для поддержания эпидермальных 
СК. Однако после первого цикла в ВФ возникают 

значительные нарушения, снижается пролифера-
ция и апоптоз, что свидетельствует о продолжитель-
ном пребывании ВФ в фазе покоя, а образующиеся 
кластеры могут отражать безуспешные попытки ВФ 
вступить в следующую фазу роста. Эти данные по-
казывают, что интегрин α3β1 играет важную роль 
в специфической регуляции морфологии ВФ в тече-
ние фазы катагена цикла ВФ [40].

Учитывая данные о роли интегринов β1 в форми-
ровании и поддержании ВФ, пролиферации и диф-
ференцировке кератиноцитов, структуризации 
БМ, а также о возможном участии в поддержании 
или активации популяции СК, можно предполагать, 
что у мышей в результате активации интегриновых 
рецепторов β1, как минимум, меняется экспрессия 
ключевых генов, вовлеченных в развитие и формиро-
вание ВФ. Фенотипические проявления, наблюдае-
мые при инактивации этих генов, сходны с феноти-
пом, обусловленным нокаутом генов интегринов β1.

Обнаружено, что некоторые факторы транскрип-
ции, такие, как hairless, комплекс β-катенин-LEF-1-
TCF-1 или Sonic hedgehog, вовлечены в пролифера-
цию кератиноцитов матрикса волоса и зачатков ВФ 
[44, 45]. Фенотип мутаций, ведущих к инактивации 
этих белков, частично перекрывается с фенотипом β1-
null-ВФ. У мышей с мутацией hairless приблизительно 
на 15-й день после рождения происходит преждевре-
менный апоптоз кератиноцитов матрикса волосяной 
луковицы наряду с увеличением скорости пролифе-
рации, наблюдается неправильное расположение вну-
треннего корневого влагалища и атрофия наружного 
корневого влагалища. Наружное корневое влагали-
ще и волосяная луковица распадаются на отдельные 
кластеры клеток [44]. У мышей с инактивацией гена 
LEF-1 отсутствуют вибриссы и ВФ, как и у мышей 
с эпидермис-специфичным нокаутом гена интегрина 
β1 [46]. Трансплантаты кожи мышей Shh-/-, пере-
саженные животным с иммунодефицитом, не могут 
правильно дифференцироваться и формируют ги-
перпролиферативные фолликулоподобные струк-
туры, которые не способны продуцировать зрелые 
стержни волос [47, 48]. Интересно понять, могут ли 
кератиноцит-специфичные мутации, приводящие 
к усиленной активности этих белков, восстанавливать 
фенотип β1-null-ВФ, по крайней мере частично.

ИНТЕГРИН-СВЯЗАННАЯ КИНАЗА
Связывание с  лигандом индуцирует кластериза-
цию интегринов, в результате которой формиру-
ются комплексы, состоящие из множества молекул. 
Аффинность интегринов и лигандов регулируется 
внутриклеточными сигналами, что приводит к акти-
вации интегринов. Ключевыми регуляторами акти-
вации являются талины и киндлины, которые свя-
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зывают цитоплазматические домены интегринов β1 
и β2 [49]. Внутриклеточный путь передачи сигнала 
от интегринов после их связывания с белками ВКМ 
остается изученным не до конца. Интегрины не об-
ладают ферментативной активностью, у них отсут-
ствуют сайты связывания с актином. Предполагает-
ся, что сигналы передаются через множество киназ 
и белков-посредников.

Наиболее вероятно, что связывание интегринов 
с актиновым цитоскелетом опосредуется талином, 
α-актинином и винкулином. Талин необходим для пе-
редачи усилия на субстрат, формирования адгези-
онных контактов, связывания интегринов с цитоске-
летом и последующего распластывания клеток [50]. 
Талин может связывать интегрины с актином раз-
ными способами: прямо и через винкулин, который, 
в свою очередь, связывается с α-актинином и акти-
ном. Удаление α-актинина также ингибирует форми-
рование адгезионных контактов, но его роль в пере-
даче силы на субстрат не изучена [51]. Нокаут гена 
винкулина, в отличие от генов талина и α-актинина, 
не имеет драматических последствий. По-видимому, 
винкулин важен для прочности контактов, но не кри-
тичен для их формирования [52]. 

Контакты, опосредованные интегринами, очень 
сложные структуры, в которых могут участвовать 
более 150 различных молекул [53, 54]. В состав этих 
комплексов входят интегральные мембранные бел-
ки (интегрины, синдеканы); белки, связывающиеся 
с актином (талин, винкулин, α-актинин); сигналь-
ные и адаптерные белки (тирозинкиназа Src, киназа 
фокальной адгезии FAK, паксиллин и ILK) [55–60]. 
Фокальные контакты также содержат активируе-
мую р21-киназу (РАК), GTP-азы семейства Rho, 
регулирующие полимеризацию актина, сокращение 
миозина 2, динамику и организацию микротрубочек 
[61], кальций-зависимую протеазу кальпаин 2 [62] 
и тирозинфосфатазу SHP-2 [63], которые, вероятно, 
временно связываются с адаптерными белками и ре-
гулируют миграцию.

Протеинкиназа ILK, еще один компонент фокаль-
ных контактов [59], первоначально была определена 
как белок, связывающий интегрины β1 [64]. ILK необ-
ходима для выживания, миграции и адгезии клеток. 
Опосредуя взаимодействие с разнообразными бел-
ками, включая интегрины β1 и β3, PINCH, паксиллин 
и парвины, она служит посредником между интегри-
нами и актиновым цитоскелетом [59, 65]. 

Киназная активность ILK и фосфорилирование 
некоторых белков, включая протеинкиназу B (PKB/
Akt) и киназу 3β гликогенсинтазы (GSK 3β), описаны 
в некоторых работах [71, 73].

GSK 3β обнаружена в зоне bulge органных куль-
тур зрелых ВФ человека, где она солокализовалась 

с маркерами bulge – цитокератинами 15, 19 и CD200. 
Ингибирование активности гликогенсинтазы в этой 
области способствовало увеличению пролиферации 
клеток наружного корневого влагалища, что пред-
полагает возможное участие GSK 3β в поддержании 
компартмента СК ВФ [66]. Развитие и циклические 
изменения в постнатальном организме ВФ суще-
ственно зависят от инактивации GSK 3β [67, 68]. Ак-
тивная нефосфорилированная GSK 3β может фос-
форилировать и связывать β-катенин с белком АРС, 
что приводит к деградации β-катенина. Фосфорили-
рование GSK 3β инактивирует киназу и приводит 
к стабилизации и транслокации β-катенина в ядро, 
где он взаимодействует с ДНК-связывающими белка-
ми семейства Lef1/Tcf, которые активируют транс-
крипцию таких генов-мишеней, как гены циклина 
D, гомеобокссодержащих факторов транскрипции, 
c-myc, Lef1 и кератинов волос [69, 70]. ILK, фосфори-
лируя GSK 3β [71, 72] или ингибируя комплекс дегра-
дации β-катенина [73], может модулировать стабиль-
ность β-катенина и, следовательно, играть важную 
роль в морфогенезе ВФ. 

Тем не менее функции ILK окончательно не уста-
новлены, так как результаты, полученные как in vit-
ro, так и in vivo, указывают скорее на адапторную, 
чем на киназную активность ILK [74–80]. Предпо-
лагается, что ILK содержит псевдокиназный сайт, 
неспособный к фосфорилированию [81]. Так, степень 
фосфорилирования GSK 3β и PKB/Akt в фибро-
бластах, в которых отсутствовала ILK, была такой 
же, как в контроле. По-видимому, ILK не участвует 
в фосфорилировании этих киназ [74]. 

В пользу этой гипотезы свидетельствуют и другие 
данные, согласно которым ILK не регулирует фос-
форилирование GSK 3β, стабильность и активность 
β-катенина в ВФ, дифференцировку клеток матрик-
са во внутреннее корневое влагалище и стержень во-
лоса. Кератиноцит-специфический нокаут гена ILK 
(K5-Сre) у мышей (ген Сre-рекомбиназы под промо-
тором гена кератина 5) приводил к нарушению адге-
зии кератиноцитов, целостности БМ, блистерингу, 
эктопической пролиферации кератиноцитов в су-
прабазальных слоях, аномальной дифференцировке 
кератиноцитов, гиперплазии эпидермиса, дефектам 
в формировании ВФ и алопеции. Нарушение форми-
рования ВФ связано со скоплением пролиферирую-
щих клеток в наружном корневом влагалище; диф-
ференцировка клеток матрикса ВФ и поддержание 
СК при этом не изменялись. Мыши с нокаутом гена 
ILK жили длительное время [80].

В отличие от нокаута генов β1-интегринов, при ко-
тором снижается пролиферация эпидермальных ке-
ратиноцитов и клеток матрикса ВФ [33, 34], при но-
кауте ILK (K5-Сre) число пролиферирующих клеток 
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матрикса ВФ уменьшалось незначительно. Напротив, 
существенное увеличение числа пролиферирующих 
клеток зарегистрировано в наружном корневом вла-
галище. Поскольку клетки наружного корневого вла-
галища происходят из CD34+-популяции стволовых 
клеток bulge [82], проверили, влияет ли отсутствие 
ILK на эту популяцию клеток. Оказалось, что ВФ со-
держат CD34+-клетки, которые дают начало транзи-
торным клеткам. Так как пролиферирующие клет-
ки накапливались в наружном корневом влагалище, 
а не в матриксе волоса, был сделан вывод, что ILK 
необходима транзиторным клеткам для миграции 
в матрикс или образования зачатка волоса во время 
анагена.

Интересно, что в культуре кератиноцитов отсут-
ствие ILK влияло на формирование фокальных кон-
тактов и препятствовало устойчивой направленной 
миграции. Клетки также проявляли слабую адгезию, 
опосредованную интегринами, поэтому не могли фик-
сировать ламеллоподии, что приводило к изменениям 
миграции [80].

Изучали также последствия удаления ILK, инду-
цированного экспрессией кДНК Cre-рекомбиназы 
под промотором гена кератина 14 (К14-Сre). В от-
личие от тканеспецифического нокаута с исполь-
зованием K5-Сre [80], в данном варианте инакти-
вации гена ILK мыши в среднем доживали до 4-го 
дня постнатального развития. Следует отметить, 
что и при нокауте гена интегрина β1, когда экспрес-
сия Cre-рекомбиназы контролировалась промотором 
гена кератина 14, животные умирали вскоре после 
рождения, а при использовании промотора гена ке-
ратина 5 доживали до 6 недель [33, 34]. Эти отличия 
можно объяснить, если учесть, что кератин 14 начи-
нает экспрессироваться на 11.5 сут эмбрионального 
развития [83], а кератин 5 – примерно на 15-е [80], 
когда эпидермис уже стратифицирован и начался 
морфогенез ВФ. Подобные фенотипические отличия 
могут отражать проявление активности генов кера-
тинов или различий в интенсивности и/или времени 
экспрессии Cre-трансгена и инактивации гена ILK 
во время эмбриогенеза. 

Итак, при удалении ILK с использованием системы 
К14-Сre морфогенез ВФ был ослаблен. Так как про-
лиферация ВФ снижалась, сокращалось их число, 
и морфогенез до конца не завершался. Отсутствие 
ILK вызывало аномалии в гемидесмосомах и множе-
ственный микроблистеринг, дезорганизацию керати-
ноцитов супрабазальных слоев и актинового цитоске-
лета, нарушения адгезии, поляризации и миграции.

ILK считается мишенью β1-интегринов. Отсут-
ствие ILK и β1-интегринов в коже приводит к воз-
никновению ряда сходных нарушений, включая ано-
мальное формирование и функционирование ВФ, 

снижение пролиферативной активности фоллику-
лярных кератиноцитов, развитие блистеринга. 

Кератиноциты, в  которых отсутствовала ILK, 
в культуре имели дефекты адгезии и пролиферации. 
Снижение скорости пролиферации напоминало на-
рушения, наблюдаемые в ВФ, но не в межфоллику-
лярном эпидермисе. Известно, что нормальная про-
лиферация первичных кератиноцитов в культуре 
зависит от активации α3β1-интегринов [84]. Учиты-
вая, что первичные культивируемые кератиноци-
ты состоят из транзиторных и коммитированных 
прогениторных клеток, снижение пролиферации 
лишенных ILK кератиноцитов может быть след-
ствием нарушения внутриклеточной сигнализации 
β1-интегринов в этой популяции клеток. Не исклю-
чено также нарушение пролиферации СК, но эту ги-
потезу предстоит еще проверить. 

При инактивации гена ILK наблюдали нарушение 
не только адгезии и пролиферации, но также поля-
ризации и миграции культивируемых кератиноцитов 
мыши [85]. Ключевым событием поляризации являет-
ся активация Rac1 в лидирующем крае клетки, вызы-
вающая образование и стабилизацию ламеллоподий 
с помощью интегрина α3β1 [86]. Инфицирование аде-
новирусом, несущим конститутивно активный Rac1, 
приводит к восстановлению дефектов поляризации 
в кератиноцитах с дефицитом ILK. Таким образом, 
ILK является важнейшим компонентом сигнально-
го пути, который связывает стимуляцию интегринов 
с рекрутированием Rac1 к плазматической мембране, 
с активацией распластывания и направленной мигра-
ции кератиноцитов [85]. Стабилизация ламеллоподий 
также может нарушаться, если нормальные клетки 
трансфицировать мутантным геном Rac1. При этом 
одного Rac1 недостаточно для стабилизации ламел-
лоподии, поскольку в кератиноцитах с дефицитом 
интегрина α3β1 конститутивная экспрессия Rac1 
не восстанавливала характер миграции [86].

Последствия инактивации ILK в СК ВФ изуча-
ли с помощью тканеспецифического нокаута с ис-
пользованием системы К15-Cre, специфичной 
для СК ВФ [87].

При индуцируемой инактивации ILK в СК ВФ во-
лосяные фолликулы были способны вступать в ана-
ген. Стволовые клетки bulge, в которых отсутствовала 
ILK, успешно мигрировали из bulge и дифференци-
ровались в клетки наружного корневого влагалища 
и матрикса ВФ, вступивших в фазу роста. Следова-
тельно, отсутствие ILK в СК ВФ не влияет на их ми-
грацию, способность производить популяцию тран-
зиторных клеток и обеспечивать регенерацию ВФ. 
В то же время поведение в культуре кератиноцитов, 
выделенных из bulge опытных мышей (К15-Cre), от-
личалось от поведения контрольных. Эффективность 
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адгезии к покрытому ВКМ пластику была низкой. 
Эти результаты совпали с данными, полученными 
на кератиноцитах, выделенных из эпидермиса ново-
рожденных мышей, в которых ILK удалена с помо-
щью К14-Сre [85]. Отсутствие ILK в СК ВФ в основ-
ном выражалось в  снижении способности клеток 
bulge дифференцироваться в клетки межфоллику-
лярного эпидермиса при заживлении ран. Закрытие 
ран на спине опытных животных происходило позже, 
чем в контроле. Те немногочисленные кератиноциты 
bulge, которые участвовали в регенерации эпидерми-
са, обладали невысоким пролиферативным потенци-
алом. Следовательно, ILK необходима для миграции 
потомства стволовых клеток bulge в регенерирую-
щий эпидермис и пролиферации клеток в ходе эпи-
телизации раневой поверхности. Учитывая дефекты 
адгезии и миграции кератиноцитов новорожденных 
мышей с эпидермис-специфической делецией ILK 
[80, 85], а также данные по инактивации ILK в СК 
bulge [87], можно предположить, что ILK опосредует 
взаимодействие клеток с ВКМ и вносит вклад в за-
крепление кератиноцитов на базальной мембране. 

Молекулярные пути, модулируемые ILK, изуче-
ны недостаточно. Заполнить пробелы в понимании 
роли ILK в эпидермисе попытались, определяя экс-
прессию генов методом микроэррей-анализа [88]. 
С этой целью сравнили экспрессию генов в нормаль-
ном эпидермисе мыши на 3-й день после рождения 
и в эпидермисе с инактивированным геном ILK, при-
менив тканеспецифический нокаут (К14-Cre). Вы-
явлено снижение экспрессии 27% транскриптов, ко-
торые кодируют специфичные для волоса кератины 
и белки, ассоциированные с ними, например кератин 
31, кератин-связанный белок 3-3 и другие, что со-
гласуется с  нарушениями, наблюдаемыми в  ВФ. 
Также уровни экспрессии десмоглеина 4, важного 
для структурной целостности десмосом кутикулы 
и кортекса ВФ, и трихогиалина, компонента внутрен-
него корневого влагалища, были соответственно в 18 
и 28 раз меньше нормы. Значительное снижение экс-
прессии этих генов согласуется с представлениями 
о важности экспрессии ILK после стадий 4–5 форми-
рования фолликула.

ILK также играет важную положительную моду-
лирующую роль в дифференцировке кератиноци-
тов и формировании эпидермального барьера. Этим 
объясняется наблюдаемое у мышей с инактивацией 
ILK в эпидермисе снижение экспрессии генов, коди-
рующих ключевые ферменты и факторы, необходи-
мые для сшивки белков и биосинтеза липидов, таких, 
как трансглутаминаза 3, субстрат трансглутаминаз 
Prr9 и др.

В отсутствие ILK в эпидермисе возрастает экс-
прессия генов, вовлеченных в сигнальные пути Wnt 

и Shh, которые при нормальном морфогенезе кожи 
активны на ранних стадиях развития ВФ, в то вре-
мя как на поздних стадиях их активность снижается. 
Остановка развития ВФ на стадиях 2–4 в постна-
тальном эпидермисе в отсутствие ILK может свиде-
тельствовать о повышении экспрессии генов сигналь-
ных путей Wnt и Shh.

Анализ транскриптома постнатального эпидерми-
са с нокаутом гена ILK выявляет важную роль данной 
киназы в развитии ВФ, созревании кератиноцитов 
и формировании барьерной функции, а также в пиг-
ментации и регенеративных процессах [88].

Интегрины β1 как маркеры эпидермальных 
стволовых клеток 
Поведение стволовых клеток контролируется вза-
имодействием между внутренними транскрипци-
онными программами и внешними сигналами [89]. 
Внешние сигналы обеспечиваются локальным микро-
окружением или нишей, в которой находятся ство-
ловые клетки. ВКМ является важным компонентом 
ниши стволовых клеток [90–93]. 

В  области bulge, где располагаются стволовые 
клетки ВФ, состав внеклеточного матрикса значи-
тельно отличается от состава в остальных участках 
эпидермиса [94, 95]. В этой области в несколько раз 
повышена экспрессия коллагенов типов VI, XVIII, 
V, тенасцина C, периостина, богатого цистеином 
гликопротеина, нефронектина и некоторых других 
компонентов ВКМ. Функциональное значение этих 
различий остается малоизученным. Несомненным 
представляется непосредственное участие ВКМ 
и  интегриновых рецепторов в  регуляции судьбы 
эпидермальных СК. Интересно, что структура ВКМ 
в центральной части роговицы, содержащей диф-
ференцирующиеся клетки, и в лимбе, содержащем 
СК роговицы, также существенно различаются. Об-
ласть лимба обогащена коллагенами VII, XVI и IV, 
тенасцином С, витронектином и ламинином [96]. Со-
ответственно различается и спектр интегринов, экс-
прессируемых в этих областях роговицы. Медленно 
пролиферирующие, сохраняющие метку ДНК, клет-
ки лимба характеризуются повышенной экспрессией 
интегринов β1 и β4, а также α6. Мелкие клоногенные 
клетки из  корнеосклерального кольца выделены 
на основании фенотипа α6bright/CD71dim [97], исполь-
зованного также для выделения популяции эпидер-
мальных СК [98].

В настоящее время показано, что интегрины могут 
использоваться для обогащения СК популяций, по-
лучаемых из различных тканей [99–102]. 

В культуре кератиноцитов человека популяции 
СК и транзиторно-амплифицируемых клеток разде-
лили по степени экспрессии β1-интегринов и скоро-
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сти адгезии к белкам ВКМ. Популяция СК с высоким 
уровнем экспрессии β1-интегринов обладала высокой 
колониеобразующей эффективностью и адгезировала 
к белкам ВКМ намного быстрее транзиторного ком-
партмента, клетки которого после одного или пяти ци-
клов деления подвергались терминальной дифферен-
цировке [103]. Подвижность клеток зависит от уровня 
экспрессии интегринов, причем при высоком уровне 
подвижность ингибируется, а наиболее благоприятен 
для подвижности клеток промежуточный уровень 
[104]. Таким образом, транзиторные клетки, слабо экс-
прессирующие β1-интегрины, должны быть значи-
тельно более подвижными, чем сильно экспрессирую-
щие СК, что подтверждено с помощью цейтраферной 
съемки. Более того, при высокой плотности культуры 
транзиторные клетки были рассредоточены, в отличие 
от компактно расположенных СК [11].

Высокий уровень экспрессии интегринов β1 (яркое 
свечение после окраски антителами) использовали 
в качестве маркера для определения пространствен-
ной организации СК и  их потомков в  эпидермисе 
человека [11]. Кератиноциты с низкой экспрессией 
интегринов этого класса выходили из компартмента 
СК, начинали интенсивно пролиферировать и под-
вергались дифференцировке.

В  эпидермисе мыши интегрины β1 интенсивно 
экспрессируются в зоне bulge ВФ и активно исполь-
зуются в качестве маркеров этой зоны [68]. Однако 
использовать экспрессию β1-интегринов в качестве 
маркеров клеток bulge ВФ человека не представля-
ется возможным, поскольку они экспрессируются 
на всем протяжении внешнего слоя наружного кор-
невого влагалища, соединительно-тканного чехлика 
и в дермальной папилле [105]. 

Сходные результаты получены при оценке экс-
прессии интегринов β1 в органных культурах ВФ 
кожи головы человека. В сайтах иммунореактивно-
сти интегринов β1 наблюдалась также коэкспрессия 
фибронектина и тенасцина С. Исследователи не обна-
ружили значительного повышения иммунореактив-
ности β1-интегринов in situ в зоне bulge. Применение 
активирующих интегрины β1 антител и имитирую-
щих натуральные лиганды, трипептидов RGD (арг-
гли-асп) in vitro способствовало росту органных 
культур ВФ, выделенных с помощью микродиссек-
ции, и препятствовало их спонтанной регрессии. Та-
ким образом, несмотря на отсутствие повышенной 
экспрессии интегринов β1 в СК ВФ человека, сиг-
нальные пути с их участием играют, по-видимому, 
определенную роль в контроле роста фолликулов. 
Данный подход может стать потенциальным инстру-
ментом для предотвращения потери волос у человека 
путем направленной стимуляции внутриклеточной 
сигнализации β1-интегринов [106].

Показано, что интегрины β1 и МАР-киназа спо-
собствуют поддерживанию компартмента СК in vitro. 
При трансфицировании культуры кератиноцитов че-
ловека ретровирусом, содержащим мутантную субъ-
единицу интегрина β1 (доминантно-негативная мута-
ция), снижался поверхностный уровень экспрессии 
этих субъединиц, адгезивность клеток и активация 
МАР-киназы. Это приводило к дифференцировке 
СК [17]. 

На модели химического канцерогенеза кожи по-
казано, что эпидермис-специфический нокаут гена 
интегрина α3 замедляет стадию инициации под дей-
ствием диметилбензантрацена (DMBA), способствуя 
выходу СК ВФ из  ниши и  их дифференцировке, 
препятствуя таким образом накоплению трансфор-
мированных клеток в коже. Дальнейшая обработ-
ка форболовым эфиром не приводила к прогрессии 
опухолевого роста у экспериментальных животных. 
В то же время при длительном воздействии только 
DMBA в однокомпонентном протоколе прогрессия 
опухолей с  переходом в  злокачественную форму 
в эпидермисе животных с нокаутом гена интегрина 
α3 проходила эффективнее и с большей скоростью, 
хотя число очагов малигнизации было ниже [107]. 

Интегрины β1 необходимы для апикальной лока-
лизации комплекса белков, регулирующих асимме-
тричное деление эпидермальных СК, которое обе-
спечивает баланс между расположенными на БМ 
стволовыми и прогениторными клетками и их диф-
ференцирующимися потомками в супрабазальных 
слоях эпидермиса [108].

Интегрины могут активировать непосредственно 
рецепторы факторов роста в отсутствие этих фак-
торов [109].

Интегриновые рецепторы сочетают функции ме-
ханического прикрепления клеток к субстрату и дву-
направленной сигнализации. Они, с одной стороны, 
обеспечивают адекватную реакцию клетки на сигна-
лы среды, а с другой – позволяют клетке самой мо-
дулировать свое микроокружение. В эпидермисе ад-
гезия базальных клеток к БМ критична для прочного 
соединения эпидермиса с дермой, поддержания ги-
стотипической структуры эпидермиса и выполнения 
им защитных функций. Однако этим функции инте-
гринов не исчерпываются. Помимо участия в сбор-
ке белков БМ, интегрины осуществляют контроль 
ориентации митотического веретена и апикальной 
локализации белкового комплекса при асимметрич-
ном делении базальных кератиноцитов, способствуя 
непрерывной регенерации эпидермиса и  поддер-
жанию пула базальных кератиноцитов. Регулируя 
миграцию, пролиферацию и дифференцировку эпи-
дермальных клеток, интегрины в конечном счете 
во многом определяют морфогенез кожи и ее при-
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датков. Нарушение экспрессии интегринов приводит 
к задержке развития ВФ в эмбриогенезе или к де-
градации фолликулов и потере волос во взрослом со-

стоянии. Нарушения в экспрессии интегринов могут 
лежать в основе многих патологических состояний, 
в том числе малигнизации. 
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РЕФЕРАТ Аптамеры – короткие одноцепочечные олигонуклеотиды, способные с высокой аффинностью 
и специфичностью связываться с молекулами различной природы. Когда почти четверть века назад была 
разработана технология получения аптамеров, сразу же предположили, что она может послужить револю-
ционизирующим началом для решения многих проблем диагностики и терапии разнообразных заболева-
ний. Многочисленные попытки практического использования аптамеров, хотя и были иногда успешными, 
однако в целом результаты оказались значительно скромнее, чем ожидалось. Настоящий обзор посвящен 
главным образом не успехам в использовании аптамеров, а тем проблемам, которые затрудняют их широкое 
применение в терапии и диагностике, и тем подходам, которые могут существенно повлиять на расширение 
областей применения аптамеров.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА SELEX, аптамер, диагностика, терапия, проблемы.
СПИСОК сокращений ИОП – исходный олигонуклеотидный пул; миРНК – малые интерферирующие 
РНК; НК – нуклеиновая кислота; PEG – полиэтиленгликоль; SELEX – Systematic Evolution of Ligands by 
Exponential enrichment.

Введение 
Долгое время нуклеиновые кислоты (НК) рассма-
тривались лишь как химические соединения, основ-
ными функциями которых являются хранение на-
следственной информации (ДНК) и передача этой 
информации от гена к белку (РНК). Однако со време-
нем начали появляться сведения о способности НК 
к выполнению других специфических функций, та-
ких, как ферментативный катализ (рибозимы) и регу-
ляция процессов транскрипции. Подобных примеров 
обнаруживалось все больше и больше, что застави-
ло ученых пересмотреть свое первоначальное отно-
шение к функциям НК. В результате на основании 
имеющихся данных была сформулирована теория 
мира РНК («The RNA world theory») [1, 2]. Соглас-
но этой теории, НК потенциально способны к выпол-
нению самых разнообразных функций и, вероятно, 
обеспечивали все необходимые каталитические ре-
акции во времена зарождения жизни [3]. Весомым 
вкладом в подтверждение многофункциональности 
НК стало и обнаружение олигонуклеотидов, способ-
ных специфически связываться с разнообразными 
молекулами-мишенями. Эти олигонуклеотиды по-
лучили название аптамеры [4, 5].

Аптамеры представляют собой небольшие 
(обычно от  20 до  60 нуклеотидов) одноцепочеч-
ные молекулы РНК или  ДНК, способные с  высо-
кой аффинностью и специфичностью связываться 

с молекулой-мишенью. К настоящему моменту по-
лучено большое количество аптамеров к самым раз-
ным мишеням, начиная от простых неорганических 
молекул и заканчивая сложными белковыми ком-
плексами и целыми клетками. По сути, аптамеры 
представляют собой нуклеотидные аналоги антител, 
однако, получение аптамеров – процесс значительно 
более простой и существенно менее дорогостоящий, 
чем получение антител [6, 7]. Кроме того, аптамеры 
не обладают иммуногенностью и токсичностью [8]. 
Все это делает аптамеры идеальными кандидата-
ми для применения в терапии, диагностике, очистке 
молекул-мишеней из сложных смесей, создании био-
сенсоров и др. [9, 10]. Области применения аптаме-
ров настолько обширны и разнообразны, что новые 
работы, посвященные их применению, публикуются 
почти каждый день. Для систематизации огромного 
объема получаемой информации создана специали-
зированная база данных, позволяющая быстро найти 
всю необходимую информацию по многим известным 
аптамерам (http://aptamer.icmb.utexas.edu).

Основы современной технологии получения ап-
тамеров были впервые описаны более 20 лет назад 
[11, 12]. Обычно аптамеры отбирают из олигонуклео-
тидного пула, называемого исходным олигонуклео-
тидным пулом (ИОП), который содержит 1014–1015 
вариантов олигонуклеотидов. Довольно часто ИОП 
называют комбинаторной библиотекой, что не со-
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всем корректно, поскольку библиотека, по определе-
нию содержащая набор всех возможных вариантов 
олигонуклеотидов, слишком огромна для практи-
ческого использования (в относительно небольшой 
библиотеке это как минимум 1018 вариантов олиго-
нуклеотидов). ИОП представляет собой аликвоту 
химически синтезированной комбинаторной би-
блиотеки и содержит определенным образом под-
готовленные для связывания с молекулой-мишенью 
олигонуклеотиды в  виде одноцепочечных ДНК 
или РНК. Олигонуклеотиды в составе ИОП включа-
ют в себя вариабельный участок длиной 30–50 ну-
клеотидов (в каждом положении может находиться 
любой из четырех нуклеотидов). Вариабельный уча-
сток фланкирован константными участками, позво-
ляющими осуществлять с олигонуклеотидами все 
необходимые манипуляции, такие, как амплифика-
ция и транскрипция. Следует отметить, что РНК-
аптамеры по  сравнению с  ДНК-аптамерами обе-
спечивают образование значительно большего 
структурного разнообразия, хотя их применение 
и сопряжено с определенными трудностями (мо-
лекулы РНК легко деградируют под воздействием 
разнообразных факторов, таких, как РНКазы, высо-
кая температура, щелочная среда и т.д.) [13, 14].

Классическая процедура получения аптамеров, 
названная SELEX (systematic evolution of ligands 
by exponential enrichment), условно состоит из двух 
чередующихся этапов (рис. 1). Первый этап заклю-
чается в амплификации с помощью полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) имеющихся олигонуклеоти-
дов до нужной концентрации. В случае отбора РНК-

аптамеров пул одноцепочечных олигорибонуклео-
тидов получают в результате транскрипции in vitro 
двухцепочечной ДНК с использованием Т7-РНК-
полимеразы. При отборе ДНК-аптамеров пул одно-
цепочечных олигодезоксирибонуклеотидов получают 
разделением цепей двухцепочечных продуктов ПЦР. 
На втором этапе амплифицированный пул инкуби-
руют с молекулой-мишенью и олигонуклеотиды, об-
разовавшие с ней комплекс, используют для первого 
этапа следующего цикла SELEX [7, 15]. 

Отбор олигонуклеотидов с большей аффинностью 
и отделение несвязавшихся с молекулой-мишенью 
олигонуклеотидов с меньшей аффинностью проис-
ходят благодаря жесткой конкуренции за место свя-
зывания. С каждым раундом SELEX давление от-
бора увеличивается, в результате в среднем через 
5–15 циклов образуется максимально обогащенный 
пул, содержащий аптамеры с наибольшим сродством 
к молекуле-мишени [16, 17]. Технология SELEX при-
менима не только для отбора аптамеров, способных 
связываться с молекулой-мишенью, но и для отбора 
олигонуклеотидов, обладающих определенной фер-
ментативной активностью. В данном случае критери-
ем отбора служит способность аптамера катализиро-
вать такую реакцию [18, 19]. 

Ограничения использования аптамеров 
и пути их преодоления
С использованием аптамеров связан ряд проблем, 
на что и обращено основное внимание в нашем об-
зоре. Рассмотрим основные трудности, мешающие 
широкому практическому применению аптамеров. 

Рис. 1. Схема процедуры отбора 
аптамеров SELEX: а – инкубация 
исходного пула олигонуклеоти-
дов с молекулой-мишенью;  
б – удаление несвязавшихся оли-
гонуклеотидов; в – отделение 
связавшихся олигонуклеотидов 
от молекулы-мишени;  
г – амплификация элюированных 
олигонуклеотидов в ходе не-
симметричной ПЦР (ДНК-SELEX) 
или ОТ-ПЦР с последующей 
транскрипцией (РНК-SELEX); 
д – инкубация обогащенного 
пула с молекулой-мишенью; 
е – клонирование аптамеров, 
полученных после проведения 
5–15 раундов SELEX

а

б

в

г

д

е

ИОП

Аптамер

Молекула-мишень

SELEX 
5–15 циклов

Связавшиеся  
олигонуклеотиды

Несвязавшиеся  
олигонуклеотиды
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Проблема № 1. Деградация аптамеров 
Серьезной проблемой использования аптамеров 
для практических целей (особенно РНК-аптамеров) 
является их быстрая деградация нуклеазами в био-
логических средах, в частности в сыворотке крови. 
Так, для распада олигонуклеотида в крови требу-
ется в среднем от нескольких минут до нескольких 
десятков минут в зависимости от конформационной 
структуры олигонуклеотида и  его концентрации. 
Поскольку данный промежуток времени мал и не-
приемлем для большинства терапевтических целей, 
то разработан ряд приемов, направленных на защиту 
аптамера от деградации нуклеазами.

Один из стандартных способов получения устой-
чивых к нуклеазам аптамеров – проведение проце-
дуры SELEX с олигонуклеотидами, в состав кото-
рых входят модифицированные нуклеотиды (рис. 2). 
В основе получения таких олигонуклеотидов лежит 
применение специальных ДНК- или РНК-полимераз, 
способных в качестве субстрата использовать, на-
пример, модифицированные по 2'-положению са-
хара нуклеозидтрифосфаты. В настоящий момент 
с  этой целью успешно применяют 2'-аминопири-
мидиннуклеозиды [20, 21], 2'-фторпиримидинну-
клеозиды [22, 23], 2'-O-метилпуриннуклеозиды 
и 2'-O-метилпиримидиннуклеозиды [24, 25]. Нагляд-
ным примером использования некоторых модифи-
каций нуклеотидов может служить единственный 
разрешенный к применению в медицинской прак-
тике аптамер, известный как Macugen (рис. 3) [26]. 
Модификация нуклеотидов может быть проведена 
и после процедуры SELEX непосредственно в составе 
аптамера, но в этом случае дополнительные функци-
ональные группы могут повлиять на специфичность 
и аффинность связывания аптамера. Тем не менее не-
которые модификации способны увеличивать устой-
чивость аптамеров к нуклеазам и при этом не влиять 
на параметры связывания с молекулой-мишенью. 
Самой распространенной и эффективной модифи-
кацией подобного рода является модификация тер-
минальных 3'- и 5'-нуклеотидов в олигонуклеотидах 
[27]. Аптамеры, вообще не содержащие модифици-
рованных нуклеотидов, иногда также могут про-
являть очень хорошую устойчивость к деградации 
нуклеазами в сыворотке крови [28]. Это свойство, по-
видимому, обусловлено образованием специфических 
трехмерных структур, экранирующих 3'- и 5'-концы 
аптамера от доступа к ним экзонуклеаз. 

Хорошей устойчивостью к нуклеазному расще-
плению обладают замкнутые в кольцо аптамеры, по-
лученные в ходе лигирования 3'- и 5'-концов одного 
и того же аптамера. Замыкаться могут и несколько 
различных аптамеров, что  обеспечивает множе-
ственную специфичность такой конструкции [29, 30]. 

Подобный подход создания кольцевых аптамеров 
оптимален в тех случаях, когда может потребовать-
ся систематическое введение в организм больших доз 
аптамера. Связано это с тем, что аптамеры, содержа-
щие некоторые модификации нуклеотидов, при де-
градации потенциально могут образовывать веще-
ства, обладающие определенной токсичностью [31].

Оригинальным подходом к  решению проблемы 
нуклеазной деградации аптамеров стало получение 
зеркально отображенных аптамеров – шпигельмеров 
(Spiegelmer), в которых олигонуклеотидный остов 
полностью состоит из L-рибозы (РНК-шпигельмеры) 
или  L-дезоксирибозы (ДНК-шпигельмеры). Их 
создание основано на  том факте, что  нуклеа-

Рис. 2. Основные модификации нуклеотидов в аптаме-
рах, обеспечивающие устойчивость аптамеров к де-
градации нуклеазами

Модификация 5'-конца 
(устойчивость  
к 5'-экзонуклеазам)

Модификация 3'-конца 
(устойчивость  
к 3'-экзонуклеазам)

Основание

Модификация сахара 
в 2'-положении 
(устойчивость  
к эндонуклеазам)

Рис. 3. Структура первого разрешенного к клиниче-
скому применению аптамера Macugen. Использованы 
следующие модификации нуклеотидов: f – 2'-фторну-
клеотид, m – 2'-О-метилнуклеотид. Чтобы избежать 
быстрого выведения аптамера через почки, к нему 
на 5'-конце добавлен PEG массой 40 кДа [26] 
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зы способны эффективно расщеплять только D-, 
а не L-олигонуклеотиды, которые в природе не встре-
чаются. Однако, если аптамер с известной первичной 
структурой просто синтезировать из L-нуклеотидов, 
то такой аптамер будет способен связываться лишь 
с несуществующим в природе энантиомерным бел-
ком, содержащим D-аминокислоты. Для решения 
данной проблемы предложено сначала отбирать 
аптамеры, в состав которых входят D-нуклеотиды 
к синтезированному (D)-белку. Затем, определив пер-
вичную структуру полученных аптамеров, их можно 
синтезировать в виде шпигельмеров, которые будут 
связываться уже с (L)-белком-мишенью, встречаю-
щимся в организме. Такие шпигельмеры обладают 
крайне высокой стабильностью и почти не поддаются 
ферментативной деградации [32, 33]. 

Избежать проблем с деградацией аптамеров по-
зволяет и недавно разработанный метод «aptamer 
displacement screening», заключающийся в скринин-
ге низкомолекулярных соединений, способных вы-
теснять аптамер из места его связывания с белком-
мишенью (рис. 4). Предполагается, что отобранное 
в результате этой процедуры вещество будет обла-
дать той же специфичностью и аффинностью. По-
казано, что полученные таким образом низкомоле-
кулярные соединения часто оказывают такое  же 
ингибирующее действие на белок-мишень, как и ап-
тамеры [34, 35].

Проблема № 2. Выведение аптамеров из кровотока 
в результате почечной фильтрации
Серьезную проблему для применения аптамеров в те-
рапии представляет их удаление из кровотока в ходе 

почечной фильтрации. Поскольку масса большинства 
аптамеров находится в пределах 5–15 кДа (15–50 ну-
клеотидов), то они быстро выводятся почками, спо-
собными удалять вещества массой до  30–50 кДа. 
Самым распространенным решением данной про-
блемы является конъюгирование аптамеров с полиэ-
тиленгликолем (PEG) массой 20 или 40 кДа (рис. 3). 
В настоящее время конъюгирование с PEG широко 
применяется для увеличения времени циркуляции 
в кровотоке не только олигонуклеотидов, но и бел-
ков, пептидов и низкомолекулярных соединений [36, 
37]. Показано, что конъюгированные с PEG аптамеры 
выводятся из кровотока значительно медленнее (до 
нескольких дней) и при этом не теряют свою специ-
фичность. Кроме того, такие конъюгированные апта-
меры более эффективно распределяются по тканям 
и органам [38, 39]. Альтернативный вариант решения 
проблемы почечной фильтрации – конъюгирование 
аптамеров с молекулами холестерина, что также зна-
чительно увеличивает время их циркуляции в крово-
токе [40].

Проблема № 3. Контроль времени действия 
аптамеров
Крайне важным условием применения любого пре-
парата в терапии является его фармакокинетика и, 
в частности, время действия, всегда обусловленное 
многочисленными факторами, такими, как дегра-
дация, вовлеченность в различные метаболические 
процессы, выведение почками и т.д. Все эти факторы 
должны учитываться перед назначением препарата, 
что порой сильно ограничивает его применение. Ис-
пользование аптамеров в качестве терапевтических 

Рис. 4. Метод поис-
ка веществ, вытес-
няющих аптамер 
из места связывания 
(aptamer displacement 
screening). В ходе 
данной процедуры 
из большого количе-
ства разнообразных 
низкомолекулярных 
соединений отби-
раются молекулы, 
способные конкури-
ровать с аптамером 
за место связывания

Низкомолекулярное 
соединение

Аптамер

Белок-мишень
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средств способно во многих случаях решить данную 
проблему. Этого можно достичь, например, за счет 
создания антидотов к аптамерам. Такие антидоты 
имеют комплементарную аптамеру нуклеотидную 
последовательность. В результате гибридизации ан-
тидота с аптамером происходит нарушение конфор-
мационной структуры аптамера, что обуславливает 
полную потерю его способности взаимодействовать 
с молекулой-мишенью (рис. 5). Данный подход пока-
зал свою эффективность в ряде исследований, в ходе 
которых аптамер вводился в  кровоток животных 
и оказывал терапевтический эффект, а последующее 
введение антидота быстро инактивировало аптамер, 
прекращая его действие [41, 42]. Высокая эффектив-
ность процессов гибридизации аптамеров с антидота-
ми в сыворотке крови дает уникальную возможность 
контролировать время терапевтического действия, 
ставя данную технологию выше применения антител 
или низкомолекулярных соединений, контролиро-
вать продолжительность действия которых либо не-
возможно, либо крайне сложно. 

Еще один эффективный и дешевый способ кон-
троля активности аптамеров в кровотоке, при кото-
ром не требуется создавать свой антидот для каж-
дого аптамера, – применение поликатионных 
биополимеров, эффективно связывающих поли
анионные молекулы олигонуклеотидов [43, 44]. Спо-

собностью связывать НК обладают многие полиме-
ры, первоначально предназначенные для доставки 
плазмидной ДНК или миРНК при проведении ген-
ной терапии [45, 46]. Некоторые низкомолекуляр-
ные вещества, такие, как порфирины, также могут 
связываться с определенными конформационными 
структурами, инактивируя тем самым аптамер [47]. 
Поскольку плазма крови не  содержит значимые 
количества нуклеиновых кислот, быстро дегради-
рующих под действием нуклеаз, то предполагает-
ся, что с биополимерами будут связываться толь-
ко введенные в кровоток чужеродные НК, такие, 
как аптамеры. 

Другой способ контроля работы аптамеров – их ак-
тивация в необходимый момент, т.е. перевод аптамера 
из неактивной формы в активную. Так, неактивный 
аптамер, содержащий нуклеотиды с определенными 
фоточувствительными модификациями, не облада-
ет способностью связываться с молекулой-мишенью. 
Облучение аптамеров светом определенной длиной 
волны приводит к отщеплению этих фоточувстви-
тельных групп от нуклеотидов, делая аптамер пол-
ностью функциональным. Это также позволяет кон-
тролировать не только время активации аптамера, 
но и место его активации [48, 49].

Проблема № 4. Взаимодействие аптамеров 
с внутриклеточными мишенями
Большинство описанных аптамеров отобраны на ми-
шени, находящиеся на поверхности клеток или не-
посредственно в кровотоке. В перспективе это может 
существенно облегчить их применение, поскольку 
для получения терапевтического результата необ-
ходимо только ввести аптамер в кровоток. Однако 
в последнее время достигнуты определенные успехи 
в разработке способов доставки аптамеров внутрь 
клетки. Одним из перспективных подходов в данной 
области является применение специальных систем 
экспрессии, способных эффективно производить ап-
тамер в нужных концентрациях в самой клетке с по-
следующим их накоплением либо в нуклеоплазме, 
либо в цитоплазме. Например, экспрессия аптаме-
ров в клетках, трансфицированных рекомбинант-
ным вектором с кодирующими аптамер нуклеотид-
ными последовательностями под промотором U6, 
способна обеспечить специфическую инактивацию 
внутриядерных белков-мишеней [50, 51]. Экспрес-
сия аптамеров с помощью промотора одной из тРНК 
обеспечивает их преимущественную цитоплазмати-
ческую локализацию [52]. Синтез аптамеров в клет-
ках определенного типа могут обеспечить вирусные 
экспрессионные системы за счет их направленной 
доставки в клетки [53, 54]. Повысить концентрацию 
экспрессирующихся внутри клетки аптамеров (на-

Аптамер 9.3t  
(активная форма)

Антидот Комплекс  
(не активен)

Рис. 5. Регуляция функционирования аптамера с помо-
щью антидота. В качестве примера приведен аптамер 
9.3t, полученный в работе [77], который взаимодей-
ствует с фактором свертываемости крови IXa и об-
ладает антикоагуляционным действием. Добавление 
комплементарного антидота приводит к быстрой 
инактивации аптамера и восстановлению способности 
крови сворачиваться
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зываемых также интрамерами) можно не только 
за счет высокого уровня экспрессии, обеспечивае-
мого сильным промотором, но и в результате сни-
жения скорости нуклеазной деградации интрамера 
(экранирование 3'- и 5'-концов с помощью таких до-
полнительных структурных элементов, как, напри-
мер, шпильки) [50]. 

Другой подход к решению проблемы взаимодей-
ствия аптамеров с внутриклеточными молекулами-
мишенями – проникновение аптамеров в  клетки 
из кровотока в результате рецептор-зависимого эн-
доцитоза [55, 56]. Например, аптамеры, связываю-
щиеся с простат-специфичным мембранным анти-
геном (prostate-specific membrane antigen, PSMA), 
позволяют за счет их эндоцитоза эффективно и изби-
рательно доставлять конъюгированные терапевтиче-
ские агенты в клетки опухолей, содержащих на своей 
поверхности такие антигены [57, 58]. 

Проблема № 5. Получение аптамеров 
к неочищенным белкам-мишеням
В большинстве случаев для получения аптамеров 
необходимо присутствие очищенных молекул-
мишеней. Если этой молекулой-мишенью является 
белок, то его необходимо экспрессировать в куль-
туре клеток, а затем очистить из экстракта в ходе 
таких процедур, как  аффинная хроматография. 
Все это весьма трудоемко и требует много времени, 
что негативно сказывается на скорости получения 

аптамеров. Кроме того, некоторые белки в силу их 
физико-химических свойств крайне сложно вы-
делить. Существуют также данные, указывающие 
на то, что аптамеры, подобранные к экспрессиро-
ванным в  клетках прокариот белкам-мишеням, 
не всегда способны взаимодействовать с теми же 
белками, но синтезированными в эукариотических 
клетках. Это связано с тем, что многие эпитопы эу-
кариотических белков вследствие посттрансляцион-
ных модификаций могут быть недоступны для взаи-
модействия с аптамерами, полученными к белкам 
в прокариотической клетке [59].

Если белок-мишень находится на  поверхно-
сти клеток, то одним из подходов к решению этой 
проблемы может быть модификация процедуры 
SELEX, позволяющая вести отбор к целым клет-
кам – Cell-SELEX [60, 61] (рис. 6). В этом вариан-
те отбирают аптамеры на специфические белковые 
маркеры, расположенные непосредственно на по-
верхности живых клеток. Можно отбирать аптаме-
ры и на специфические маркеры целых организмов. 
Например, получены аптамеры, позволяющие из-
бирательно выявлять присутствие в организме тех 
или иных паразитов, таких, как трипаносомы [62, 
63]. В основе Cell-SELEX лежит дополнительный 
этап процедуры отбора аптамеров – негативная се-
лекция, проводимая к мишени (как правило, род-
ственная клеточная линия), с которой не должны 
связываться финальные аптамеры. Одно из преи-

Рис. 6. Схема Cell-SELEX: а – ин-
кубация ИОП с клетками типа 1, 
с которыми полученные аптаме-
ры не должны связываться – не-
гативная селекция; б – удаление 
связавшихся с клетками типа 1 
олигонуклеотидов; в – инкубация 
олигонуклеотидов, не связавших-
ся с клетками типа 1, с клетками 
типа 2 – позитивная селекция; 
г – удаление не связавшихся 
с клетками типа 2 олигонуклеоти-
дов; д – отделение связавшихся 
олигонуклеотидов от клеток 
типа 2; е – амплификация элюи-
рованных олигонуклеотидов 
в ходе несимметричной ПЦР 
(ДНК-SELEX) или ОТ-ПЦР с после-
дующей транскрипцией (РНК-
SELEX); ж – инкубация обога-
щенного пула с клетками типа 1; 
з – клонирование аптамеров, 
полученных после проведения 
15–20 раундов Cell-SELEX

Аптамер

ИОП
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муществ Cell-SELEX состоит в том, что для отбора 
аптамеров не нужна информация по белковым мар-
керам, специфичным для клеток данного типа. Если 
негативный отбор ведется на нормальных клетках, 
а позитивный – на тех же клетках, только транс-
формированных, то все получаемые аптамеры бу-
дут связываться с маркерными белками опухолевых 
клеток этого типа. Данное достижение очень важно, 
поскольку одна из главнейших задач настоящего 
времени – разработка методов ранней диагностики 
опухолевых клеток. 

В основе онкологических заболеваний лежат гене-
тические изменения, которые возникают в результа-
те мутаций и приводят к изменениям сначала на мо-
лекулярном (паттерны экспрессии белков) и лишь 
затем на морфологическом уровне. Классические 
методы диагностики рака основаны преимуществен-
но на изменениях в морфологии клеток и тканей, 
что часто не позволяет выявлять онкологические за-
болевания на ранних стадиях. С данной задачей спо-
собны эффективно справиться аптамеры, получен-
ные к опухолевым клеткам в результате Cell-SELEX. 
Такие аптамеры, размещенные на микрочипах, по-
зволяют обнаруживать в крови даже крайне незна-
чительное содержание злокачественных клеток [64, 
65]. Аптамеры, отобранные на конкретные белковые 
опухолевые маркеры и конъюгированные с части-
цами золота, эффективно применяются в качестве 
контрастных агентов для выявления определенных 
типов рака [66, 67]. 

Разработаны также подходы к отбору аптамеров 
к внутриклеточным белкам-мишеням, находящим-
ся в экстрактах клеток [68, 69]. Если относительное 
содержание интересующего белка в исходном экс-
тракте мало, то в процедуру SELEX обязательно 
должна быть включена стадия негативного отбора 
с экстрактами близкородственных клеток, в кото-
рых данный белок отсутствует. В результате олиго-
нуклеотидный пул будет обогащаться только теми 
аптамерами, которые связываются с белками, пред-
ставленными в исходном экстракте, но отсутству-
ют в экстракте негативного контроля. Кроме того, 
если содержание целевого белка в экстракте высоко 
и составляет 1–10% от всех белков, то SELEX может 
не включать стадию негативного отбора, что суще-
ственно упрощает получение аптамеров [68, 69]. Та-
кая модификация процедуры SELEX потенциально 
позволяет в минимальные сроки получить аптамеры 
к уникальным для исследуемого типа клеток вну-
триклеточным белкам. Затем с помощью аптамеров 
и аффинной хроматографии можно выделить из экс-
трактов целевые белки в нативном виде и охарак-
теризовать их [70]. Это может оказаться полезным 
при изучении свойств очищенных ферментов, по-

скольку в рекомбинантных белках дополнительные 
части (GST-, His-теги и др.) могут непредсказуемо 
сказаться на свойствах белка [71]. 

Одним из наиболее новых и перспективных под-
ходов к решению проблемы получения аптамеров 
к белкам-мишеням, специфичным для конкретной 
ткани, является in vivo SELEX [72]. В ходе данной 
процедуры устойчивый к нуклеазному расщеплению 
пул олигонуклеотидов вводится непосредственно 
в кровоток организма, содержащего ткань опреде-
ленного типа, например опухоль. Спустя заданное 
время эту ткань извлекают и экстрагируют из нее 
олигонуклеотиды, которые амплифицируют и затем 
снова вводят в целевой организм. Эту процедуру по-
вторяют несколько раз и в результате получают на-
бор аптамеров, способных специфично в условиях in 
vivo мигрировать и накапливаться в тканях опреде-
ленного типа. Многие аптамеры, полученные таким 
способом, обладают также способностью проникать 
в клетки и связываться с внутриклеточными мише-
нями [72]. Огромным преимуществом in vivo SELEX 
является то, что в результате отбираются только 
те аптамеры, которые не только специфически свя-
зываются с определенной тканью, но и способны из-
бегать неспецифичного связывания с белками кле-
точных стенок и компонентами сложной белковой 
смеси в крови.

Проблема № 6. Кросс-реактивность аптамеров
Несмотря на потенциально высокую специфичность, 
аптамеры к  определенным молекулам-мишеням 
могут связываться и с некоторыми другими струк-
турно родственными молекулами. Так, в  нашей 
лаборатории получены четыре аптамера к  ДНК-
полимеразе β [73], которые, помимо связывания 
с самой ДНК-полимеразой β и ингибирования ее ак-
тивности, связывались также с ДНК-полимеразой 
k, принадлежащей другому семейству эукариотиче-
ских ДНК-полимераз, и также ингибировали ее ак-
тивность. Кросс-реактивность может стать серьез-
ным препятствием для использования аптамеров 
в терапии из-за возможного побочного действия, обу-
словленного взаимодействием аптамеров с другими 
белками. Тем не менее можно предположить, что бо-
лее продуманная процедура SELEX, включающая, 
например, этапы негативного отбора к родственным 
молекулам, вполне способна обеспечить создание 
аптамеров с необходимой специфичностью. Отчасти 
данное предположение подтверждают результаты, 
полученные в нашей лаборатории. С использовани-
ем более жесткого проведения SELEX получен ап-
тамер к ДНК-полимеразе ι, обладающий высокой 
специфичностью и не связывающийся ни с ДНК-
полимеразой k, ни с ДНК-полимеразой β [74]. 



44 | Acta naturae |  ТОМ 5  № 4 (19)  2013

ОБЗОРЫ

Проблема № 7. Автоматизация получения 
аптамеров
Несмотря на внешне относительную методическую 
простоту, процесс получения аптамеров достаточно 
трудоемкий и длительный. Кроме того, довольно ча-
сто возможен отбор не самых аффинных и специфич-
ных аптамеров, что случается из-за недостаточной 
оптимизации некоторых этапов SELEX. Для решения 
данных проблем предпринимаются довольно успеш-
ные попытки полностью автоматизировать SELEX 
[75, 76]. В результате у исследователя появляет-
ся возможность получения аптамеров с заданными 
свойствами в течение всего лишь нескольких дней. 

Кроме того, разработаны методики, позволяю-
щие получать аптамеры всего за один раунд отбо-
ра. Эта процедура получила название CE-SELEX 
(capillary electrophoresis SELEX), в основе которой 
лежит модифицированная стадия отделения связан-
ных с белком-мишенью аптамеров от несвязанных. 
Фракционирование происходит в результате нерав-
новесного капиллярного электрофореза равновесных 
смесей (nonequilibrium capillary electrophoresis of 
equilibrium mixtures, NECEEM) и позволяет не толь-
ко ускорить всю процедуру отбора до  1–2 дней, 
но также получить аптамеры со строго заданными 
параметрами связывания, такими, как Kd

, K
off

 и K
on

 
[77, 78]. 

Современное положение аптамеров 
в диагностике и терапии
Моно- и поликлональные антитела в настоящее время 
являются незаменимыми инструментами в диагно-
стике разнообразных заболеваний. Однако во многих 
случаях, когда требуется эффективное и специфич-
ное взаимодействие с молекулой-мишенью (диагно-
стируемым маркером), аптамеры уже сейчас успешно 
заменяют антитела [79, 80]. Например, разработаны 
протоколы, позволяющие с помощью аптамеров со 
значительно большей эффективностью, чем при ис-
пользовании антител в Вестерн-блотинге, детектиро-
вать иммобилизованные на мембране белки [81, 82]. 
Использование аптамеров вместо антител в проце-
дурах типа ELISA не только упрощает обнаружение 
белка, но и обеспечивает гораздо большую чувстви-
тельность [83, 84]. С помощью иммобилизованных ап-
тамеров, как и с помощью антител, можно выделять 
белки-мишени [85, 86]. Одно из преимуществ апта-
меров над антителами состоит в том, что аптамеры 
можно отбирать к неиммуногенным или высокоток-
сичным веществам [87, 88].

Аптамеры также применяются при  создании 
биосенсоров в качестве распознающих элементов 
[89, 90]. Небольшой размер аптамеров (в 10–100 раз 
меньше антител) позволяет разместить на поверх-

ности биосенсоров значительно большее их ко-
личество на меньшей площади. Это увеличивает 
эффективность обнаружения различных белков-
биомаркеров при использовании значительно мень-
шего количества диагностируемой жидкости, такой, 
например, как сыворотка крови. Кроме того, био-
сенсоры на основе аптамеров могут использоваться 
не один раз, а многократно, без потери чувствитель-
ности [91, 92], что обусловлено присущей всем ну-
клеиновым кислотам способностью к денатурации 
и ренатурации. 

Низкая стоимость производства, отсутствие им-
муногенности и возможность проводить различные 
модификации сделали аптамеры крайне перспектив-
ными кандидатами для применения в качестве тера-
певтических средств. Основа использования апта-
меров в данной области – способность ингибировать 
ферментативную активность того белка-мишени, 
с которым связался аптамер. Ингибирование фер-
ментативной активности может быть обусловлено 
как взаимодействием аптамера с активным центром 
фермента, так и в результате спровоцированных 
взаимодействием с аптамером конформационных 
изменений в структуре белка [93, 74]. Однако взаи-
модействие с аптамером не всегда приводит к инги-
бированию фермента. Иногда наблюдается обратная 
ситуация: фермент переходит из неактивной формы 
в активную [94, 95], что обусловлено сходством дей-
ствия аптамера и активирующего лиганда по отно-
шению к белку. 

Аптамеры активно пытаются использовать 
и для лечения вирусных инфекций. К настоящему 
моменту получены аптамеры ко многим белкам та-
ких вирусов, как вирус иммунодефицита человека, 
вирусы гепатита С, гриппа и др. [96, 97]. Несмотря 
на  эффективность связывания и  ингибирования 
многих жизненно важных вирусных белков (обрат-
ные транскриптазы, интегразы и др.), не до конца 
решенной остается проблема эффективной достав-
ки аптамера или аптамерэкспрессирующего вектора 
в клетку. Иная ситуация наблюдается при примене-
нии аптамеров, связывающихся с белками вирусного 
капсида. Показано, что такое связывание приводит 
к подавлению способности вируса взаимодействовать 
с рецепторными белками клетки и, следовательно, 
проникать внутрь клетки [98, 99]. В данном случае 
возможная профилактика или  терапия вирусной 
инфекции сильно упрощается и может заключать-
ся либо в обработке участков кожи, через которые 
проникает вирус, аптамерсодержащим раствором 
или  мазью (так называемые микробициды), либо 
во внутривенном введении аптамера. 

Конъюгирование аптамеров, полученных к бел-
ковым маркерам клеток определенного типа, с те-
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рапевтическим агентом также предоставляет ряд 
уникальных возможностей. Одна из таких возмож-
ностей – доставка лекарственного средства непо-
средственно к  тому типу клеток, который несет 
на поверхности специфические белковые маркеры. 
В качестве терапевтического агента могут быть при-
менены: 

а) крайне токсичные вещества, не позволяющие 
применять их в  высоких терапевтических дозах. 
Конъюгированные с аптамером и введенные в низких 
концентрациях, токсины будут накапливаться строго 
в определенном месте (например, в опухоли) и соз-
давать в этом месте необходимую терапевтическую 
концентрацию. К этой группе можно отнести радио-
активные и высокотоксичные вещества [100, 101]; 

б) быстро деградирующие и быстро выводящие-
ся вещества, такие, как миРНК. Доставка миРНК 
в ткань определенного типа за счет аптамера способ-
на решить одно из главных ограничений их примене-
ния в терапии [102, 103]; 

в) наночастицы, активно исследуемые в  каче-
стве потенциальных переносчиков лекарственных 
средств в район опухоли. На животных моделях по-
казана низкая эффективность доставки лекарствен-
ных средств в опухолевую ткань с использованием 
конъюгированных наночастиц с антителами. Это свя-
зано с тем, что в кровотоке такие крупные конъюгаты 
быстро поглощаются фагоцитарной системой и, кро-
ме того, проявляют низкую способность к проникно-
вению в твердые опухоли. Эти проблемы могут быть 
решены при использовании аптамеров, конъюгиро-
ванных с наночастицами, за счет их гораздо мень-
шего размера и соответственно большей проникаю-
щей способности [104, 105]. Применение аптамеров, 
конъюгированных с липосомами, для направленной 
доставки терапевтических средств в  опухолевые 
клетки представляется наиболее перспективным на-
правлением в данной области, и к настоящему момен-
ту в некоторых случаях оно показало свою высокую 
эффективность [106, 107];

г) эндогенные ферменты. Конъюгирование фер-
ментов с аптамерами может оказаться крайне полез-
ным для доставки в те клетки, в которых эти фер-
менты либо отсутствуют, либо не работают должным 
образом, с последующим потенциальным восстанов-
лением функций клеток [108].

Заключение
Аптамеры представляют собой особый класс соеди-
нений, обладающих набором уникальных свойств, 
они характеризуются преимуществами, присущи-
ми как низкомолекулярным агентам, так и агентам 
белковой природы. Например, аптамеры обладают 
аффинностью и специфичностью, не уступающей 

моноклональным антителам. В то же время благода-
ря малому размеру аптамеры проявляют высокую 
проникающую способность и не обладают иммуно-
генностью, что присуще низкомолекулярным веще-
ствам. Тем не менее аптамеры до сих пор не полу-
чили широкого применения. За двадцать с лишним 
лет, прошедшие со времени разработки процедуры 
SELEX, разрешение на использование в медицинской 
практике получил лишь один аптамер, известный 
как Macugen, или Pegaptanib (рис. 3). Этот аптамер 
связывается с фактором роста сосудистого эндотелия 
(VEGF), блокируя рост аномальных кровеносных со-
судов глаза и предотвращая кровоизлияния и потерю 
зрения [26, 109]. 

Принимая во внимание все достоинства аптаме-
ров, странной может показаться незначительная их 
доля среди современных терапевтических препа-
ратов. Однако стоит учитывать, что аптамеры пред-
ставляют собой довольно новый класс веществ, а раз-
работка всевозможных протоколов, направленных 
на адаптацию аптамеров к тем или иным задачам, 
занимает много времени. Подобная ситуация наблю-
далась и в случае широко распространенных сегодня 
антител. Моноклональные антитела были получены 
в 1975 году, но лишь в 1986 году первый препарат 
на основе антител был одобрен Управлением по кон-
тролю за продуктами и лекарственными средствами 
(FDA, Food and Drug Administration, США). В 1994 
году поступил в продажу второй препарат и только 
после этого начался их широкомасштабный выпуск 
(сейчас разрешено применение в терапии порядка 
двух десятков антител). Выходу любого препарата 
в продажу всегда предшествует этап всевозможных 
клинических испытаний, часто продолжающийся бо-
лее 10 лет. Проведение многочисленных клинических 
испытаний требует огромных затрат и может быть 
обеспечено лишь очень крупными фармакологиче-
скими компаниями, способными затрачивать сотни 
миллионов долларов на исследования. Однако стоит 
отметить, что за первый же год после появления пре-
парата Macugen на рынке (2005 г.) его было продано 
на сумму свыше 200 млн долларов. Этот факт служит 
хорошим стимулом для интенсификации исследо-
ваний и создания новых лекарственных препаратов 
на основе аптамеров. 

Применение аптамеров в диагностике имеет зна-
чительно меньшие ограничения, чем в терапии, по-
скольку отсутствует непосредственная угроза здоро-
вью людей. На наш взгляд, основным препятствием 
широкому распространению аптамеров в данной об-
ласти является отсутствие стандартизации аптаме-
ров в разрабатываемых протоколах. Так, полученные 
в разных лабораториях аптамеры к одной и той же 
молекуле-мишени, помимо различий в первичной 
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структуре, почти наверняка будут различаться и та-
кими параметрами, как аффинность, специфичность 
и другие кинетические характеристики. Поэтому раз-
работанный протокол при использовании одного ап-
тамера может давать полностью адекватные резуль-
таты, в случае второго аптамера результаты могут 
быть менее достоверными. Это особенно актуально 
в диагностике различных заболеваний человека, где 
некорректные результаты анализов могут привести 
к весьма нежелательным последствиям. В услови-
ях постоянно снижающейся стоимости химического 
синтеза нуклеиновых кислот и наличия баз данных 
аптамеров ко все возрастающему числу молекул-
мишеней оптимальной стратегией становится не по-
лучение нового аптамера, а синтез и использование 
уже описанного. Можно надеяться, что выявление 

конкретной молекулы-мишени с помощью только 
одного аптамера с наилучшими параметрами связы-
вания в скором будущем обусловит широкое приме-
нение аптамеров в диагностике.

К настоящему моменту найдено то или иное ре-
шение почти всех проблем, возникающих при ра-
боте с аптамерами. Поэтому можно предположить, 
что благодаря ряду уникальных свойств аптамеры 
в скором времени займут достойное место как в на-
боре инструментов современного ученого, так и среди 
терапевтических и диагностических препаратов. 

Работа поддержана программой «Молекулярная 
и клеточная биология» Президиума РАН и РФФИ 

(гранты № 13-04-00598 и 13-04-00642).
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РЕФЕРАТ Отсутствие эффективных противовирусных препаратов затрудняет противодействие опасному 
РНК-содержащему вирусу гриппа типа А (H1N1). Установлено, что секретируемая рибонуклеаза бацилл 
(биназа) проявляет противовирусную активность как при одноцикловой, так и при многоцикловой репро-
дукции вируса гриппа А в диапазоне нетоксичных для эпителиальных клеток концентраций и множествен-
ности инфекции 0.01–0.1. Обработка вируса биназой в концентрации 1 мкг/мл в течение 15–30 мин снижала 
в 3–10 раз количество фокусобразующих единиц вируса и подавляла развитие вирусиндуцированного 
цитопатического действия в клетках легких человека линии А549. Обсуждаются возможные механизмы 
взаимодействия фермента с вирусом. Положительный заряд биназы, как и гемагглютинина вируса, обуслав-
ливает их электростатическое связывание с отрицательно заряженной сиаловой кислотой на клеточной по-
верхности с последующим проникновением в клетку. После потери капсидной оболочки и выхода вирусной 
РНК из эндосомы возможно ее непосредственное каталитическое расщепление интернализованной бина-
зой. Полученные данные подтверждают перспективы использования биназы в качестве противовирусного 
агента, эффективного в отношении пандемического вируса гриппа А (H1N1). Несомненный прогресс в дан-
ном направлении исследований связан с установлением детальных механизмов противовирусного действия 
биназы и разработкой наиболее эффективного способа ее практического применения.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА антивирусная активность, вирус гриппа А (H1N1), рибонуклеаза Bacillus intermedius, 
цитотоксичность, эпителиальные клетки А549. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АЭК – 3-амино-9-этилкарбазол; ГАЕ – гемагглютинирующие единицы; МЖИ – мно-
жественность инфекции; TФХK – L-тозиламид-2-фенилэтилхлорметилкетон; ФОЕ – фокусобразующие 
единицы.

ВВЕДЕНИЕ
Рибонуклеазы (РНКазы) в течение десятилетий при-
влекают внимание исследователей в качестве потен-
циальных терапевтических агентов. Ряд цитоток-
сических РНКаз обладает селективным действием 
в отношении опухолевых клеток [1–3] и проявляет 
противовирусную активность [4, 5]. Такими свойства-
ми обладают РНКазы различного происхождения, 
среди которых наиболее хорошо изучены онконаза 
из ооцитов леопардовой лягушки Rana pipiens, BS-
РНКаза из семенников быка и микробные РНКазы 
из Bacillus amyloliquefaciens и В. intermedius (но-
вое название этого вида – B. pumilus [6]) – барназа 
и биназа. Панкреатическая рибонуклеаза поджелу-
дочной железы крупного рогатого скота, выпуска-
емая как  коммерческий препарат «Рибонуклеаза 
аморфная», рекомендована для лечения синуситов 
и  клещевого энцефалита. Однако внутриклеточ-

ный ингибитор РНКаз, присутствующий в клетках 
человека, значительно снижает активность РНКаз 
млекопитающих [7], ограничивая их использование 
в медицинской практике. Онконаза и BS-РНКаза, 
в отличие от РНКазы А и РНКазы эозинофилов че-
ловека, способны подавлять репликацию вируса им-
мунодефицита человека типа 1 в клетках лейкоза H9 
без токсического воздействия на инфицированные 
клетки [4]. Биназа проявляет значительный защит-
ный эффект (40–67%) при введении внутримышеч-
но в место заражения уличным вирусом бешенства 
мышей, морских свинок, кроликов и не супрессирует 
развитие вакцинального антирабического иммуни-
тета [5, 8]. Важно, что биназа не индуцирует синтез 
специфических маркеров иммунного ответа – анти-
гена CD69 и γ-интерферона в популяции CD8+ и CD4+ 
Т-лимфоцитов, что свидетельствует об отсутствии 
у  фермента свойств индуктора поликлонального 
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Т-клеточного ответа по типу суперантигена [9]. Ра-
нее было показано, что на куриных эмбрионах, за-
раженных вирусами гриппа типа А  (А/PR/8/34, 
А/Одесса/2882/82) и типа В (В/Ленинград/369/76), 
биназа на два порядка снижала инфекционный титр 
вирусов, что сопоставимо с активностью ремантадина 
против вируса гриппа А [10].

В связи с широкой вариабельностью и повсемест-
ным распространением вирусов, поиск действенных 
противовирусных препаратов остается актуальной 
задачей. Цель настоящей работы состояла в изучении 
эффектов биназы в отношении вируса пандемиче-
ского гриппа A/Hamburg/04/09 (H1N1), возбудителя 
эпидемии 2009 года. Нами установлено, что кратков-
ременная обработка вирусных частиц (15–30 мин) 
биназой в возрастающих концентрациях пропорцио-
нально снижает способность вируса инфицировать 
клетки аденокарциномы легкого А549 в 3–10 раз. 
Максимальным эффектом обладала биназа в концен-
трации 1 мкг/мл, не снижающей жизнеспособность 
эпителиальных клеток, что позволяет считать биназу 
перспективным противовирусным агентом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальная РНКаза
Биназа – гуанилспецифичная РНКаза B. pumilus 
7Р (молекулярная масса 12.2 кДа, 109 аминокислот-
ных остатков, pI 9.5) – выделена в гомогенном виде 
из культуральной жидкости Escherichia coli BL21, не-
сущей плазмиду pGEMGX1/ent/Bi, согласно проце-

дуре, описанной Шульгой и соавт. [11]. Молекулярная 
структура биназы известна (рис. 1А), чистота препа-
рата подтверждена нами экспериментально (рис. 1Б). 
Каталитическая активность биназы по отношению 
к синтетическим субстратам и высокополимерной 
дрожжевой РНК охарактеризована ранее [12, 13].

Культуры клеток
Клетки эпителия аденокарциномы легкого А549 и поч-
ки собаки спаниеля MDCK II (коллекция Института 
медицинской вирусологии Университета им. Юсту-
са Либига, Гиссен, Германия) выращивали на сре-
де DMEM с добавлением пенициллина (100 ед./мл), 
стрептомицина (100 мкг/мл) и 10% эмбриональной те-
лячьей сыворотки в атмосфере 5% СО2

 при 37°С.

Штамм вируса гриппа A/Hamburg/04/09 (H1N1)
 Штамм вируса гриппа A/Hamburg/04/09 (H1N1) по-
лучен из коллекции Института вирусологии Универ-
ситета Гиссена в виде вируссодержащей суспензии. 
Материал вируса хранили при температуре -80°С. 
Схематическое изображение вируса и его основных 
компонентов представлено на рис. 2.

Жизнеспособность клеток
Жизнеспособность клеток в  присутствии биназы 
определяли по активности митохондриальных деги-
дрогеназ, превращающих неокрашенное производное 
тетразолийбромида 3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-
дифенил-2Н-тетразолий (МТТ) (Sigma, Германия) 
в фиолетовые кристаллы формазана [14]. Интенсив-

А� Б

Биназа� Маркер

20 

15 

10

кДа

1 мкг

Рис. 1. Трехмерная структура РНКазы Bacillus pumilus, 
полученная с использованием программы Jmol (www.
jmol.org; binase PDB id: 1buj) (A); электрофореграмма, 
подтверждающая чистоту использованного препарата 
биназы (Б)

е
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Рис. 2. Схематическое изображение вируса гриппа A 
(H1N1). а – восемь молекул вирусной РНК, кодирую-
щих белки PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M (M1, M2), NS 
(NS1, NS2); б – структурный белок М1; в – интеграль-
ный белок ионного канала в мембране вируса М2; 
г – нейрамидаза; д – гемагглютинин; е – липидный 
бислой вируса
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ность окраски в тесте спустя 24 и 48 ч инкубации 
клеток с биназой в концентрации 0.01–1000 мкг/мл 
определяли спектрофотометрически при длине вол-
ны 590 нм после растворения кристаллов формазана 
в диметилсульфоксиде.

Рибонуклеазная активность 
Рибонуклеазную активность в среде культивирова-
ния клеток А549 определяли по количеству кислото-
растворимых продуктов гидролиза высокополимер-
ной дрожжевой мРНК [15]. За единицу активности 
принимали количество фермента, которое вызывало 
увеличение оптической плотности на одну оптиче-
скую единицу при 260 нм в пересчете на 1 мл раство-
ра фермента за 1 ч инкубации при 37°С.

Количество вирусных частиц 
Количество вирусных частиц в  исходной суспен-
зии фага определяли с помощью стандартного теста 
на гемагглютинацию с использованием 1.5% взвеси 
куриных эритроцитов [16, 17]. Количество вирусных 
частиц выражали в гемагглютинирующих единицах 
(ГАЕ) на 1 мл, отражающих максимальную кратность 
разведения вируссодержащей суспензии, вызываю-
щей гемагглютинацию эритроцитов. 

Инфекционный титр вируса 
Инфекционный титр вируса определяли иммуноги-
стохимически по количеству фокусобразующих еди-
ниц (ФОЕ) [18]. Для этого вирусную суспензию добав-
ляли к монослою клеток MDCK II. Инфицирование 
проводили в течение 1 ч в темноте при комнатной 
температуре, после чего удаляли вирусную суспен-
зию. Затем клетки выращивали при 37°C и 5% CO2

 
в поддерживающей среде DMEM-Avicel с добавле-
нием 1.25% микрокристаллической целлюлозы (FMC, 
Бельгия), 0.36% бычьего сывороточного альбумина 
и трипсина, обработанного ингибитором химотрип-
сина TФХK (Sigma, США) в конечной концентра-
ции 1 мкг/мл. Спустя 28 ч культуральную жидкость 
сливали, а клетки фиксировали в течение 90 мин ле-
дяным Тритоном Х-100, обрабатывали мышиными 
антителами к белку NP вируса гриппа, а затем вто-
ричными антимышиными антителами, меченными 
пероксидазой хрена (ПХ) (Santa Cruz Biotechnology, 
США), окрашивали раствором АЭК (Sigma, США) 
в диметилформамиде, сканировали плашку и под-
считывали количество ФОЕ. Инфекционный титр вы-
ражали в ФОЕ на 1 мл вируссодержащей суспензии.

Репродукция вирусов 
Репродукцию вирусов оценивали на монослое суточ-
ной культуры А549 (3 × 104 клеток в лунке) при за-
ражении вирусом в соотношении 1 и 10 вирусных 

частиц на 100 клеток (множественность инфекции 
(МЖИ) 0.01 и 0.1 соответственно). Для анализа влия-
ния биназы на инфицирующую способность виру-
са РНКазу преинкубировали с вирусом в течение 
15–60 мин и затем заражали клетки А549. Для ад-
сорбции вируса клетки выдерживали в течение 1 ч 
при комнатной температуре в темноте. Неадсорби-
рованный вирус удаляли, инфицированные клетки 
инкубировали в атмосфере 5% СО

2
 при 37°С в сре-

де DMEM с добавлением 0.36% бычьего сывороточ-
ного альбумина и TФХK-трипсина (1 мкг/мл). Че-
рез 12 ч (одноцикловая репродукция вируса) и 24 ч 
(многоцикловая репродукция) отбирали супернатант, 
в котором определяли ФОЕ. Оставшиеся в лунках 
клетки промывали фосфатным буфером и окрашива-
ли 1.25% раствором Кумасси бриллиантового синего 
R-250 (Merck, Германия) для визуализации выжив-
ших после инфекции клеток. Схема эксперимента 
представлена на рис. 3.

Рис. 3. Схема постановки реакции образования ФОЕ. 
а – преинкубация вирусов с биназой (15–60 мин); 
б – заражение клеток А549 вирусом, обработанным 
биназой, с последующим культивированием клеток 
в течение 12–24 ч; в – анализ содержания вирусов 
в культуральной жидкости клеток А549 по показателю 
образования ФОЕ в культуре клеток MDCK, культиви-
руемых 28 ч с последующим добавлением первичных 
NP-антител к вирусу и вторичных антимышиных анти-
тел, меченных пероксидазой хрена; г – прямой под-
счет ФОЕ
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Статистическая обработка 
Статистическую обработку результатов, полученных 
из четырехкратных повторностей каждого экспери-
мента, проводили стандартными методами в про-
граммах Microsoft Excel 2010 и SigmaPlot 10.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Цитотоксичность биназы в отношении клеток 
аденокарциномы А549
Выявлено зависимое от концентрации биназы и вре-
мени ее воздействия угнетение жизнеспособности 
клеток линии А549 аденокарциномы легкого человека 
вплоть до их полной гибели при концентрации фер-
мента, приближающейся к 1 мг/мл среды (соответ-
ствует 82 мкМ). Цитотоксическая концентрация бина-
зы, вызывающая гибель 50% клеток (СС

50
), составила 

420–490 мкг/мл при одно- и двухсуточной экспозиции 
соответственно (рис. 4А,Б). Для индукции гибели 5% 
клеток за 24 ч необходимо присутствие в среде биназы 
в концентрации 133 мкг/мл (СС

95
) (рис. 4А). При обра-

ботке биназой в течение 48 ч эта величина была значи-
тельно меньше, 15 мкг/мл (данные не представлены). 
Таким образом, концентрации биназы, нетоксичные 
для клеток, культивируемых в течение 1 сут, находят-
ся в диапазоне до 133 мкг/мл. Эти данные согласуются 
с результатами оценки цитотоксичности биназы в от-
ношении клеток линии А549, полученными ранее с ис-
пользованием теста WST и цитометрии [19]. Посколь-
ку цитотоксическое действие биназы более выражено 
в случае малигнизированных клеток эпителия легких, 

чем нормальных [20], можно считать, что даже уве-
личение концентрации РНКазы на порядок не будет 
оказывать негативного влияния на жизнеспособность 
нормальных эпителиальных клеток.

Большинство РНКаз, участвующих в защите кле-
ток от вирусной инфекции, синтезируются самими 
клетками хозяина и направляют их на путь апоп-
тотической гибели. У животных противовирусный 
иммунитет обеспечивают рибонуклеазы семейства 
РНКазы А [21, 22], в том числе РНКаза L, актива-
ция которой вызывает апоптоз в инфицированных 
клетках [23]. Рибонуклеазы эозинофилов снижают 
инфекционность вирусных частиц in vitro, прони-
кая в вирусный капсид и разрушая геномную РНК 
вируса [24]. Изучение РНКаз, введенных извне, по-
казало, что  панкреатическая РНКаза проявляет 
противогриппозную активность на куриных эмбри-
онах, которые не содержат ингибитор рибонуклеаз 
млекопитающих, но не обладает такой активностью 
на мышах [10]. Онконаза способна селективно разру-
шать РНК вируса иммунодефицита человека, не за-
трагивая РНК хозяйских клеток [25]. Однако анало-
гичная РНКаза лягушки Rаna catesbeiana не только 
ингибировала репликацию вируса японского энце-
фалита, но и стимулировала апоптоз в вирусинфи-
цированных клетках [26]. Нами установлено, что би-
наза в используемых концентрациях не приводит 
к гибели эпителиальных клеток, и, кроме того, пред-
ставляет собой неиммуногенный белок, не вызываю-
щий Т-клеточный ответ по типу суперантигена [9], 
что значительно улучшает перспективы практиче-
ского использования этой РНКазы.

Рис. 4. Выживаемость 
клеток А549 при раз-
личных концентрациях 
биназы в течение 24 (А) 
и 48 ч (Б). Представлены 
величины статистической 
значимости аппрокси-
мации, рассчитанные 
в программе SigmaPlot 
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Снижение инфекционного титра вируса гриппа A 
(H1N1) под действием биназы
Проведенный тест на  гемагглютинацию показал, 
что в исходном вируссодержащем материале гемаг-
глютининовый титр вируса A/Hamburg/04/09 со-
ставил 32 ГАЕ/мл (рис. 5А), что свидетельствует 
о достаточном содержании вирусных частиц в су-
спензии и позволяет анализировать его устойчи-
вость к противовирусным агентам. Заражение клеток 
А549 вирусом при МЖИ 0.01 и 0.1 показало, что ви-
рус обладает высокой инфицирующей способностью, 
при этом с увеличением множественности инфекции 
увеличивалось и количество ФОЕ в лунках план-
шета (рис. 5Б). Расчетная величина инфекционно-
го титра вируссодержащего материала составила 
5.8 × 106 ФОЕ/мл.

С целью определения противовирусного эффекта 
биназы вирус преинкубировали в течение 30 и 60 мин 
с ферментом в концентрации ниже выявленной ци-
тотоксической, а именно 10-4–101 мкг/мл. Затем этой 
суспензией заражали клетки А549, устанавливая 
степень их инфицированности при 0.1 МЖИ.

При  одноцикловой репликации вируса, когда 
зараженные клетки растили в течение 12 ч, титр 

вируса снижался пропорционально увеличению 
концентрации биназы (рис. 6). При обработке в те-
чение 30 мин биназой в  концентрации 1 мкг/мл 
репродукция вируса снижалась в 3 раза (рис. 6А). 
При многоцикловой репликации, продолжавшейся 
24 ч, противовирусный эффект биназы был выше: 
зарегистрировано снижение репродукции вируса 
в 6 раз после обработки биназой в концентрации 
10 мкг/мл в течение 60 мин (рис. 7Б). Как при од-
ноцикловой, так и при многоцикловой репликации 
клетки А549 погибали от цитопатического действия 
вируса (рис. 6В, 7В, лунки без биназы). Однако ко-
личество клеток, оставшихся в монослое, увеличи-
валось при повышении концентраций биназы, ис-
пользованных для обработки вируса. Максимальное 
подавление репродукции вируса (до 10 раз) наблю-
далось через 1 сут после заражения клеток виру-
сом, преинкубированным в течение 30 мин с биназой 
в концентрации 1 мкг/мл (рис. 7А). 

Поскольку биназа была наиболее эффективной 
при многоцикловой репликации вируса, в дальней-
шем мы оценивали противовирусное действие би-
назы через 1 сут после заражения, варьируя время 
преинкубации вируса с ферментом от 15 до 60 мин 

Рис. 5. Анализ вируссо-
держащего материала 
на наличие вирусных 
частиц по образованию 
ГАЕ, рассчитанными 
как кратность разведе-
ния (А), и ФОЕ после 
24 ч культивирования 
клеток А549 при разной 
МЖИ (Б)
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Таблица 1. Снижение инфекционного титра вируса по сравнению с титром в исходной суспензии при многоцикло-
вой инфекции под действием биназы в зависимости от уровня инфицированности клеток вирусом и времени его 
преинкубации с ферментом 

Биназа,  
мкг/мл

Преинкубация вируса с биназой, мин

15 30 60 15 30 60

0.1 МЖИ 0.01 МЖИ

0 100 ± 25.3 100 ± 19.2 100 ± 18.1 100 ± 21.0 100 ± 7.4 100 ± 35.4

1 17.5 ± 9.0* 9.7 ± 4.5* 43.6 ± 9.4* 36.4 ± 9.8* 27.5 ± 3.5* 93.8 ± 36.9 

*Cтатистически значимые отличия от контроля без обработки вируса биназой. За 100% принят титр вируса в ис-
ходном материале, не обработанном биназой.
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при двух различающихся на порядок уровнях за-
ражения клеток А549 (0.1 и  0.01 МЖИ) (рис.  8А, 
табл. 1). Установлено, что противовирусный эффект 
биназы зависит как от времени преинкубации с ви-
русом, так и от степени заражения клеток вирусом. 
Высокий уровень инфекции (0.1 МЖИ) обеспечивает, 
по-видимому, большую возможность контакта ви-
руса с молекулами биназы, вследствие чего эффект 
биназы более выражен, чем при низком уровне ин-
фицированности клеток (0.01 МЖИ) (табл. 1).

При любом уровне инфицирования клеток наи-
больший противовирусный эффект наблюдали после 
преинкубации биназы с вирусом в течение 30 мин, бо-
лее длительная преинкубация (60 мин) в 3 раза сни-
жала противовирусный эффект (табл. 1). Посколь-
ку противовирусная активность биназы при низком 
(0.01 МЖИ) уровне заражения клеток вирусом 
и обработке ферментом в течение 15 и 30 мин от-
личалась незначительно, краткосрочную инкуба-
цию вируса с РНКазой (15 мин) можно рассматри-
вать как достаточную для проявления оптимальной 

противовирусной активности. Биназа в концентра-
ции 1 мкг/мл за время предобработки (15 мин) при-
водит к снижению числа вирусных частиц в клет-
ках примерно в  6 раз при  0.1 МЖИ и  в  3 раза 
при 0.01 МЖИ (табл. 1). Увеличение концентрации 
РНКазы до 10 мкг/мл не приводило к дальнейшему 
снижению титра вируса, если обработку проводили 
в течение 30 мин (рис. 6А, 7А), но повышало противо-
вирусную эффективность биназы при предобработке 
в течение 60 мин (рис. 6Б, 7Б).

Таким образом, нетоксичные для эпителиальных 
клеток А549 концентрации биназы (от 1 до 10 мкг/мл) 
ингибируют репродукцию вируса гриппа А (H1N1), 
предобработанного биназой в течение 15–30 мин.

Иммунофлуоресцентными методами показано, 
что уже в течение первых часов культивирования 
биназа проникает в клетки А549 [27]. Известно так-
же, что в клетках миелоидных предшественников 
биназа сохраняет свою каталитическую активность 
в  течение 48 ч [28]. Нами зарегистрировано сни-
жение каталитической активности биназы в куль-

Рис. 6. Снижение под действием биназы числа ин-
фекционных вирусных единиц после преинкубации 
с ферментом в течение 30 (А) и 60 мин (Б); повышение 
выживаемости клеток А549, зараженных вирусом 
после обработки биназой в различной концентрации 
и культивируемых в течение 12 ч. Визуализация клеток 
A549 красителем Кумассии бриллиантовый синий (В)
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Рис. 7. Снижение под действием биназы числа ин-
фекционных вирусных единиц после преинкубации 
с ферментом в течение 30 (А) и 60 мин (Б); повышение 
выживаемости клеток А549, зараженных вирусом 
после обработки биназой в различной концентрации 
и культивируемых в течение 24 ч. Визуализация клеток 
A549 с красителем Кумасси бриллиантовый синий (В)
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Таблица 2. Снижение каталитической активности би-
назы в культуральной жидкости клеток А549 (ед./мл) 
после 48 ч культивирования

Биназа, мкг/мл 0 ч 48 ч

0 5.3 ± 1.4 63.0 ± 9.3

1 7107.1 ± 770.7 4078.3 ± 462.7

10 64600.0 ± 6648.7 45000.0 ± 5870.0

Рис. 8. Снижение под действием биназы числа ин-
фекционных вирусных единиц после преинкубации 
с ферментом в течение 15 мин (А), и визуализация 
уменьшения числа ФОЕ на клетках MDCK (Б). За 100% 
принято значение ФОЕ/мл при 0.1 МЖИ без обработ-
ки биназой
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туральной жидкости клеток А549, обработанных 
биназой в концентрации 1 и 10 мкг/мл (табл. 2), 
что также свидетельствует о проникновении фер-
мента внутрь клетки. Механизм интернализации 
рибонуклеазы обусловлен взаимодействием кати-
онного белка с отрицательным зарядом поверхно-
сти опухолевых клеток; дальнейшее проникновение 
РНКазы в клетку происходит путем эндоцитоза [1]. 
Поскольку вирус поглощается клеткой аналогичным 
путем, биназа может взаимодействовать с вирусом 
и  внутри клетки, в  частности в  составе эндосом. 
Рецепторы гемагглютинина вируса гриппа на по-
верхности клеток хозяина несут отрицательный 
заряд, обусловленный сиаловой кислотой [29, 30], 
следовательно, биназа способна электростатически 
взаимодействовать с поверхностью таких клеток не-
зависимо от вируса и проникать в них. В клетках, 
зараженных вирусом, биназа будет расщеплять ви-
русную РНК по крайней мере в течение 48 ч, пока 

сама не будет гидролизована клеточными протеаза-
ми [28]. Важно отметить, что высокая термоустойчи-
вость биназы и сохранение ее активности в широком 
диапазоне рН [31] является одним из важных фак-
торов, обуславливающих возможность использова-
ния данного фермента.

Показано, что биназа проявляет противовирус-
ную активность в  отношении вируса бешенства, 
ящура, ряда вирусов растений, а также сезонного 
гриппа [8, 10, 32]. От вируса гриппа в мире ежегодно 
умирают до 0.5 млн человек. По данным ВОЗ, толь-
ко пандемическим гриппом, вызванным вирусом A 
(H1N1), на октябрь 2009 года заболели 414000 че-
ловек и умерли 5000 из них (www.who.int). Эффек-
тивность признанных в настоящее время защитных 
стратегий, включая вакцинацию, прием ингибиторов 
нейраминидазы, ограничена, поскольку вирус по-
стоянно изменяется посредством антигенного дрей-
фа и смешения генетического материала вирусов. 
В связи с этим важно выработать новую терапевти-
ческую стратегию, эффективность которой не зави-
сит от подтипа вируса. Наши данные свидетельству-
ют о перспективности разработки противовирусной 
терапии на основе бактериальных РНКаз. Биназа, 
обладающая рядом преимуществ перед эукариоти-
ческими аналогами (нечувствительность к ингиби-
тору РНКаз млекопитающих, простота получения), 
может стать противовирусным агентом нового по-
коления.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Борьба с пандемиями вирусов гриппа типа А/H1N1 
является одной из актуальных задач современной 
науки в связи с масштабными убытками в социально-
экономической сфере, связанными с заболеваемо-
стью гриппом. Быстрое распространение вирусной 
инфекции может быть сдержано применением пре-
паратов широкой специфичности, эффективных не-
зависимо от конкретных мутаций вирусного генома. 
Нами показано, что секретируемая рибонуклеаза 
B. intermedius (биназа) нетоксична для эпителиаль-
ных клеток человека в  диапазоне концентраций, 
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проявляющих противовирусную активность. Пред-
варительная обработка вирусных частиц бина-
зой в концентрациях порядка 1 мкг/мл приводила 
к значительному снижению инфекционности вируса 
(до 10 раз) и подавляла развитие вирусиндуцирован-
ного цитопатического действия в линии клеток А549 
легкого человека при различной множественности 
инфекций как при одноцикловой, так и при много-
цикловой репродукции вируса. Тонкие механизмы 
противовирусного действия бациллярной РНКазы 
нуждаются в  дальнейшем изучении, хотя мож-
но считать, что они включают как заряд-зарядовое 
взаимодействие катионной биназы с отрицательно 
заряженными рецепторами гемагглютинина на по-
верхности клеток хозяина, так и каталитическое рас-
щепление вирусной РНК внутри клеток. Полученные 
данные подтверждают возможность применения би-
назы как эффективного в отношении пандемического 
гриппа А (H1N1) противовирусного агента. 
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РЕФЕРАТ Кэпирование, сплайсинг и полиаденилирование многих мРНК эукариот сопряжено с транскрип-
цией. Согласованность этих процессов обеспечивает правильное созревание РНК и создает разнообразие 
синтезируемых изоформ. Процессинг РНК представляет собой цепь событий, в которой окончание одного 
этапа связано с началом следующего. В этом контексте связь между сплайсингом и полиаденилированием 
считается важной для регуляции работы генов. Нами обнаружено, что скрытые сигналы полиаденилирова-
ния широко представлены в интронах Drosophila melanogaster. В результате анализа встречаемости генов, 
полностью расположенных в интронах других генов, установлено, что перекрывание в сигналах полиаде-
нилирования встречается достаточно часто и затрагивает около 17% всех генов. Показано, что активность 
сигналов полиаденилирования, расположенных внутри интронов, подавлена: они функционируют, находясь 
в экзонах, но не в интронах. Как в транзиентной репортерной системе, так и в модельных геномных локу-
сах транскрипция не останавливается в интронах in vivо. При удалении 5'-сайта сплайсинга включается 
использование сигналов полиаденилирования в интронах. Согласно анализу транскриптома Drosophila, 
сигналы полиаденилирования внутри интронов используются очень редко, и, по всей видимости, данные со-
бытия регулируются при помощи особых механизмов. Наши данные подтверждают, что транскрипционный 
аппарат игнорирует преждевременные сигналы полиаденилирования, расположенные в интроне.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА интрон, сигналы полиаденилирования, сплайсинг, терминация транскрипции, экзон.

ВВЕДЕНИЕ
В ходе созревания эукариотические мРНК подвер-
гаются кэпированию, сплайсингу и полиаденили-
рованию. Молекулярные механизмы, ответствен-
ные за эти изменения, связаны как друг с другом, 
так  и  с  транскрипционным аппаратом [1–5]. Эта 
взаимосвязь подтверждается наличием факторов 
сплайсинга и  компонентов комплекса расщепле-
ния и полиаденилирования, привлекаемых in vitro 
на РНК-полимеразу II (РНКП II) до начала транс-
крипции, а затем переносимых на новосинтезирован-
ную РНК [6, 7]. В качестве примера такой взаимосвя-
зи можно привести процесс определения последнего 
экзона. Показано, что распознавание 3'-сайта сплай-
синга (3'СС) последнего интрона сильно повышает 
эффективность нижележащего сигнала полиадени-
лирования (СПА) [8–10], а фактор U2AF, ассоции-
рованный с 3'СС, увеличивает эффективность СПА 
путем прямого молекулярного контакта с поли(A)-
полимеразой [11]. Кроме того, белковые компонен-
ты U2 snRNP (малый ядерный рибонуклеопротеин), 
связывающиеся с 3'СС и расположенной рядом точ-
кой ветвления, помогают усилить 3'-концевой про-

цессинг через взаимодействие с CPSF (фактор, сти-
мулирующий расщепление и полиаденилирование) 
[12]. Фактор U2AF65 стимулирует процессинг 3'-кон-
ца за счет взаимодействия аргинин/серин-богатого 
участка с RS-подобным доменом субъединицы 59 кДа 
фактора расщепления I (CF Im) [13]. Вероятно, по-
сле расщепления РНК происходит полиаденилиро-
вание ее 3'-конца, после этого сплайсингу подверга-
ется последний интрон [14], а полиаденилирование 
запускает освобождение РНК от полимеразы только 
после завершения сплайсинга [15]. Еще один важный 
факт – взаимодействие U1 snRNP, необходимого 
для определения 5'-сайта сплайсинга, с фактором I 
расщепления и полиаденилирования млекопитаю-
щих [16]. Эти данные свидетельствуют о взаимосвязи 
процессов транскрипции генов и созревания мРНК.

СПА представляют собой простые последователь-
ности, мотивы встречаются не только в 3'-нетранс-
лируемых областях генов, но и в других участках 
генома, включая 5'-нетранслируемые области генов 
[17]. Преждевременное полиаденилирование может 
привести к нарушению функции гена и, следова-
тельно, должно быть предотвращено. Обнаруже-
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но, что в клетках Drosophila и человека СПА, рас-
положенные вблизи точек начала транскрипции, 
не функционируют [17]. СПА найдены также выше 
5'СС, а точечная мутация в донорном сайте сплай-
синга активирует вышележащий скрытый СПА [18]. 
У вируса папилломы крупного рогатого скота ис-
пользование позднего СПА на более ранних стадиях 
инфекции предотвращается расположенным вбли-
зи 5'СС. Распознавание 5'СС комплексом U1 snRNP 
блокирует поли(A)-полимеразу путем прямого с ней 
взаимодействия через субъединицу U1 snRNP мас-
сой 70 кДа [19]. Недавнее полногеномное исследо-
вание эффекта нокдауна U1 snRNP в клетках HeLa 
выявило случаи преждевременного расщепления 
и полиаденилирования многочисленных пре-мРНК 
на скрытых СПА, особенно часто в интронах вблизи 
старта транскрипции [20]. На основе блокирования 
полиаденилирования комплексом U1 snRNP предло-
жен метод выключения генов путем привлечения U1 
snRNP на целевую РНК, что приводит к ингибиро-
ванию добавления поли(A)-хвоста и, как следствие, 
к деградации РНК в ядре [21, 22]. Количественный 
анализ вариантов мРНК показал, что функциониро-
вание СПА внутри интронов может отличаться в раз-
ных клетках [23]. В качестве примера можно приве-
сти данные о том, что уровень U1 snRNP определяет 
длину транскрипта и возможность использования 
преждевременных СПА внутри интронов или дис-
тальных СПА в 3'-некодирующей области [24]. При-
веденные выше данные указывают на возможность 
существования конкуренции между сплайсингом 
и полиаденилированием внутри интронов.

В нашей работе мы сконцентрировались на связи 
между сплайсингом и полиаденилированием с уча-
стием СПА, расположенных в интронах. Наши ре-
зультаты подтверждают широкое распростране-
ние этих сигналов внутри интронов и показывают, 
что функционирование СПА, расположенных вну-
три интронов, заблокировано как в транзиентной 
репортерной системе, так и в геномных локусах in 
vivo. В то же время делеция 5'СС восстанавливает 
функцию СПА. Анализ полного транскриптома раз-
личных культур клеток и разных стадий развития  
Drosophila свидетельствует о переключении между 
синтезируемыми изоформами в случае транскриптов 
с альтернативным выбором 3'-экзонов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Предсказание СПА
Для предсказания сигналов полиаденилирования ис-
пользовали программу PolyA_SVM [25], подходящую, 
как показано ранее, для предсказания СПА у Droso-
phila [17]. Программа осуществляет поиск с помощью 

скользящего окна с оценкой соответствия анализи-
руемых последовательностей 15 цис-элементам, 
обнаруженным в известных СПА человека [25]. По-
следовательности всех аннотированных интронов 
D. melanogaster доступны в FlyBase [26]. Вероятность 
того, что элемент представляет собой СПА, характе-
ризуется значением E-value (чем меньше значение, 
тем выше вероятность). Получаемые результаты де-
лили на три категории: «сигнал присутствует», «сиг-
нал отсутствует» и «интроны длиной менее 120 п.н.».

Поиск генов, полностью расположенных в интроне 
другого гена
Аннотация генома D. melanogaster с координатами 
генов и интронов взята из FlyBase [26]. Если коорди-
ната начала гена была больше координаты начала 
интрона, а координата конца – меньше, то ген обо-
значали как «вложенный» в интрон.

Конструирование векторов репортерной системы
Векторы бицистронной репортерной системы созда-
ны на основе вектора pAc5.1/V5-His B (Invitrogen). 
Гены люциферазы светлячка (Firefly, далее Fluc) 
и медузы (Renilla, далее Rluc) были взяты из векто-
ров pGL3Basic и pRL-CMV (Promega) соответствен-
но. Сайт внутренней инициации трансляции из гена 
reaper амплифицирован с геномной ДНК и клони-
рован перед Fluc. Терминатор SV40 взят из вектора 
pAc5.1/V5-His B. Интрон и терминатор гена yellow 
вырезаны из фрагмента ДНК длиной 8 т.п.н., любез-
но предоставленного P. Geyer (Университет Айовы). 
СПА генов nop5 и eIF6 амплифицированы с геномной 
ДНК. При создании искусственного интрона (AI) ис-
пользовали олигонуклеотиды с необходимыми сай-
тами. В качестве последовательности, разделяющей 
донорный и акцепторный сайты сплайсинга, исполь-
зовали кодирующую часть гена lacZ.

Культивирование клеток, трансфекция, выделение 
РНК, двойной люциферазный анализ
Культуру клеток Drosophila S2 выращивали на среде 
SFX (HyClone) при 25°C. Клетки трансфицировали 
с помощью реагента Cellfectin II (Invitrogen) по про-
токолу производителя. После трансфекции клетки 
выращивали в планшете в течение 24–48 ч.

РНК выделяли из  трансфицированных клеток 
при помощи реагента TRI (Ambion) по протоколу 
производителя. Для  разделения ядерной и  цито-
плазматической РНК клетки культуры S2 снимали 
с 100-мм чашек, промывали фосфатным буфером, 
осаждали и ресуспендировали в 100 мл буфера TD 
(0.8% NaCl, 0.028 M KCl, 0.01% Na2

HPO
4
, 0.3% Tрис-

HCl; pH 7.4–7.5). В полученную суспензию добав-
ляли 100  мкл TD с  1% NP-40 и  ингибитором ри-
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бонуклеаз SUPERase-In (Ambion), выдерживали 
в течение 5 мин на льду. Препарат центрифугирова-
ли, из супернатанта выделяли цитоплазматическую 
РНК, используя реагент TRI. Осадок, содержащий 
ядра, ресуспендировали в 200 мкл TD с 0.5% NP-40 
и SUPERase-In, инкубировали на льду и повторно 
центрифугировали. Ядерную фракцию выделяли 
из осадка, используя реагент TRI.

Двойной люциферазный анализ проводили, ис-
пользуя набор реактивов Firefly & Renilla Luciferase 
Assay Kit (Biotium) по протоколу производителя.

Анализ РНК
РНК (5–20 мкг) для проведения нозерн-блот-анализа 
разделяли в 1% агарозном геле с формальдегидом 
и переносили на положительно заряженную нейло-
новую мембрану (BrightStar-Plus, Ambion) на аппа-
рате Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer 
Cell (Bio-Rad) с последующей пришивкой ультра-
фиолетовым светом. Для синтеза зонда участки ДНК 
амплифицировали и встраивали под контроль T7-
промотора. Мембрану гибридизовали с синтезиро-
ванными in vitro РНК-зондами (наборы реактивов 
MEGAshortscript и MAXIscript, Ambion) с включен-
ным biotin-16-UTP (Roche) и детектировали, исполь-
зуя Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module 
(Thermo Scientific).

Количественную ПЦР в реальном времени прово-
дили с продукта, получаемого при обратной транс-
крипции РНК-проб. РНК обрабатывали 2 ед. Turbo 
DNase I (Ambion) в течение 30 мин при 37°C для уда-
ления примеси геномной ДНК. В реакции обратной 
транскрипции использовали фермент ArrayScript 
reverse transcriptase (Ambion), используя 5 мкг РНК-
матрицы и смесь шестинуклеотидных праймеров. Ко-
личественный анализ проводили методом ПЦР в ре-
альном времени на приборе CFX96 Thermal Cycler 
(Bio-Rad). Как минимум, три независимых реакции 
проводили одновременно для каждой точки, для каж-
дого из трех независимо полученных образцов РНК. 
Относительные количества РНК определяли по ци-
клу перехода через пороговое значение.

Анализ паттерна экспрессии изоформ на основе 
данных секвенирования РНК
Все процедуры проводили с  помощью программ 
на языке Java. Была использована аннотация гено-
ма из FlyBase (версия 5.40) для поиска транскриптов, 
оканчивающихся в интроне. Отбирали транскрип-
ты, у которых последний экзон начинался выше до-
норного сайта интрона, в котором они заканчивались. 
Гены, которые пересекались с другими генами, были 
исключены из рассмотрения. Далее анализировали 
гены, у которых было только два варианта транс-

криптов: первый подвергался сплайсингу, второй – 
расщеплению/полиаденилированию в интроне. SAM-
файлы с данными секвенирования РНК 30 стадий 
развития и четырех линий клеток получены из базы 
modENCODE. Чтения (риды) были соотнесены со 
структурой гена. Среднее значение плотности чтения 
3'-экзона использовали для оценки относительного 
уровня сплайсированной формы. Уровень изоформы, 
терминированной в интроне, вычислен как разность 
между средним значением для участка между 5'СС 
и концом транскрипта и средним значением участка 
между концом транскрипта и 3'СС (вероятно, соот-
ветствует несплайсированной РНК). Для визуализа-
ции паттерна экспрессии каждой изоформы и доли 
терминированной в интроне изоформы к общей РНК 
гена создана тепловая карта.

РЕЗУЛЬТАТЫ

СПА широко представлены в интронах Drosophila
Как отмечалось выше, по-видимому, СПА широко 
распространены в геноме, а их преждевременное ис-
пользование может привести к нарушению функции 
генов. Следовательно, должны существовать ме-
ханизмы, предотвращающие полиаденилирование 
в неподходящем месте. Ранее было показано блоки-
рование СПА в 5'-нетранслируемой области генов 
[17]. Появлению неподходящих сигналов в кодирую-
щей части препятствует давление отбора, интроны 
же, напротив, подвержены изменениям, что может 
привести к возникновению преждевременных СПА. 
Мы проверили, насколько широко такие сигналы 
представлены в интронах Drosophila. С этой целью 
использовали программу PolyA_SVM, предназна-
ченную для анализа и предсказания СПА [25]. Эта 
программа, как показано ранее, подходит для пред-
сказания СПА у Drosophila [17].

Нуклеотидные последовательности 58  594 ин-
тронов Drosophila получены из FlyBase, версия 5.34 
[26]. Приблизительно 55% этих последовательностей 
были короче 120 п.н., минимальной длины, необхо-
димой для запуска программы (рис. 1А); две трети 
остальных (около 30% всей выборки) содержали один 
или более СПА. Таким образом, потенциальные СПА 
широко представлены в интронах. Существует два 
возможных состояния таких сигналов: они могут 
быть молчащими или активными. В первом случае 
сигнал никак не влияет на транскрипцию, проходя-
щую через него, и последующий сплайсинг. Во вто-
ром варианте наблюдается преждевременная терми-
нация транскрипции.

В этом контексте интересно изучить пары генов, 
в которых один «вложенный» ген полностью находит-
ся в интроне другого. В этом случае СПА внутреннего 
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вложенного гена не должен влиять на транскрипцию 
внешнего. Главное отличие между транскриптами 
вложенного и внешнего генов в момент прохождения 
через СПА последнего состоит в том, что транскрипт 
внешнего гена имеет 5'CC. Мы проанализировали 
встречаемость таких пар генов, используя данные 
FlyBase [26] (рис. 1Б). Координаты генов и их интро-
нов использовали для определения случаев, когда 
один ген полностью располагается внутри интрона 
другого. Найдено 865 внешних генов, содержащих 
1651 вложенный ген. Из них 727 имели то же направ-
ление, что и внешний ген, поэтому их регуляторные 
элементы могут влиять на экспрессию внешнего гена. 
Таким образом, мы показали, что СПА широко пред-
ставлены в последовательностях интронов, а возмож-
ность влияния СПА внутреннего гена на экспрессию 
внешнего – случай достаточно общий, затрагиваю-
щий около 17% генов.

Экспериментальное подтверждение 
функционирования СПА в экзонах, 
но не в интронах
Как показано выше, транскрипционная машина часто 
встречается с преждевременным СПА внутри интро-
нов. Возможность функционирования этих последо-
вательностей можно показать на паре генов – вло-
женного и внешнего. С целью проверки влияния СПА 
вложенного гена на транскрипцию внешнего мы про-

вели количественную ОТ-ПЦР для двух пар генов, 
ytr–eIF6 и xl6–nop5 (рис. 2). Основным критерием 
выбора этих генов был высокий уровень их экспрес-
сии в культуре клеток S2. Профили экспрессии полу-
чены из базы данных modENCODE [27, 28]. Проводи-
ли анализ для ядерной и цитоплазматической РНК, 
используя зонды к участкам, отмеченным на рис. 2. 
В то время как цитоплазматическая фракция содер-
жала полностью созревшую РНК, в состав ядерной 
фракции входили также интермедиаты процессинга 
и продукты распада. Это позволяло выявлять не пол-
ностью процессированные и не транспортированные 
в цитоплазму транскрипты.

С  использованием количественной ОТ-ПЦР 
в цитоплазматической фракции выявлен высокий 
уровень только участков, соответствующих экзо-
нам анализируемых генов (рис. 2; зонды 1, 4, 6), со-
держание участков, соответствующих интронам, 
было на фоновом уровне (рис. 2; зонды 3, 5). Одна-
ко в ядерной фракции детектировались интронные 
участки, что указывает на присутствие длинного 
несплайсированного транскрипта генов ytr (рис. 2А) 
или xl6 (рис. 2Б). Отсутствие значительных разли-
чий в содержании участков интронов (точки 3 и 5) 
и последнего экзона (точка 6) свидетельствует о том, 
что внутри интрона не происходит преждевременно-
го расщепления/полиаденилирования транскриптов 
генов ytr и xl6, и транскрипты eIF6 или nop5 процес-
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Рис. 1. СПА широко представлены в интронах Drosophila. А – круговая диаграмма, отображающая доли интро-
нов, содержащих и не содержащих СПА, и долю коротких интронов. Предсказано программой PolyA_SVM. 
Б – круговая диаграмма, отображающая доли генов, содержащих другие гены внутри интрона, и доли генов, 
вложенных в интроны, разделенные на группы по их принадлежности тяжу ДНК
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сируются с использованием собственных СПА, т.е. 
в каждом из транскриптов срабатывал свой собствен-
ный сигнал полиаденилирования.

Параллельно мы провели нозерн-блот-анализ пары 
генов xl6–nop5, используя зонды к участкам из экзо-
нов и одного интрона (рис. 2Б). В ядерной фракции де-
тектируется (на пределе чувствительности) длинная 
РНК, соответствующая несплайсированному продук-
ту xl6. В обеих фракциях зонды, специфичные к экзо-
нам, давали сигналы, соответствующие процессиро-
ванным транскриптам xl6 (зонды 1 и 6) и nop5 (зонд 4). 

Нужно отметить, что нозерн-блот-анализ не выявил 
транскриптов, расщепляемых на СПА гена nop5, рас-
положенного в интроне транскрипта гена xl6. Транс-
крипт гена xl6 расщепляется/полиаденилируется 
только с использованием собственного СПА, локали-
зованного в последнем экзоне.

Суммируя результаты нозерн-блот-анализа и коли-
чественной ОТ-ПЦР, можно заключить, что при транс-
крипции внешнего гена расположенный в интроне СПА 
игнорируется транскрипционной машиной, в то время 
как при экспрессии гена, вложенного в интрон, этот 

Рис. 2. СПА функционируют в экзонах, но не в интронах. На схемах эксперимента с парами генов ytr–eIF6 (А) 
и xl6–nop5 (Б) экзоны и интроны изображены как прямоугольники и уголки (V) соответственно; короткие ну-
мерованные линии отмечают участки, узнаваемые зондами. Гистограммы показывают уровень ядерной и цито-
плазматической РНК в этих участках. Представлены средние значения и стандартное отклонение (n = 3). Ре-
зультат нозерн-блот-анализа ядерной (я) и цитоплазматической (ц) фракций РНК из клеток S2, гибридизованных 
с зондами, узнающими участки из генов xl6–nop5, представлен внизу (зонды из участков 1, 3, 4, 6)
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СПА успешно используется, поскольку в данном слу-
чае он представляет собой экзонный сигнал.

СПА, встроенные в интрон, функционально 
неактивны
Анализ эндогенных событий расщепления/поли
аденилирования характеризует функционирование 
генов на своем месте в геноме и не предоставляет до-
статочной свободы для внесения изменений в про-
цесс. Поэтому мы решили использовать репортер-
ную систему для анализа функционирования СПА 
на клеточной культуре S2 Drosophila. Бицистронная 
система содержит гены двух люцифераз: Rluc (Re-
nilla luciferase) и Fluc (Firefly luciferase), под общим 
промотором гена актина 5C. Последовательность сай-
та внутренней инициации трансляции (IRES) из гена 
reaper [29] встроена перед геном Fluc (рис. 3).

Анализируемые последовательности встраивали 
перед IRES. Мы ожидали, что, если СПА функцио-
нирует, то будет продуцироваться короткая моноци-
стронная РНК с Rluc. И, напротив, если сигнал не ра-
ботает или работает слабо, то длинный бицистронный 
продукт будет транскрибироваться до СПА SV40, 
расположенного после Fluc. Плазмидами с этими кон-
струкциями трансфицировали клетки культуры S2 
Drosophila. Анализ проводили спустя 24–48 ч после 
трансфекции. Отношение количества длинной бици-
стронной мРНК к общему количеству мРНК, синте-
зируемой с конструкции, оценивали, сравнивая ин-
тенсивность хемилюминесценции Fluc и Rluc.

В первом наборе конструкций, предназначенном 
для определения базового уровня расщепления/по-
лиаденилирования на разных СПА, после первого ци-
строна были клонированы поздний СПА вируса SV40 
(tSV40) и СПА генов nop5 (tnop5), eIF6 (teIF6), yellow 
(ty). Базовую конструкцию без вставок и конструкцию 
с линкерной последовательностью (без СПА) такой же 
длины, как и тестируемые СПА, использовали в ка-
честве контроля. Все перечисленные выше СПА сни-
жали соотношение активностей Fluc/Rluc, указывая 
на то, что транскрипт расщеплялся/полиаденилиро-
вался с использованием СПА, встроенного после пер-
вого цистрона (рис. 3А). Для базовой и ty-конструкций 
мы провели нозерн-блот-анализ с зондами, специфич-
ными к генам Rluc и Fluc, и подтвердили, что СПА ty 
приводит к появлению короткого транскрипта, детек-
тируемого зондом R (выявляется полоса размером 
1.7 т.н. против 3.8 т.н. в базовой конструкции (рис. 3)). 

Второй набор конструкций был создан для опре-
деления активности СПА в  интроне гена yellow 
Drosophila. Получены векторы с интроном и СПА ty, 
встроенным в интрон. Двойной люциферазный ана-
лиз показал, что вставка интрона снижает соотноше-
ние Fluc/Rluc по сравнению с базовой конструкцией 

(рис. 3А). Мы объясняем это изменением эффектив-
ности IRES-зависимой инициации трансляции. Тем 
не менее вставка СПА ty в интрон не изменила отно-
шения Fluc/Rluc по сравнению с отношением при ис-
пользовании конструкции с интроном без вставки. 
Проведен нозерн-блот-анализ данных конструкций 
с зондами, специфичными к генам обеих люцифераз 
(рис. 3). Зонд F выявлял длинный транскрипт с дву-
мя цистронами. Полосы гибридизации выявлены 
в дорожках, соответствующих базовой и двум ин-
тронсодержащим конструкциям. В случае интронсо-
держащих конструкций длина детектируемой РНК 
соответствовала сплайсированному варианту (4.2 т.н.). 
Зонд R выявлял все варианты РНК, синтезируемые 
с конструкций. В случае конструкции ty детектиро-
валась только короткая форма (1.7 т.н.). В дорожках, 
соответствующих базовой и интронсодержащей кон-
струкциям, зонд R обнаруживал такие же полосы, 
как и зонд F. Примечательно, что короткие формы 
транскриптов не обнаружены при анализе конструк-
ций с СПА ty, встроенным в интрон.

Таким образом, мы показали, что транскрипт рас-
щепляется/полиаденилируется во всех случаях, ког-
да сигнал полиаденилирования находится в экзонах. 
СПА, расположенный в интроне гена yellow, не пре-
рывал транскрипцию, и в этом случае детектирова-
лась только сплайсированная форма.

Интрон гена yellow имеет большую длину, он мо-
жет содержать неизвестные регуляторные элемен-
ты, потенциально способные влиять на транскрип-
цию. Поэтому мы решили создать искусственный 
интрон (AI), в котором нет каких-либо регулятор-
ных элементов за исключением минимального набо-
ра сигналов сплайсинга: донорного и акцепторного 
сайтов, точки ветвления, поли(T/C)-участка. Фраг-
мент кодирующей части гена lacZ был использован 
для разделения сигналов сплайсинга. Взяв за основу 
базовую бицистронную конструкцию, мы получили 
ее производные, содержащие разные СПА или лин-
керные последовательности внутри AI. С исполь-
зованием этой системы проверили четыре СПА: ty, 
tSV40, tnop5 и teIF6 (рис. 3Б). В качестве контроля 
ty, tnop5 и teIF6 были клонированы также в обрат-
ной ориентации. В связи с тем, что СПА SV40 рабо-
тает в обеих ориентациях, в качестве контроля взяли 
линкерную последовательность из гена lacZ такой же 
длины. В конструкциях, содержащих СПА в прямой 
ориентации, соотношение Fluc/Rluc не  менялось 
значительно по сравнению с базовой конструкцией, 
конструкциями с СПА в обратной ориентации и кон-
струкцией с линкером из lacZ (рис. 3Б). Таким обра-
зом, не обнаружено ни одного случая функциониро-
вания СПА в AI так же, как  в модели с интроном гена 
yellow и в опытах с парами генов в геномном локусе.
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Для  подтверждения блокирования расщепле-
ния/полиаденилирования в интронах мы провели 
аналогичные опыты с  конструкциями, содержа-
щими ty и tSV40 внутри AI, но без донорного сайта. 
Как  ожидалось, делеция донорного сайта должна 
превратить AI в продолжение экзона и активировать 
СПА. Как показано на рис. 3Б, отношение Fluc/Rluc, 
обеспечиваемое конструкциями, содержащими СПА, 
снижается. Следовательно, в отсутствие донорного 
сайта короткий моноцистронный транскрипт обра-

зуется с использованием первого встроенного СПА. 
Описана и обратная ситуация [30, 31], когда мутация 
приводит к появлению функционального 5'СС, а его 
распознавание компонентом сплайсосомы U1 snRNP 
вызывает подавление формирования 3'-конца мРНК.

Использование СПА внутри интронов – редкое и, 
по всей видимости, индуцибельное явление
Мы  установили, что  расщепление/полиадени-
лирование не  происходит в  пределах интро-

Рис. 3. Репортерная система подтверждает, что СПА, вставленные в интрон, функционально заблокированы. 
Бицистронная система основана на двух люциферазах: Rluc и Fluc, гены которых расположены под общим про-
мотором гена актина 5C. IRES располагается между генами двух люцифераз. Стрелка указывает место вставки 
СПА вируса SV40 (tSV40) и СПА из генов nop5 (tnop5), eIF6 (teIF6) и yellow (ty). Интрон гена yellow и этот же 
интрон с СПА ty встроены в это же положение. Отношение Fluc/Rluc в случае этих конструкций показано на ги-
стограмме А. Результаты нозерн-блот-анализа нетрансфицированных (пус. кл.) и трансфицированных клеток S2 
с пробами к обеим люциферазам подтверждают результаты люциферазного анализа. Гистограмма Б показы-
вает соотношение Fluc/Rluc в случае конструкций с полным AI и с делетированным донорным сайтом (AI Δ5′СС). 
На гистограммах представлены средние значения и стандартное отклонение, n = 5 (А) и 3 (Б)
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на – как при транскрипции геномных локусов, так 
и в плазмидной репортерной системе. Тем не менее 
известно, что если альтернативный 3'-экзон не вклю-
чается в транскрипт, то транскрипция должна тер-
минироваться в интроне (рис. 4А,Б). Используя анно-
тацию генома из FlyBase [26], мы проверили как часто 
транскрипт заканчивается в интроне другой изофор-
мы и обнаружили 403 гена, организованных таким 
образом. Паттерн экспрессии этих изоформ мы ана-
лизировали с использованием данных секвениро-
вания РНК для различных линий клеток и стадий 
развития, доступных в проекте modENCODE [27, 28]. 
Мы исключили 170 генов, которые перекрывались 
с другими генами, так как в подобной ситуации не-
возможно определить какой ген транскрибируется. 
Затем мы выбрали 70 генов, имеющих только два ва-
рианта транскриптов: первый подвергался сплайсин-
гу, а второй заканчивался в интроне (рис. 4А). Долю 
транскрипта, оканчивающегося в интроне, оценивали 
как отношение его уровня к суммарному уровню обо-
их транскриптов. 

Исходя из  рассчитанных уровней транскрип-
тов и их соотношения, мы разбили выбранные гены 
на  несколько групп. Первая группа, наибольшая, 
включала 20 генов, у которых не детектировался 
транскрипт, оканчивающийся в интроне, или его уро-
вень был близок к уровню «шума». Возможно, у генов 
этой категории транскрипты, расщепленные/поли
аденилированные с использованием СПА в интроне, 
не образуются или образуются в очень маленьких 
количествах. Во второй группе, состоящей из шести 
генов, продукт сплайсинга не обнаружен, что ста-
вит под сомнение наличие 3'-экзона. Третья группа, 
включающая 16 генов, характеризуется наличием 
обеих изоформ, причем переключение на  синтез 
одной или другой является, по всей видимости, инду-
цируемым процессом (рис. 4В). Уровень экспрессии 
каждой изоформы и соотношение между ними из-
меняются в ходе развития или различаются в разных 
клеточных линиях. Кроме того, мы выделили группу 
генов с предположительно ошибочной аннотацией. 
Такое заключение основано на несоответствии гра-
ниц экзонов и чтений при секвенировании РНК. 

Таким образом, нами показано, что СПА, распо-
ложенные внутри интронов, используются в редких 
случаях. Согласно данным аннотации, только 403 
гена имеют, возможно, транскрипты, оканчивающие-
ся в интроне. В действительности у 20 из 70 проана-
лизированных генов транскрипт, оканчивающийся 
в интроне, не детектируется или его уровень близок 
к уровню «шума». Только у 16 генов обнаружили обе 
изоформы, уровень и соотношение которых менялись 
в ходе развития или отличались в разных линиях 
клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ
В нашей работе мы исходили из предположения, 
согласно которому использование СПА внутри ин-
тронов не допускается. Ранее был описан феномен 
функционирования скрытых СПА внутри интрона 
при нокдауне U1 snRNP в клетках культуры HeLa 
[20]. Мы проверили частоту встречаемости СПА в ин-
тронах генов Drosophila и обнаружили, что мотивы 
СПА широко представлены в интронах (встречаются 
более чем в 30% интронов). Мы обратили внимание 
на те случаи, когда один ген расположен в интроне 
другого так, что при транскрипции последнего аппа-
рат транскрипции проходит сквозь СПА внутренне-
го гена. Нами показано, что такая архитектура генов 
не приводит к перекрестному использованию СПА, 
т.е. транскрипция внешнего гена не ведет к исполь-
зованию расположенного в его интроне СПА вложен-
ного гена. Кроме того, мы не наблюдали образования 
транскриптов, процессируемых на интронных СПА, 
при экспрессии плазмидных репортерных систем 
как с интроном гена yellow, так и с искусственным ин-
троном. Примечательно, что делеция донорного сайта 
сплайсинга в репортерной системе приводит к акти-
вации интронного СПА. Анализ полного транскрипто-
ма Drosophila показал, что изоформы, образующиеся 
при использовании СПА внутри интронов, редко экс-
прессируются, а соотношение таких и сплайсирован-
ных форм изменяется в ходе развития.

Суммируя наши и полученные ранее [19, 20] дан-
ные, можно сделать вывод, что транскрипция обычно 
не прерывается на СПА, расположенных внутри ин-
тронов. Исключения из этого правила редки и указы-
вают на то, что для активации СПА внутри интронов 
необходимы дополнительные условия. Примечателен 
тот факт, что среди генов с альтернативным вклю-
чением 3'-экзона мы обнаружили только 16 генов, 
образующих две изоформы транскриптов, – сплай-
сированную и процессированную с использованием 
СПА внутри интрона. По нашему мнению, в данном 
случае происходит индуцированное переключение 
между изоформами.

Для объяснения данного феномена можно пред-
ложить две модели. Первая модель – модель «анти-
терминации» – основана на данных о взаимодей-
ствии между факторами сплайсинга и комплексом 
расщепления/полиаденилирования [14, 19, 20]. Воз-
можно, факторы сплайсинга и полиаденилирования 
конкурируют между собой и первые доминируют 
над вторыми (рис. 4Г). Это может происходить пу-
тем прямого белок-белкового взаимодействия, на-
пример, при конкурентном связывании факторов 
сплайсинга и  полиаденилирования с  С-концевым 
доменом РНКП II или при инактивации компонен-
тов комплекса расщепления/полиаденилирования 
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Рис. 4. Использование СПА внутри интронов – событие редкое и, по всей видимости, индуцибельное. А – схе-
ма поиска генов с изоформой расщепляемой/полиаденилируемой в интроне. Б – схема отобранных генов с дву-
мя транскриптами, где одна изоформа расщепляется/полиаденилируется в интроне другой. В – тепловая карта, 
иллюстрирующая паттерны экспрессии двух изоформ 16 генов в четырех линиях клеток и на 30 стадиях развития. 
Верхняя линия – уровень сплайсированной формы каждого гена, средняя – терминированной в интроне, нижняя – 
отношение уровня транскрипта, терминированного в интроне, к общей мРНК гена. Цветовая шкала внизу харак-
теризует уровни экспрессии изоформ в величинах плотности прочтения при секвенировании РНК (слева) и долю 
терминированной в интроне изоформы (справа). Г—Д – две возможные модели. Г – в модели «антитерминации» 
СПА недоступен для комплекса расщепления/полиаденилирования из-за конкурентного связывания факторов 
сплайсинга и расщепления/полиаденилирования с элонгирующим комплексом. Сплайсинг побеждает полиаде-
нилирование в связи с его более ранним вовлечением в процесс. Д – в «кинетической» модели СПА доступен, 
но движущаяся полимераза достигает 3'СС достаточно быстро, чтобы произошла реакция сплайсинга. Внесенные 
в транскрипт разрывы остаются в вырезаемом интермедиате и не приводят к терминации транскрипции 
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факторами сплайсинга. Например, snRNP ингиби-
рует поли(A)-полимеразу через прямое взаимодей-
ствие между U1 70K и поли(A)-полимеразой [19]. По-
сле того как U1 snRNP распознает донорный сайт, 
элонгационный комплекс РНКП II может стать не-
доступным для факторов расщепления/полиадени-
лирования. Сплайсинг побеждает полиаденилирова-
ние, так как компоненты сплайсосомы собираются 
в функциональный комплекс на более ранних этапах 
транскрипции. В то же время использование СПА 
внутри интрона может быть вызвано, в некоторых 
случаях, общими механизмами, используемыми 
при регуляции альтернативного сплайсинга, такими, 
как маскирование донорного сайта регуляторными 
белками или связыванием комплементарной РНК, 
изменением организации хроматина или, как описано 
в [24], уровнем U1 snRNP.

Вторая модель, «кинетическая», основана на пред-
положении, что РНКП II продолжает свое движе-
ние после встречи с СПА [32, 33] и успешно дости-
гает акцепторного сайта, вызывая прохождение 
реакции сплайсинга с  образованием структуры 
«лассо» (рис. 4Д). В данном варианте расщепление 
и полиаденилирование могут происходить, но они 
не влияют на созревание мРНК, так как интерме-
диат «лассо» вырезается из транскрипта. Показано 
[34], что экзоны, окружающие интрон, созданный 
для котранскрипционного расщепления (CoTC), точ-
но и эффективно сплайсируются вместе. Мы можем 
предположить, что СПА внутри интрона работает та-
ким же образом. Эта модель предполагает, что пере-
ключение между использованием и пропуском СПА 

в интроне может регулироваться не только маски-
рованием донорного сайта, но и изменением скоро-
сти элонгации РНКП II, зависящей от метилирова-
ния CpG и организации хроматина. В общем случае 
РНКП II движется с высокой скоростью, достаточ-
ной для достижения акцепторного сайта, перед тем 
как  быть вытесненной эндонуклеазами, которые 
привлекаются на РНК после расщепления с участи-
ем СПА внутри интрона. Если РНКП II остановится 
или замедлится ее движение, то транскрипция будет 
терминироваться, что в результате приведет к обра-
зованию короткой изоформы мРНК.

Другая возможная судьба продуктов, образую-
щихся с использованием СПА внутри интрона, – де-
градация. Однако мы не выявили ни одного продукта, 
полученного с использованием СПА внутри интрона. 
Поэтому, если данное событие и возможно, то дегра-
дация должна происходить очень быстро или количе-
ство такой РНК мало. 
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РЕФЕРАТ Гидролаза эфиров альфа-аминокислот (AEH, [КФ 3.1.1.43]) является перспективным биокатали-
затором синтеза β-лактамных антибиотиков – как пенициллинов, так и цефалоспоринов. Ранее в нашей 
лаборатории был клонирован ген AEH из Xanthomonas rubrilineans (XrAEH). В представленной работе 
с целью рационального дизайна XrAEH методом гомологичного моделирования построена структура 
этого фермента и проведен анализ его активного центра. Идентифицированы остатки, образующие ката-
литическую триаду (Ser175, His341 и Asp308), а также остатки, входящие в оксианионный центр (Tyr83 
и Tyr176) и карбоксилатный кластер (карбоксильные группы остатков Asp311, Asp209 и Glu310). Пока-
зано, что оптимальная конформация остатков каталитической триады реализуется при суммарном за-
ряде карбоксилатного кластера, равного –1. С помощью докинга получены структуры комплексов XrAEH 
с ампициллином, амоксициллином, цефалексином, метиловыми эфирами D-фенилглицина и 4-окси-D-
фенилглицина. С помощью моделирования комплексов фермента с различными субстратами проведен 
анализ полученных структур и определен ряд антибиотиков, при синтезе которых фермент XrAEH будет 
наиболее эффективен.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА гидролаза эфиров альфа-аминокислот, Xanthomonas rubrilineans, компьютерное моде-
лирование, докинг, ферментативный синтез антибиотиков, белковая инженерия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ AEH – гидролаза эфиров α-аминокислот (alpha-amino acid ester hydrolase); PA – пе-
нициллинацилаза; XrAEH, XcAEH, ActAEH – гидролазы эфиров α-аминокислот из Xanthomonas rubrilineans, 
X. citri, Acetobacter turbidans соответственно; DPG – D-фенилглицин; Met-DPG – метиловый эфир DPG.

ВВЕДЕНИЕ
Полусинтетические β-лактамные антибиотики ши-
роко используются для борьбы с патогенными ми-
кроорганизмами и занимают более половины миро-
вого рынка всех антибактериальных препаратов [1]. 
В настоящее время эти антибиотики получают с ис-
пользованием фермента пенициллинацилазы (PA), 
который катализирует реакцию переноса ацильной 
группы из соответствующего амида на β-лактамное 
ядро (схема) [2, 3]. В случае РА донорами ацильной 
части служат амиды, которые обладают меньшей ре-
акционной способностью по сравнению с соответству-
ющими эфирами. Поэтому процесс образования ацил-

фермента (стадия с константой k
2
) может протекать 

гораздо быстрее, если источником ацильной группы 
служит соответствующий эфир, однако для этого 
необходимо использовать гидролазу, а  не  амида-
зу, каковой является РА. Поскольку гидролаза бо-
лее активна с эфирами, а целевой продукт – амид, 
то скорость побочной реакции его гидролиза (стадия 
с константой k

5
), катализируемой гидролазой, будет 

более низкой по сравнению с амидазой, что должно 
повысить соотношение скоростей синтеза/гидроли-
за. Таким образом, использование гидролазы вместо 
амидазы позволяет повысить эффективность про-
цесса синтеза антибиотиков сразу на двух этапах.
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Один из таких ферментов – гидролаза, специфич-
ная к эфирам α-аминокислот (AEH, [КФ 3.1.1.43]). 
В отличие от пенициллинацилаз, выделенных и оха-
рактеризованных из большого количества источ-
ников, данных об AEH совсем немного. В настоящее 
время опубликована информация об AEH, выделен-
ных из бактерий Acetobacter turbidans ATCC 9325 
(ActAEH) [4, 5], Xanthomonas citri IF0 3835 (XcAEH) 
[6], X. campestris pv. campestris ATCC 33913 [7] и ряда 
других источников. В  базе трехмерных структур 
Protein Data Base (PDB) представлены структу-
ры только двух ферментов, проявивших наиболь-
шую активность в синтезе антибиотиков – ActAEH 
и XcAEH. В случае XcAEH имеется структура только 
свободного фермента дикого типа (PDB ID: 1MPX, 
разрешение 1.9 Å) [6]. В  случае ActAEH имеется 
как  структура свободного фермента дикого типа 
(PDB ID: 2B9V, разрешение 2.0 Å), так и в комплексе 
с D-фенилглицином (PDB ID: 2B4K, 3.3 Å), а также 
мутанта ActAEH Y206A (PDB ID: 1RYY, разреше-
ние 2.8 Å) и комплекса неактивного мутанта ActAEH 
S205A с ампициллином (PDB ID: 1NX9, разрешение 
2.2 Å) [5].

Нами недавно был клонирован ген AEH из бакте-
рий X. rubrilineans (XrAEH). Этот штамм был вы-
делен в Государственном научном центре по анти-
биотикам. Фермент был успешно экспрессирован 
в клетках Escherichia coli. Предварительные экс-
перименты подтвердили высокую эффективность 
рекомбинантной XrAEH в синтезе ряда антибиоти-
ков, однако для эффективного практического при-
менения фермента необходимы дополнительные 
эксперименты по инженерии XrAEH, направлен-
ные на улучшение свойств с заданными субстрата-
ми. Один из наиболее эффективных подходов бел-
ковой инженерии – метод рационального дизайна. 
Этот метод предполагает введение в белковую гло-
булу точечных аминокислотных замен, которые вы-
бирают на основе анализа трехмерной структуры 
биокатализатора. Для того чтобы использовать этот 
метод, необходимо иметь структуру исследуемого 
фермента, которая может быть получена как экс-
периментально (с помощью рентгеноструктурного 
анализа или ЯМР), так и с помощью компьютерно-
го моделирования. Последний подход все чаще ис-
пользуется в настоящее время благодаря развитию 
методов компьютерного моделирования и непрерыв-
ному росту числа определенных экспериментально 
структур в банке PDB.

Цель данной работы состояла в построении мо-
дельной структуры XrAEH – как свободного фер-
мента, так и в комплексе с ключевыми соединениями, 
используемыми при синтезе β-лактамных антибио-
тиков.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Выравнивание аминокислотных последовательно-
стей XrAEH и известных структур AEH проводили 
с помощью программы BioEdit Sequence Alignment 
Editor ClustalW Multiple Alignment [8]. 

Компьютерная модель трехмерной структуры 
XrAEH получена методом гомологичного моделиро-
вания с использованием пакета программ Insight II. 
В качестве базовой использовали структуру AEH из X. 
citri (XcAEH), представленную в базе PDB, с кодом 
1MPX (разрешение 1.9 Å) [6]. Далее для снятия воз-
можных конформационных напряжений структуры 
была проведена оптимизация структуры с помощью 
молекулярной механики (модуль Discover_3 пакета 
программ Insight II, 300 шагов минимизации, силовое 
поле CVFF [9]). Окончательная оптимизация струк-
туры выполнена с помощью молекулярной динами-
ки (5 пс при температуре 298 K). Докинг субстратов 
и продуктов в активный центр модельной структуры 
XrAEH проводили методом Монте-Карло с помощью 
модуля Docking пакета программ Insight II. В даль-
нейшем была выполнена оптимизация структуры – 
300 шагов минимизации (силовое поле CVFF) и моле-
кулярная динамика (1 пс при температуре 298 K).

Для получения изображений белковой глобулы, 
а также комплексов с субстратами использовали па-
кет программ Accelrys Discovery Studio 2.5 [10].

Общая кинетическая схема синтеза β-лактамных анти-
биотиков [2]. E – фермент; S – субстрат, донор ациль-
ной части; ES – фермент-субстратный комплекс; EA – 
ацилфермент; P

1
 и P

2
 – продукты гидролиза субстрата 

S; Nu – нуклеофил, EANu – комплекс ацилфермента 
с нуклеофилом, ЕР

3
 – комплекс фермента и целевого 

антибиотика, P
3
 – целевой антибиотик. K

S
 – констан-

та диссоциации комплекса фермента с субстратом; 
K

n
 – константа диссоциации комплекса ацилфермента 

с нуклеофилом; K
p
 – константа диссоциации фермен-

та с продуктом синтеза антибиотика; k
2
 – константа 

скорости образования ацилфермента; k
3
 – константа 

скорости гидролиза ацилфермента; k
4
, k

-4
 – прямая 

и обратная константы скорости химической стадии об-
разования и гидролиза целевого антибиотика соответ-
ственно; k

5
 – константа скорости гидролиза комплекса 

ацилфермента с нуклеофилом
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Данная работа включала в себя следующие этапы:
• �множественное выравнивание аминокислотной по-

следовательности XrAEH с известными последова-
тельностями AEH для выявления консервативных 
участков, в первую очередь остатков активного 
центра, и выбора оптимальной структуры, исполь-
зуемой в качестве базовой;

• �построение трехмерной структуры XrAEH мето-
дом гомологичного моделирования с использовани-
ем опорного фермента, выбранного на предыдущем 
этапе;

• �уточнение полученной структуры фермента 
XrAEH;

• �встраивание в модельную структуру XrAEH раз-
личных субстратов и продуктов ферментативной 
реакции.

Выравнивание аминокислотных 
последовательностей AEH из различных 
источников
Известно, что на точность моделирования в первую 
очередь влияют два фактора – степень гомологии 
между моделируемым и опорным ферментами, чья 
структура используется в качестве базовой, а так-
же разрешение базовой структуры. Кроме того, 
даже при высокой гомологии точность моделирова-
ния будет сильно зависеть от количества и длины 
разрывов/вставок в выравнивании аминокислотных 
последовательностей моделируемого и опорного фер-
ментов. Чем их меньше – тем выше будет точность 
моделирования. Поэтому для выбора базовой струк-
туры нами проведено выравнивание аминокислотной 
последовательности нашего фермента и последова-
тельностей двух AEH с известными структурами – 

Рис. 1. Мно-
жественное 
выравнивание 
аминокислот-
ных последо-
вательностей 
XrAEH, AEH 
из X. citri, 
X. campestris 
pv. campes-
tris, X. oryzae 
и A. turbidans 
в районе 
активного цен-
тра. Красным 
цветом выде-
лены остатки 
каталитиче-
ской триады, 
фиолетовым – 
два остатка Tyr 
из оксиани-
онного цен-
тра и зеле-
ным – три 
остатка кар-
боксилатного 
кластера
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из X. citri (XcAEH) и A. turbidans (ActAEH), а также 
двух высокогомологичных AEH из X. campestris pv. 
campestris и X. oryzae. Отметим, что опубликованы 
также данные об AEH из A. pasteurianus, по амино-
кислотной последовательности полностью идентич-
ной ActAEH, поэтому в выравнивании она не приве-
дена.

Результаты выравнивания представлены на рис. 1. 
Из данных по выравниванию следует, что наиболее 
высокой гомологией по отношению XrAEH обладает 
XcAEH (84%). Чуть меньше она у AEH из X. campes-
tris pv. campestris и X. oryzae (83%). Гомология между 
XrAEH и ActAEH намного ниже – 62%. Кроме того, 
из рис. 1 видно, что в выравнивании аминокислотных 
последовательностей исследуемого фермента и дру-
гих AEH бактерий рода Xanthomonas отсутствуют 
делеции и вставки, в то время как в случае ActAEH 
в выравнивании имеется одна делеция и одна вставка 
из одного аминокислотного остатка каждая.

Таким образом, исходя из  результатов вырав-
нивания, из двух экспериментально определенных 
структур – ActAEH и XcAEH, в качестве опорной 
была выбрана структура фермента XcAEH (PDB ID: 
1MPX [6]). Кроме того, выбранная структура XcAEH 
1MPX имеет немного более высокое разрешение, чем 
структура свободной ActAEH 2B9V (1.9 и 2.0 Å соот-
ветственно).

Анализ активного центра XrAEH
Данные выравнивания аминокислотных последова-
тельностей позволили определить также функцио-
нально важные остатки активного центра XrAEH. 
В отличие от пенициллинацилазы G (PA), состоящей 
из двух различных субъединиц, XrAEH представляет 
собой гомотетрамер из четырех идентичных субъеди-
ниц, в каждой из которых находится свой активный 
центр. Согласно данным рентгеноструктурного анали-
за [4–7], характерной особенностью гидролаз эфиров 
α-аминокислот является присутствие в их структуре 
трех ключевых групп аминокислотных остатков:

1) системы переноса протона для активации ката-
литического остатка серина. Это классическая ката-
литическая триада для сериновых гидролаз, у фер-
мента XrAEH она образована остатками Ser175, 
His341 и Asp308 (рис. 1);

2) оксианионного центра, который в XrAEH форми-
руется двумя остатками Tyr83 и Tyr176, и необходим 
для стабилизации отрицательного заряда на остатке 
каталитического Ser175;

3) карбоксилатного кластера, в который входят 
три карбоксильные группы двух остатков аспара-
гиновой кислоты (Asp311, Asp209) и одного остатка 
глутаминовой кислоты (Glu310). Отрицательно за-
ряженный карбоксилатный кластер участвует в свя-

зывании положительно заряженной аминогруппы 
ацильной части субстрата в α-положении, что и обе-
спечивает высокую специфичность XrAEH именно 
к α-аминокислотам.

Кроме того, функционально важным является 
остаток Tyr223, который участвует в связывании 
фенильной части субстрата благодаря стэкинг-
взаимодействию, что способствует правильной ори-
ентации субстрата в активном центре фермента.

Компьютерное моделирование структуры XrAEH
Построение трехмерной структуры XrAEH выпол-
няли в два этапа. Сначала методом гомологичного 
моделирования с помощью сервера SWISS-MODEL 
получили предварительную структуру тетрамерного 
фермента XrAEH [11]. Далее эту структуру допол-
нительно оптимизировали, для чего была выполне-
на релаксация структуры, чтобы снять возможные 
конформационные напряжения с помощью 300 шагов 
минимизации с использованием модуля Discover_3 
пакета программ Insight II. Анализ структуры актив-
ного центра в полученной на данном этапе модельной 
структуры XrAEH показал, что взаимная ориента-
ция остатков Ser175, His341 и Asp308, составляющих 
каталитическую триаду, неоптимальна для  осу-
ществления каталитической функции (рис. 2А,Б, 
остатки показаны желтым цветом). Из рис. 2 видно, 
что карбоксильная группа остатка Asp308 обраще-
на в сторону от имидазольного кольца His341. Было 
высказано предположение, что возможной причиной 
такой неоптимальной ориентации является слиш-
ком большой отрицательный заряд, присвоенный 
при проведении моделирования отрицательно за-
ряженному карбоксилатному кластеру, состояще-
му из карбоксильных групп остатков Asp209, Glu310 
и Asp311. Первоначально в исходной структуре всем 
карбоксильным группам в остатках карбоксилатного 
кластера было присвоено по отрицательному заря-
ду, что привело к образованию суммарного заряда 
–3. Известно, что при сближении карбоксильных 
групп в полимерах, как правило, не происходит пол-
ной диссоциации всех групп. Поэтому, предполагая, 
что суммарный заряд на карбоксилатном кластере 
равен –2 (рис. 2А,Б, остатки показаны серым цветом) 
и –1 (рис. 2А,Б, остатки показаны красным цветом), 
нами была проведена дополнительная оптимизация 
структуры. Из рис. 2А,Б видно, что по мере уменьше-
ния общего отрицательного заряда на карбоксилат-
ном кластере наблюдается все более близкая к пра-
вильной ориентация карбоксильной группы остатка 
Asp308 из  каталитической триады относительно 
имидазольного кольца His341, при этом также в на-
правлении имидазольного кольца His341 происходит 
движение и  ОН-группы каталитического остатка 
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Ser175 (рис. 2А). В результате все остатки, входящие 
в каталитическую триаду, имеют оптимальную кон-
фигурацию для осуществления реакции. Кроме того, 
одного отрицательного заряда на карбоксилатном 
кластере вполне достаточно для связывания поло-
жительно заряженной аминогруппы субстрата. По-
сле связывания на карбоксилатном кластере не будет 
отрицательного заряда, который отрицательно влиял 
на диссоциацию ОН-группы каталитического остатка 
Ser175.

На рис. 2В представлены результаты наложения 
остатков каталитической триады и карбоксилатно-
го кластера оптимизированной модельной струк-
туры XrAEH по отношению к аналогичным остат-
кам в структурах ActAEH и XrAEH, определенных 
с помощью рентгеноструктурного анализа (PDB ID: 
2B9V [5] и 1MPX [6] соответственно). Из рис. 2В хо-

рошо видно, что пространственное расположение 
остатков активного центра во всех трех структурах 
практически идентично: одинаковые положения 
занимают каталитические остатки Ser175 и His341 

и  карбоксилатного кластера, при  этом отмечено 
только очень небольшое отклонение в конформации 
Asp308.

На  рис.  2Г приведено наложение положений 
Cα-атомов в структурах XrAEH и XcAEH. Видно, 
что общий фолдинг наложенных ферментов прак-
тически одинаков, причем наименьшее отклонение 
наблюдается в районе активного центра, а наиболь-
шее – на периферии белковой глобулы. Среднее ква-
дратичное отклонение Cα-атомов между модельной 
структурой XrAEH и опорной структурой XcAEH 
составило всего 0.7 Å. В случае наложения структур 
XrAEH и ActAEH среднеквадратичное отклонение 
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В� Г

Asp308

His341

Ser175

Asp209

Ser175

Glu310

Asp311

His341

Asp209

Ser175

Glu310

Asp311

His341

Asp308

Asp308

Рис. 2. А и Б – оптимизация структуры активного центра в модельной структуре XrAEH. Показаны взаимная ори-
ентация только остатков каталитической триады и взаимная ориентация остатков каталитической триады и кар-
боксилатного центра (А и Б соответственно). Желтым, серым и красным цветом показаны остатки в структурах, 
в которых суммарный заряд на карбоксилатном кластере составлял –3, –2 и –1 соответственно. В – наложение 
остатков активного центра и карбоксилатного кластера в модельной структуре XrAEH (показаны красным цве-
том) и в экспериментальных структурах XcAEH и ActAEH (показаны зеленым и синим цветом соответственно). 
Г – наложение Сα-атомов структур XrAEH и XcAEH (показаны фиолетовым и синим цветом соответственно). 
Нумерация остатков дана по последовательности XrAEH
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составляет 1.1 Å, что и следовало ожидать из-за бо-
лее низкой гомологии между этими ферментами.

Далее был проведен сравнительный анализ по-
лученной модельной структуры с целью выявления 
остатков с  неоптимальной конфигурацией. Были 
построены карты Рамачандрана для  модельной 
структуры XrAEH и экспериментальной структуры 
XcAEH (рис. 3А,Б соответственно). Из рис. 3 хорошо 
видно, что большинство остатков в обеих структурах 
находятся в оптимальных областях значений углов 
ψ и φ. Фактически в неоптимальной конформации 
находится только один остаток – Asp84 в XrAEH 
и Asp83 в XcAEH, причем значения углов ψ и φ это-
го остатка в модельной и экспериментальной струк-
турах очень близки. Этот остаток расположен около 
входа в активный центр и находится в области изгиба 
между α-спиралью и β-тяжом (рис. 4А). Это означа-
ет, что существует некоторая напряженность между 
данными субъединицами. Причина такого отклоне-
ния от неоптимальных значений углов в настоящее 
время неясна. Однако следует отметить, что подоб-
ные отклонения очень часто встречаются в случае 
остатков, расположенных именно в изгибах, соеди-
няющих элементы вторичной структуры. Например, 
такие же значения углов ψ и φ имеет остаток Ala198 

в формиатдегидрогеназе из бактерии Pseudomonas 
sp. 101 дикого типа [PDB 2NAC]. 

Таким образом, представленные данные позволяют 
сделать вывод, что модельная структура XrAEH до-
стоверна, построена с высокой точностью и хорошо со-
гласуется со структурой опорного фермента XcAEH, 
а также со структурой ActAEH. На рис. 4 приведена 
структура мономерного и тетрамерного фермента 
XrAEH. Эту структуру в дальнейшем использовали 
для докинга субстратов и продуктов в активный центр 
фермента. 

 
Докинг субстратов и продуктов в активный центр 
XrAEH
На следующем этапе мы провели встраивание ряда 
субстратов и продуктов в активный центр XrAEH. 
Процедура докинга описана в «Экспериментальной 
части». В связи с тем, что в банке трехмерных струк-
тур представлены данные только для  свободного 
апофермента гидролазы XcAEH – наиболее близ-
кого структурного гомолога нашего фермента, полу-
ченные в результате докинга структуры комплексов 
XrAEH сравнивали с использованием аналогичных 
или близких экспериментально определенных струк-
тур ActAEH.

Для ActAEH в PDB имеется структура его ком-
плекса с D-фенилглицином (DPG) (PDB ID: 2B4K 
[5]). Однако в случае XrAEH больший интерес пред-
ставляет структура в комплексе с метиловым эфиром 

Рис. 3. Карта Рамачандрана для модельной структуры XrAEH (А) и экспериментально определенной структуры апо-
XcAEH PDB 1MPX (Б). Разница в обозначениях остатков на единицу связана с тем, что в последовательности XrAEH 
учтен первый остаток Met, а в работе [6] использована нумерация аминокислотных остатков без остатка Met

А� Б
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Рис. 4. Общий вид 
одной субъедини-
цы (А) и тетрамера 
(Б) XrAEH

А� Б

D-фенилглицина (Met-DPG), который применяют 
в качестве ацилирующего агента при синтезе ампи-
циллина с помощью АЕН. На рис. 5А представлено 
наложение полученной структуры со структурой 
2B4K. Видно, что общий фолдинг структур двойных 
комплексов очень близок, среднеквадратичное от-
клонение Cα-атомов всей белковой глобулы состав-
ляет 1.1 Å (напомним, что среднеквадратичное откло-
нение Cα-атомов всей белковой глобулы свободных 
ферментов XrAEH и ActAEH также составляло 1.1 Å). 
Кроме общего фолдинга также наблюдается практи-
чески полное совпадение конформаций ряда остат-
ков активного центра (имидазольное кольцо остат-
ка His341 и карбоксильная группа остатка Asp308 
из каталитической триады, карбоксильные группы 

остатков карбоксилатного центра Glu310 и Asp311). 
Однако из результатов наложения видно, что суще-
ствуют заметные различия в конформации ряда дру-
гих остатков. В первую очередь, это гидроксильная 
группа каталитического остатка Ser175 и феноль-
ная группа остатка Tyr83 из оксианионного центра, 
а также аминогруппа субстрата Met-DPG. Детальный 
анализ экспериментальной и модельной структур 
(рис. 5Б,В), в которых также показаны атомы водо-
рода, позволяет легко объяснить эти различия. В экс-
периментальной структуре 2B4K (рис. 5Б) мы имеем 
комплекс ActAEH с продуктом реакции, в котором 
остатки активного центра Ser205 и Tyr112 (Ser175 
и Tyr83 в XrAEH соответственно) находятся в со-
стоянии крайне неоптимальном для катализа – во-

Рис. 5. А – наложение структур комплексов Met-DPG с XrAEH и DPG с ActAEH. Розовым цветом выделен фер-
мент ActAEH, серым – XrAEH, зеленым – субстрат Met-DPG, синим – DPG. Нумерация остатков дана по после-
довательности XrAEH. Б и В – взаимодействие остатков активного центра со связанным лигандом в комплексах 
ActAEH c DPG и XrAEH с Met-DPG соответственно
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дород оксигруппы фенольного кольца Tyr112 обра-
зует водородную связь с кислородом карбоксильной 
группы DPG. В результате это фенольное кольцо за-
фиксировано вдали от оксигруппы каталитического 
Ser205 и в такой конформации просто не способно вы-
полнять роль оксианионного центра. В свою очередь, 
сама оксигруппа каталитического Ser205 участвует 
в образовании трех водородных связей, причем водо-
род этой группы за счет двух водородных связей по-
вернут в сторону имидазольного кольца остатка His, 
который акцептирует этот протон для получения от-
рицательно заряженного атома кислорода на остатке 
Ser, необходимого для осуществления катализа. Кро-
ме того, аминогруппа DPG также повернута в сторону 
от карбоксилатного центра за счет двух водородных 
связей с гидроксилом каталитического Ser205. В ре-

A� Б
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Метиловый эфир 4-окси-
D-фенилглицина

Aмпициллин

Aмоксициллин Цефалексин

Рис. 6. Докинг метилового эфира 4-окси-D-фенилглицина, ампициллина, амоксициллина и цефалексина в актив-
ный центр XrAEH (соответственно А – Г)

зультате только одна карбоксильная группа остат-
ка Asp239 (Asp209 в XrAEH) также взаимодействует 
с аминогруппой DPG (рис. 5Б). 

Совершенно иная картина наблюдается в  мо-
дельной структуре XrAEH с субстратом Met-DPG 
(рис. 5В). Из рис. 5В хорошо видно, что фенольная 
группа остатка Tyr83 находится в  конформации, 
оптимальной для выполнения роли оксианионного 
центра, кислород оксигруппы каталитического остат-
ка Ser175 образует всего одну водородную связь, 
а атом водорода этой группы развернут в сторону 
имидазольного кольца остатка His341 из системы пе-
реноса протона. Расстояние между атомом Oγ Ser175 
и атакуемым атомом углерода в субстрате составля-
ет всего 2.9 Å, а угол атаки равен 115.1°, что близко 
к значению 109.5°, оптимальному для тетраэдриче-
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ской конформации. Таким образом, полученная мо-
дель комплекса Met-DPG с XrAEH, с точки зрения 
конфигурации, оптимальна для осуществления ка-
тализа. Несколько иная картина наблюдается в слу-
чае комплекса XrAEH с метиловым эфиром 4-окси-
D-фенилглицина, который используется в качестве 
донора ацильной группы при синтезе амоксицилли-
на (рис. 6А). Наличие дополнительной оксигруппы 
в ароматическом кольце этого субстрата приводит 
к тому, что при его встраивании в активный центр 
фермента возникают небольшие стерические за-
труднения. В результате угол атаки между углеро-
дом карбоксила и атомом Oγ Ser175 увеличивается 
до 128.4° (таблица), что конечно хуже, чем в случае 
Met-DPG, но вполне достаточно для эффективного 
протекания реакции.

Нами также проведено моделирование структур 
комплексов XrAEH с целевыми продуктами реакции 
синтеза антибиотиков: ампициллином и амоксицил-
лином (группа пенициллинов) и цефалексином (груп-
па цефалоспоринов). Результаты докинга представ-
лены на рис. 6Б–Г. Согласно результатам наложения 
структур комплексов ампициллина и амоксициллина 
с XrAEH, среднеквадратичное отклонение Cα-атомов 
всей белковой глобулы составляет всего 0.005 Å, одна-
ко конформации антибиотиков, связанных в активном 
центре, различаются. Как и в случае субстратов – до-
норов ацильной части, расстояние от атома Оγ ката-
литического остатка Ser175 фермента до амидного 
углерода продукта (он же углерод карбоксила в суб-
страте) составляет 2.7, 3.0 и 2.9 Å для ампицилли-
на, амоксициллина и цефалексина соответственно, 

однако углы совсем разные. В случае ампициллина 
величина угла составляет 80.9°, что намного меньше 
оптимального значения 109.5°. Для цефалексина (угол 
73.0°) эта разница еще больше. Таким образом, веро-
ятность гидролиза этих двух антибиотиков в актив-
ном центре XrAEH очень низкая, что нельзя сказать 
про амоксициллин, у которого угол атаки 103.2° бли-
зок к оптимальному. Это означает, что в случае амок-
сициллина соотношение скоростей синтез-гидролиз 
(и, как следствие, выход целевого продукта) будет 
ниже, чем у ампициллина, что хорошо согласуется 
с экспериментальными данными [12], полученны-
ми при изучении эффективности рекомбинантного 
фермента в процессах синтеза этих антибиотиков. 
Однако отметим, что по абсолютным показателям 
эффективность рекомбинантной XrAEH в процессе 
синтеза амоксициллина была выше, чем у пеницил-
линацилазы из E. coli.

Таким образом, в данной работе нами построе-
на модельная структура новой гидролазы эфиров 
α-аминокислот из X. rubrilineans, а также получены 
модельные структуры комплексов этого фермента 
с рядом субстратов и продуктов. Анализ этих струк-
тур показал хорошее соответствие с известными экс-
периментальными данными как для этого фермента, 
так и для других АЕН, что свидетельствует о высо-
кой точности моделирования. Наиболее интересны, 
с нашей точки зрения, результаты моделирования 
структуры комплекса XrAEH с амоксициллином, го-
раздо более эффективным (и более дорогостоящим) 
антибактериальным препаратом, чем ампицил-
лин. Именно поэтому амоксициллин используется 
в комплексе с клавулановой кислотой, ингибитором 
β-лактамаз (коммерческие названия «Амоксиклав» 
и «Аугментин»). Как уже отмечалось выше, исполь-
зуемая в настоящее время пенициллинацилаза яв-
ляется эффективным биокатализатором синтеза 
ампициллина, но она и гораздо менее эффективна 
в синтезе амоксициллина. Поэтому поиск и разработ-
ка новых биокатализаторов синтеза амоксициллина 
является одной из актуальных задач фармацевтиче-
ской промышленности. Наличие модельной структу-
ры комплекса XrAEH с амоксициллином открывает 
возможность увеличения эффективности XrAEH 
в синтезе амоксициллина с помощью рационального 
дизайна – одного из наиболее эффективных методов 
белковой инженерии.  

Работа поддержана Министерством образования 
и науки РФ (госконтракт № 14.512.11.0066) 

и РФФИ (грант № 11-04-00962-а).

Численные результаты моделирования связывания суб-
стратов и продуктов ферментативной реакции в актив-
ном центре фермента XrAEH

Встраиваемая молекула
Расстояние 

от Oγ Ser175,  
Å

Углы атаки 
атома Oγ 

Ser175,  град

Метиловый эфир 
D-фенилглицина 2.9 115.1

Ампициллин 2.7 80.9

Метиловый эфир 
4-окси-D-фенилглицина 2.9 128.4

Амоксициллин 3.0 103.2

Цефалексин 2.9 73.0
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РЕФЕРАТ Инновационный продукт Неолактоферрин представляет собой естественную комбинацию 
рекомбинантного лактоферрина человека (90%) и лактоферрина козы (10%), выделенных из молока коз-
продуцентов, несущих в геноме полноразмерный ген лактоферрина человека. Изучено действие Неолак-
тоферрина на клетки иммунной системы человека. Неолактоферрин усиливал выработку интерлейкина 
1β (IL-1β), определял направление дифференцировки предшественников дендритных клеток, усиливал 
экспрессию факторов транскрипции, ответственных за дифференцировку Th- и Treg-клеток, стимулировал 
выработку как интерферона-γ, так и IL-4. Обогащенный ионами железа Неолактоферрин усиливал синтез 
провоспалительного цитокина – фактора некроза опухолей α. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что Неолактоферрин обладает иммунотропной активностью, сдерживает развитие иммунных процессов 
по воспалительному пути. Обогащение Неолактоферрина ионами железа усиливает его провоспалитель-
ную активность.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА воспаление, иммунитет, Неолактоферрин, рекомбинантный лактоферрин человека, фак-
торы транскрипции, цитокины. 

ВВЕДЕНИЕ
Лактоферрин (Лф) – ключевой бактерицидный белок 
грудного молока, обеспечивающий защиту новорож-
денного ребенка от инфекций. Лф обладает противо-
микробным [1–3], противовирусным [4–6] и противо-
грибковым [7, 8] действием. Показано также, что Лф 
поражает антибиотикустойчивую микрофлору 
без формирования генетической адаптации к нему 
микроорганизмов [9, 10]. При совместном примене-
нии Лф и антибиотиков наблюдается усиление дей-
ствия последних [11, 12]. Несмотря на выраженную 
антимикробную активность, Лф не подавляет жизне-
деятельность нормальной микрофлоры желудочно-
кишечного тракта [13, 14]. Более того, он стимулирует 
рост бифидобактерий, поставляя необходимые для их 
жизнедеятельности ионы железа [15]. Среди других 
биологических активностей Лф основными являют-
ся: иммуномодулирующая [9, 16], антиоксидантная 
[17, 18] и противовоспалительная [19]. Обнаружено, 
что Лф и его производные (лактоферрицины) пода-
вляют развитие опухолей и метастазов у экспери-
ментальных животных [20–22].

Механизм биологических активностей Лф хорошо 
изучен [23–25]. Установлено, что бактерицидность 

Лф обусловлена не только непосредственным воз-
действием на патогенные микроорганизмы, но и спо-
собностью активировать иммунную систему орга-
низма за счет стимуляции врожденного иммунитета, 
активации и дифференцировки иммунокомпетент-
ных клеток [26]. Было решено выделить лактоферрин 
человека (чЛф) в чистом виде и попытаться исполь-
зовать его в качестве компонента продуктов функ-
ционального питания и в составе различных биоло-
гически безопасных лекарственных средств нового 
поколения. Возможность подобного использования 
чЛф подтверждена в работах сотрудников Москов-
ского научно-исследовательского онкологического 
института им. П.А. Герцена, создавших на основе 
чЛф, выделенного из грудного молока, высокоэф-
фективные лекарственные средства широкого тера-
певтического действия [27–30], в том числе и инъ-
екционные [31]. К сожалению, вследствие дефицита 
грудного молока потребность в чЛф не может быть 
полностью удовлетворена.

В последнее десятилетие широкое распростране-
ние получил лактоферрин, выделенный из коровье-
го молока (Bovine lactoferrin, бЛф), биологические 
активности которого во многом оказались сходными 
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с чЛф [32, 33]. Несмотря на успехи в использовании 
бЛф [34], «чужеродный» бЛф решили заменить ре-
комбинантным лактоферрином человека (рчЛф), 
как это сделано в случае некоторых других биологи-
чески активных белков животных.

Известно, что по аминокислотной последовательно-
сти чЛф и бЛф совпадают лишь на 67% [35]. Различия 
в первичной структуре приводят к различиям во вто-
ричной и третичной структуре этих белков, что может 
определять их функциональные особенности. Уже 
выявлены определенные различия в строении рецеп-
торов чЛф и бЛф в различных органах и тканях чело-
века [36]. Установлено, например, что рецептор кле-
ток тонкого кишечника более специфичен к чЛф, чем 
к бЛф, и это отличие в значительной степени опреде-
ляется структурой чЛф [37]. Предполагается, что ре-
цептор чЛф участвует во всасывании железа в тонком 
кишечнике человека [38]. Обычно железо транспор-
тируется через апикальную мембрану тонкого ки-
шечника при помощи транспортера двухвалентных 
катионов (Divalent metal transporter-1, DMT-1). Же-
лезо, связанное с чЛф, не может проникнуть в клетку 
посредством DMT-1, для этого служит рецептор чЛф. 
Попав в клетку, чЛф связывается с ядром, где, по-
видимому, действует в качестве фактора транскрип-
ции и активирует биосинтез таких сигнальных бел-
ков, как каспаза-1 и интерлейкин-18, которые затем 
поступают в циркуляцию как системный сигнал. Этот 
путь считается минорным, по нему транспортируется 
~10% чЛф. Основной путь, по которому чЛф проника-
ет в эпителиальные клетки, приводит к деградации 
~90% белка и высвобождению железа. 

Рецепторы чЛф, аналогичные рецептору тонко-
го кишечника, удалось найти в слюнных железах, 
сердце, скелетных мышцах, надпочечниках и под-
желудочной железе [39]. Два других типа рецепторов 
обнаружены в печени: рецепторный белок липопро-
теинов низкой плотности (LRP) и асиалогликопро-
теиновый рецептор (ASGPR).

При расщеплении бЛф и чЛф образуются так на-
зываемые лактоферрицины, обозначаемые соответ-
ственно символами В [40] и Н [41], которые различа-
ются как по аминокислотной последовательности, 
так и по биологической активности. 

Иммунологи полагают, что полную биологическую 
безопасность бЛф для человека может гарантировать 
только применение этого белка в составе пищевых 
продуктов, тогда как чЛф можно использовать и в со-
ставе инъекционных лекарственных средств. 

К настоящему времени рчЛф получен в разных 
странах при помощи современных биотехнологиче-
ских методов, а также растений [42, 43], микроско-
пических грибов [44] и животных [45, 46] в качестве 
продуцентов. 

В Российской Федерации в рамках Программы 
союзного государства (Россия–Белоруссия) рчЛф 
получен в составе козьего молока [47]. По физико-
химическим параметрам и биологической активно-
сти рчЛф соответствует природному чЛф [48, 49]. 
На основе этого белка создан инновационный продукт 
Неолактоферрин (Неолакт), представляющий собой 
комбинацию рчЛф и лактоферрина козы (кЛф), при-
сутствующих в молоке трансгенных коз в соотноше-
нии рчЛф : кЛф = 90 : 10.

Ранее мы экспериментально установили, что лак-
тоферрин козы усиливает экспрессию гена NF-кB 
и синтез важнейшего для активации врожденного 
иммунитета фактора некроза опухолей α (TNFα, tu-
mor necrosis factor), но не влияет на активацию син-
теза интерлейкина-1 (IL-1, interleukin-1). 

В представленной работе изучено совместное дей-
ствие рчЛф и кЛф на показатели врожденного имму-
нитета человека. Исследована способность Неолакта 
с различным насыщением железа – 4% (Fe-) и 16% 
(Fe+) активировать врожденный иммунитет, уси-
ливать презентирующую способность дендритных 
клеток, определять направление дифференциров-
ки предшественников Т-клеток и усиливать синтез 
основных цитокинов адаптивного иммунного ответа – 
интерферона-γ (IFNγ, interferon-γ) и IL-4. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Активность образцов Неолакта оценивали в диа-
пазоне концентраций от 0.1 до 100 мкг/мл при ин-
кубации с исследуемыми клетками в течение 18 ч 
при 37°С. 

Мононуклеары (преимущественно лимфоциты) 
выделяли из цельной крови человека центрифуги-
рованием с использованием одноступенчатого гра-
диента плотности фиколл–верографин (плотность 
1.077 г/мл). Прилипающую фракцию получали инку-
бацией мононуклеаров крови в 24-луночных плашках 
(Costar, США) в течение 1 ч при 37оС. 

Линия дендритных клеток человека HTSC.IL-10 
получена и  поддерживается в  лаборатории диф-
ференцировки лимфоцитов Института иммуноло-
гии [50]. 

Экспрессию мембранных молекул на поверхно-
сти клеток оценивали при помощи проточной цито
флуориметрии BD FACSCanto II с использованием 
моноклональных антител, меченных флуоресцеи-
низотиоцианатом (анти-CD80, анти-CD123) или фи-
коэритрином (анти-HLA-DR, анти-CD86) (Caltag, 
США).

Концентрацию цитокинов в культуральных сре-
дах определяли иммуноферментным методом с ис-
пользованием соответствующих тест-наборов (ОАО 
«Цитокин», Санкт-Петербург). 
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Внутриклеточные цитокины определяли в моно-
нуклеарах, активированных смесью 4-форбол-12-
миристат-13-ацетата (ФМА) и иономицина (ионо), 
в присутствии BD GolgiStop (Becton Dickinson, США) 
и пермеабилизированных BD-набором (BD Cytofix/
Cetoperm Fixation/Permeabilization Kit) на проточ-
ном цитометре с использованием меченых монокло-
нальных антител к цитокинам [51].

Уровень экспрессии генов факторов транскрипции 
(NF-κB, GATA-3, Tbet, FOXP3 и RORc) определяли 
методом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени с предварительной обратной транскрипцией. 
Использовали наборы реагентов TaqMan One-Step 
RT-PCR Master Mix Reagents Kit и TaqMan Gene 
Expression Assays (Applied Biosystems, США) [52]. 
Уровень экспрессии мРНК определяли относительно 
экспрессии мРНК гена «домашнего хозяйства» β2-
микроглобулина (B2M) по формуле:

ΔΔСt = 2-((Ct вк
B2M

 - Ct
B2M

) - (Ct вк
генХ

 - Ct
генХ

)), 

где Сt – пороговый цикл, определяемый на экспо-
ненциальном участке кривой накопления ДНК, ВК – 
внутренний контроль.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с использованием методов непараметрического 
анализа. Показатели представляли в виде Ме (L–H), 

где Ме – медиана, L – нижний квартиль, Н – верхний 
квартиль. Для сравнения показателей использован 
U-критерий Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Нами обнаружено, что Неолакт активирует врожден-
ный иммунитет. В концентрации 10 и 100 мкг/мл он 
значимо усиливал секрецию IL-1β моноцитами крови 
человека, не влияя на выработку TNFα.

Обогащение Неолакта ионами железа индуцирова-
ло появление у него способности усиливать выработ-
ку TNFα (рис. 1). Таким образом, провоспалительная 
активность Неолакта ограничивалась повышением 
выработки IL-1β моноцитами крови, тогда как его 
обогащение ионами железа существенно активирова-
ло врожденный иммунитет и усиливало проявления 
провоспалительных эффектов.

Влияние Неолакта на экспрессию мембранных 
молекул, играющих ключевую роль в презентации 
антигена, определенное на дендритных клетках ли-
нии HTSC.IL-10, представлено на рис. 2. Неолакт 
в трех испытанных дозах значительно снижал чис-
ло клеток, экспрессирующих молекулы главного 
комплекса гистосовместимости класса II (HLA-DR) 
и костимулирующую молекулу CD86, которые ис-
ходно были представлены почти на всех клетках ли-
нии, и повышал численность клеток, несущих дру-
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Рис. 1. Влияние Неолакта (2) и Неолакта, обогащен-
ного железом (3), на секрецию моноцитами цито-
кинов IL-1β и TNFα. 1 – уровень секреции цитокинов 
в контроле. По оси ординат: концентрация цитокинов 
(пг/мл) в культуральной среде моноцитов. Пред-
ставлены медианы *p < 0.05 относительно контроля; 
# – то же относительно Неолакта. Содержание Нео
лакта и Неолакта, обогащенного железом, в среде 
составило 10 мкг/мл

Рис. 2. Влияние Неолакта на экспрессию костимули-
рующих молекул HLA-DR, CD80 и CD86 дендритными 
клетками линии НTSC.IL-10. Представлены средние 
значения трех определений. По оси абсцисс – кон-
центрация Неолакта, мкг/мл, по оси ординат – про-
цент клеток, несущих маркер. К – исходная экс-
прессия костимулирующих молекул, без добавления 
Неолакта 
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гую костимулирующую молекулу – CD80, исходно 
представленную на малом числе клеток этой линии. 
Под влиянием Неолакта фактически происходила 
смена костимулирующих молекул на поверхности 
дендритных клеток. При этом под влиянием Неолак-
та возрастала плотность молекул HLA-DR на каж-
дой индивидуальной клетке. Введение в препарат 
ионов железа приводило к утрате этих эффектов. 
Снижение доли дендритных клеток, несущих мо-
лекулы HLA-DR, можно рассматривать как сви-
детельство ограничения под  влиянием Неолакта 
антигенпрезентирующей способности популяции 
дендритных клеток. Активация Т-клеток, зави-
сящая от экспрессии костимулирующих молекул, 
в присутствии Неолакта количественно не меняет-
ся, поскольку ослабление экспрессии одной кости-
мулирующей молекулы сопровождается усилени-
ем экспрессии другой, выполняющей аналогичную 
функцию. При этом Неолакт обладает активностью 
фактора дифференцировки дендритных клеток, 
что регистрируется по экспрессии маркера плаз-
мацитоидных дендритных клеток – CD123, являю-
щегося рецептором IL-3 (рис. 3). Индукция экспрес-
сии CD123, которую можно трактовать как признак 
конверсии фенотипа дендритных клеток из миело-
идных в плазмацитоидные [53], определяет иммун-
ный ответа Th2-типа и ослабляет более агрессивный 
ответ Т-клеток (Th1 и Th17), приводящий к разви-
тию иммунного воспаления. Необходимо отметить, 
что у кЛф дифференцирующая активность выра-
жена в меньшей степени (рис. 3). 

Выбор направления дифференцировки Т-хелпер
ных клеток в конечном счете определяет направление 
иммунного ответа, а также его про- или противовос-
палительный характер, способность благоприятство-
вать развитию различных форм иммунопатологии 

и т.д. Условно к провоспалительным можно отнести 
Th1- и Тh17-клетки, а к противовоспалительным – 
Th2 и Treg, причем Th2-клетки принято рассматри-
вать как проаллергические. Направление диффе-
ренцировки и стабилизация клеточного фенотипа 
определяются экспрессией факторов транскрипции 
GATA-3 (для Th2-клеток), Tbet (для Th1), RORc 
(для Th17) и FOXP3 (для Treg), кодируемых соот-
ветственно генами GATA3, TBX21, RORC и FOXP3. 
В связи с этим спектр экспрессии указанных генов 
Т-клетками крови в значительной степени опреде-
ляет наследственную или индуцированную склон-
ность организма к развитию иммунного ответа в том 
или ином направлении, а также различных форм им-
мунопатологии. 

Влияние Неолакта на развитие Т-хелперных кле-
ток различного типа оценивали по их воздействию 
на экспрессию генов факторов транскрипции, кон-
тролирующих дифференцировку CD4+ Т-клеток 
(таблица). Неолакт и его производное, обогащенное 
железом, уже в концентрации 1 мкг/мл усиливали 
экспрессию гена GATA3, ответственного за развитие 
Th2-клеток, антипаразитарную защиту и проаллер-
гическую ориентацию иммунных процессов. Эффект 
проявлялся при действии Неолакта как на покоя-
щиеся, так и на активированные Т-клетки. Сколько-
нибудь существенного влияния на экспрессию «про-
воспалительных» генов TBX21 (кодирует фактор Tbet 
Th1-клеток) и RORC (кодирует фактор Th17-клеток 
RORc) не обнаружено. Неолакт усиливает экспрес-
сию гена FOXP3, ответственного за развитие регу-
ляторных Т-клеток, которые ограничивают интен-
сивность и длительность иммунного ответа. Неолакт 
не индуцирует экспрессию в дендритных клетках 
гена β-цепи IL-12, ответственного за дифференци-
ровку Th1-клеток. 

Рис. 3. Влияние Неолакта и козьего лактоферрина на экспрессию молекул CD123 на дендритных клетках линии 
НTSC.IL-10 в суточных культурах. Гистограммы двуцветного окрашивания моноклональными антителами. К1 – 
без окрашивания анти-CD123-PE; К2 – без инкубации с Неолактом. Жирным выделены значения, отличающиеся 
от контроля в 2 и более раз. Концентрации Неолакта и козьего лактоферрина составили 10 мкг/мл

К1	 К2	 Неолакт	 кЛф 
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Таким образом, в  этой группе тестов Неолакт 
не только не проявил сколько-нибудь выраженной 
способности усиливать экспрессию факторов, вовле-
ченных в развитие иммунного воспаления, но оказы-
вал скорее противоположное действие, стимулируя 
экспрессию генов, ответственных за развитие Th2- 
и Treg-клеток. 

Оценка влияния Неолакта на дифференцировку 
Th1- и Th2-клеток (Th1- и Th2-клетки определя-
ли по числу клеток, продуцирующих их ключевые 

цитокины – IFNγ и IL-4 соответственно) показала, 
что Неолакт усиливает выработку обоих цитокинов. 
При концентрации 1 мкг/мл продукция IFNγ уси-
ливается в большей степени, чем выработка IL-4, 
при концентрации 10 мкг/мл эффекты обоих цито-
кинов выравниваются (рис. 4). Но даже при концен-
трации 1 мкг/мл число клеток-продуцентов IFNγ 
остается существенно меньше, чем при активации 
клеток смесью ФМА и иономицина, тогда как число 
IL-4-продуцентов превышает этот уровень. Иными 

Влияние Неолакта на экспрессию генов факторов транскрипции, контролирующих дифференцировку CD4+ 

Т-лимфоцитов

Неолакт, мкг/мл
Гены факторов транскрипции 

GATA3 TBX21 RORC FOXP3

Неактивированные лимфоциты

0 (контроль) 0.718
(0.527–0.974)

0.010
(0.005–0.018)

0.260
(0.199–0.292)

0.569
(0.306–0.818)

1.0 1.173*
(0.815–1.690)

0.014
(0.002–0.016)

0.266
(0.159–0.272)

0.834*
(0.811–1.120)

10.0 0.727
(0.481–2.587)

0.018
(0.001–0.028)

0.172
(0.043–0.409)

0.767
(0.246–0.774)

Активированные фитогемагглютинином лимфоциты 

0 (контроль) 0.613 
(0.483–0.894)

0.010
(0.005–0.017)

0.649
(0.433–1.013)

0.805
(0.047–1.101) 

1.0 1.228*
(0.705–1.815)

0.014
(0.007–0.018)

0.487
(0.399–0.802)

1.018
(0.759–2.446)

10.0 0.675
(0.399–0.807)

0.011
(0.008–0.013)

0.743
(0.483–1.576)

0.678
(0.361–1.069)

*р < 0.05.
Примечание. Представлены медианы (в скобках – нижний и верхний квартили).

Рис. 4. Влияние Неолакта 
на индукцию Т-клеток, 
образующих IFNγ и IL-4 
(n = 3) (A), и положи-
тельный контроль синте-
за указанных цитокинов 
Т-клетками при опти-
мальной стимуляции сме-
сью ФМА/иономицин 
(100 нМ/2 мкМ соот-
ветственно) (Б). По оси 
абсцисс – концентрация 
рчЛф (А), по оси орди-
нат – процент клеток, 
продуцирующих IFNγ 
и IL-4 (А, Б) 
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словами, стимуляция Th2-клеток под действием Нео
лакта соответствует физиологическому уровню их 
вовлечения в иммунный ответ, тогда как стимуляция 
Th1-клеток не достигает этого уровня, что не проти-
воречит результатам оценки влияния рчЛф на экс-
прессию генов факторов транскрипции, контроли-
рующих дифференцировку подклассов Т-хелперных 
клеток. 

ВЫВОДЫ
Суммируя результаты оценки влияния Неолак-
та на некоторые проявления активности иммунной 
системы, можно заключить, что препарат обладает 
иммунотропной активностью, его действие в опреде-
ленной степени направлено на сдерживание иммун-

ных процессов или их развитие по Th2-зависимому 
пути. В то же время, судя по влиянию на формиро-
вание IFNγ- и IL-4-продуцирующих клеток, пре-
парат не вызывает резко выраженной поляризации 
иммунного ответа, что могло бы послужить основой 
для развития аллергических или аутоиммунных про-
цессов. Обогащение препарата ионами железа вы-
зывает усиление его провоспалительной активности 
и утрату ряда эффектов, свойственных исходному 
Неолакту. 

Работа поддержана Министерством образования 
и науки РФ (государственный контракт  

№ 01.916.12.0001).
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РЕФЕРАТ В экспериментах на кожно-грудинной мышце лягушки с использованием внеклеточного микро
электродного отведения миниатюрных токов концевой пластинки (МТКП) и флуоресцентной микроскопии 
(краситель FM1-43) исследовали влияние деполяризации постоянным током мембраны нервных окончаний 
на секрецию медиатора и процессы экзо- и эндоцитоза синаптических везикул. Показано, что в контроле 
деполяризация мембраны нервного окончания вызывает выраженное повышение частоты МТКП (секре-
ции квантов медиатора) и экзоцитоза (выгрузка FM1-43 из предварительно загруженных красителем си-
наптических везикул), которое связано с увеличением внутриклеточной концентрации Са2+ при открытии 
потенциал-зависимых Са-каналов. При блокировании Са-каналов и связывании внутриклеточных ионов 
Са2+ (совместное действие ионов Cd2+ и EGТА-АМ) деполяризующий ток слабо увеличивал частоту МТКП 
и экзоцитоз везикул. Процессы эндоцитоза (загрузка FM1-43 во вновь образующиеся синаптические вези-
кулы) как в контроле, так и при совместном действии ионов Cd2+ и EGТА-АМ протекали пропорционально 
количеству синаптических везикул, подвергнувшихся экзоцитозу. Высказано предположение, что в дви-
гательном нервном окончании лягушки кроме Са-зависимого экзо- и эндоцитоза синаптических везикул 
существует Са-независимый экзо- и эндоцитоз, который может активироваться непосредственно деполя-
ризацией мембраны. 
Ключевые слова двигательное нервное окончание, экзоцитоз, эндоцитоз, кальций, постоянный деполя-
ризующий ток, кадмий.
Список сокращений EGТА-АМ – этиленгликоль-бис(β-аминоэтил)-N,N,N′,N′-тетраацетоксиметиловый 
эфир; МТКП – миниатюрные токи концевой пластинки.

ВВЕДЕНИЕ
Основной функцией пресинаптических нервных 
окончаний в химическом синапсе является высво-
бождение порций (квантов) медиатора посредством 
экзоцитоза синаптических везикул. Экзоцитоз со-
провождается процессами эндоцитоза, т.е. образо-
ванием новых везикул, которые вновь заполняются 
медиатором и могут повторно участвовать в освобож-
дении медиатора [1, 2]. Считается, что в естественных 
условиях процессы экзо- и эндоцитоза активируются 
за счет повышения внутриклеточной концентрации 
Са2+ при открытии потенциал-зависимых Са-каналов 
плазматической мембраны [3–5].

Са-зависимость вызванного потенциалом действия 
экзоцитоза синаптических везикул связана со спе-

циализированными белками – синаптотагминами I, 
II, IX, которые являются основными сенсорами ионов 
Са2+ [6]. Спонтанный (асинхронный) экзоцитоз также 
зависит от Са2+ и определяется действием внутрикле-
точного Са2+ на синаптотагмин I и Doc2b [7, 8]. Влияние 
ионов Са2+ на эндоцитоз носит более сложный харак-
тер [9, 10]. Повышение внутриклеточной концентрации 
Са2+ может как запускать и ускорять эндоцитоз [11], 
так и ингибировать его [3, 9]. Регуляция эндоцитоза 
ионами Са2+ может опосредоваться кальцинейрином, 
Са-кальмодулин-зависимой фосфатазой и связыва-
нием Са2+ с синаптотагмином [12, 13]. 

Однако существует предположение, что секреция 
медиатора может контролироваться собственно из-
менением мембранного потенциала нервного оконча-
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ния без входа Са2+ [14, 15]. В ганглионарных нейронах 
деполяризация Са-независимо усиливает экзоцитоз 
[16], а последующий эндоцитоз не зависит от повы-
шения внутриклеточной концентрации Са2+ и имеет 
быструю динамику [17]. 

В представленной работе с использованием элек-
трофизиологического и флуоресцентного методов 
изучена роль деполяризации в процессах секреции 
медиатора и экзо- и эндоцитоза синаптических вези-
кул в двигательном нервном окончании.

Экспериментальная часть 

Объект исследования, растворы
Опыты проведены на  изолированных нервно-
мышечных препаратах кожно-грудинной мыш-
цы озерных лягушек (Rana ridibunda) в  зимний 
(декабрь–февраль) период. Лягушек содержали в хо-
лодильнике при температуре 50С и за 2 ч до опыта 
переносили в лабораторию. Работа проведена в со-
ответствии с международными правилами прове-
дения работ с использованием экспериментальных 
животных.

Использовали стандартный раствор Рингера сле-
дующего состава (в мМ): 115.0 NaCl, 2.5 KCl, 1.8 CaCl

2
, 

2.4 NaHCO
3
; рН поддерживали на  уровне 7.2–7.4, 

а температуру – 200С. Все опыты проводили толь-
ко на поверхностно лежащих нервных окончаниях. 
Для блокирования потенциала действия нервного 
окончания в перфузирующий раствор добавляли те-
тродотоксин в концентрации 1 мкМ. В ряде случаев 
для блокирования Са-каналов нервного окончания 
использовали раствор Рингера с добавлением ионов 
Cd2+ в концентрации 0.2 мМ. Для связывания внутри-
клеточных ионов Са2+ препарат обрабатывали в тече-
ние 1 ч проникающей через мембрану формой каль-
циевого хелатора EGТА (EGТА-АМ) в концентрации 
50 мкМ. Все использованные вещества фирмы Sigma 
(США). Опыты выполнены при постоянной перфузии 
5 мл/мин, объем ванночки – 10 мл. 

Электрофизиология
Миниатюрные токи концевой пластинки (МТКП) ре-
гистрировали при помощи внеклеточных стеклян-
ных микроэлектродов, заполненных 2 М раствором 
NaCl, с диаметром кончика около 1 мкм и сопротив-
лением 1–5 МОм. Электрод подводили к нервному 
окончанию на расстоянии 20–40 мкм от последнего 
миелинового сегмента. Сигналы усиливались с по-
мощью внеклеточного усилителя и при использова-
нии L-CARD 1250 преобразовывались в цифровую 
форму. Частоту МТКП определяли по  среднему 
интервалу времени между соседними сигналами 
(в имп/с). 

Флуоресцентная микроскопия
В  экспериментах использовали флуоресцентный 
краситель FM1-43 (SynaptoGreen С4, Invitrogen, 
США) в концентрации 6 мкМ. Маркер обратимо свя-
зывается с пресинаптической мембраной и во время 
эндоцитоза оказывается внутри вновь образующих-
ся синаптических везикул («загружается» в нервное 
окончание) [18]. Флуоресценцию наблюдали с помо-
щью CCD-видеокамеры Orca II (Hamamatsu, Япо-
ния) и моторизованного микроскопа Olympus BX51 
(Германия, программное обеспечение Cell^P), осна-
щенного конфокальной системой DSU и объективом 
Olympus LUMPLFL 60хw. Анализ свечения термина-
лей проводили в центральном и дистальном участках 
нервного окончания. Интенсивность свечения оцени-
вали, используя программу ImagePro, в относитель-
ных единицах свечения пикселя за вычетом фоновой 
флуоресценции. Фоновое значение флуоресценции 
определяли как среднюю интенсивность свечения 
в квадрате 50 × 50 пикселей в участке изображения 
без нервного окончания [19].

Деполяризация нервного окончания
Для деполяризации нервного окончания использо-
вали две стеклянных микропипетки с  диаметром 
кончиков 2–5 мкм, заполненных 2 М раствором NaCl. 
Одну (деполяризующую) пипетку под визуальным 
контролем подводили к претерминальному участку 
нервного окончания, а вторую – на расстоянии 1 мм 
от первой к мышечному волокну, на котором распо-
лагается нервное окончание. Стимулирующие пипет-
ки подсоединялись к синхронизируемому через ком-
пьютер стимулятору DS3 (Digitimer Ltd.), который 
служил источником тока. Ток в цепи контролировали 
с помощью микроамперметра.

Статистический анализ проводили при помощи 
программы Origin Pro. Количественные результаты 
представлены в форме – среднее значение ± стан-
дартная ошибка, n – число независимых опытов. Ста-
тистическую значимость определяли с использова-
нием критериев Стьюдента и ANOVA.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Электрофизиология. Секреция медиатора 
при деполяризации нервных окончаний 
При внеклеточной концентрации Са2+, равной 1.8 мМ, 
частота МТКП составляла 0.23 ± 0.03 имп/с (n = 25). 
Деполяризация мембраны постоянным током при-
водила к  быстрому увеличению частоты МТКП 
(рис. 1А), которое сохранялось в течение всего пе-
риода пропускания тока (до 40–50 мин). Увеличение 
частоты МТКП зависело от силы тока (рис. 1Б). Так, 
при действии постоянного тока силой 2 мкА часто-
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та МТКП увеличивалась до 2.9 ± 0.3 имп/с (n = 10, 
p < 0.01), а при 4 и 6 мкА – до 6.1 ± 0.4 (n = 10, p < 0.01) 
и 12.9 ± 0.5 имп/с (n = 10, p < 0.01) соответственно 
(рис. 1А,Б). 

Добавление в перфузирующий раствор ионов Cd2+ 
(0.2 мМ) приводило к увеличению частоты МТКП 
до 2.22 ± 0.04 имп/с (n = 20, p < 0.01). При этом эф-
фект деполяризации на частоту МТКП сохранялся, 
но был менее выражен (рис. 1А,Б). Так, при пропу-
скании деполяризующего тока силой 2, 4 и 6 мкА ча-
стота МТКП возрастала до 2.8 ± 0.3 (n = 10, p < 0.05), 
3.8 ± 0.4 (n = 10, p < 0.01), 5.2 ± 0.4 (n = 10, p < 0.01) 
имп/с соответственно (рис. 1А,Б). 

Часовая экспозиция в EGТА-АМ не изменяла зна-
чимо частоту МТКП, которая составляла при этом 
0.20 ± 0.03 имп/с (n = 16, p > 0.05). Предварительная 
обработка нервно-мышечного препарата EGТА-АМ 
(см. «Экспериментальную часть») приводила к ис-
чезновению стимулирующего эффекта ионов Cd2+ 
(0.2 мМ) на частоту МТКП (рис. 1А,Б). Частота МТКП 
в этих условиях (0.21 ± 0.02 имп/с (n = 20, p > 0.05)) 

не  отличалась от  контрольных значений. Однако 
стимулирующий эффект деполяризации на частоту 
МТКП сохранялся, хотя и был меньше, чем в контро-
ле или на фоне действия Cd2+ (рис. 1Б). Деполяри-
зующий ток 2, 4 и 6 мкА увеличивал частоту МТКП 
до 0.9 ± 0.2 (n = 10, p < 0.05), 1.5 ± 0.2 (n = 10, p < 0.01), 
2.8 ± 0.3 (n = 10, p < 0.01) имп/с соответственно. 

Темп и временной ход секреции медиатора при де-
поляризации нервного окончания постоянным током 
мы анализировали с использованием кумулятивных 
кривых (рис. 1В). В этом случае строили зависимость 
суммы всех возникших МТКП от времени деполяри-
зации. На рис. 1В представлены кумулятивные кри-
вые секреции медиатора при деполяризации нерв-
ного окончания током величиной 4 мкА в течение 
30 мин. При 5-минутной деполяризации в контроле 
из  нервных окончаний освобождается примерно 
столько же квантов медиатора (1800–2000), сколько 
и при 25-минутной деполяризации нервного оконча-
ния, обработанного EGТА-АМ, и в присутствии ионов 
Cd2+ в окружающей среде (рис. 1В).

Рис. 1. Влияние деполяризующего тока на секрецию медиатора. А – изменение частоты МТКП при действии 
деполяризующего тока (4 мкА) в контроле, в присутствии ионов Cd2+, на фоне действия EGТА-АМ и Cd2+. Б – 
зависимость частоты МТКП (имп/с) от силы деполяризующего тока (мкА). Штриховой линией указаны значения 
частоты МТКП при силе деполяризующего тока 4 мкА. В – кумулятивные кривые, иллюстрирующие секрецию 
медиатора при воздействии деполяризующего тока (4 мкА), с течением времени. По оси ординат – сумма кван-
тов медиатора, по оси абсцисс – время от начала деполяризации. Штриховой линией обозначены координаты 
точек, соответствующих одинаковой сумме квантов медиатора
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Флуоресцентная микроскопия. Деполяризация 
нервного окончания и процессы эндоцитоза 
синаптических везикул
Инкубация нервно-мышечного препарата в стан-
дартном растворе Рингера с  FM1-43 (5–40 мин) 
приводила к появлению неспецифического свече-
ния нервного окончания (рис. 2А) из-за связывания 
красителя с мембраной [18–20]. При этом средняя 
интенсивность свечения нервного окончания соста-
вила 0.075 ± 0.005 отн. ед. (n = 32) (рис. 2Б). При де-
поляризации нервного окончания в течение 5 мин 
постоянным током силой 4 мкА в стандартном рас-
творе Рингера с FM1-43 можно было обнаружить 
интенсивно светящиеся пятна, расположенные 
вдоль нервного окончания. Эти пятна представ-

ляют собой скопление везикул, прошедших цикл 
экзоцитоз–эндоцитоз и захвативших флуоресцент-
ный краситель (рис. 2А). В этом случае средняя ин-
тенсивность свечения нервного окончания соста-
вила 0.16 ± 0.01 отн. ед. (n = 27, p < 0.05) (рис. 2Б). 
При совместном действии EGТА-АМ и ионов Cd2+ 
и деполяризации мембраны постоянным током си-
лой 4 мкА (5 мин) загрузки красителя в нервное 
окончание не происходило (неспецифическое свече-
ние нервного окончания 0.08 ± 0.004 отн. ед., n = 30, 
p >0.01) (рис.  2А,Б). Однако при  более длитель-
ном воздействии постоянного тока (25 мин) вдоль 
нервного окончания появлялись светящиеся пятна 
(0.17 ± 0.01 отн. ед., n = 25, p < 0.05), отражающие 
протекание эндоцитоза (рис. 2А,Б). 

Рис. 2. Эндоцитоз и экзоцитоз синаптических везикул, вызванный деполяризацией мембраны нервного окон-
чания. А – флуоресцентные изображения нервных окончаний, инкубируемых с FM1-43 (25 мин) в покое (1), 
при деполяризации током в контроле (в течение 5 мин (2)), на фоне действия EGТА-АМ и ионов Cd2+ в течение 5 
(3) и 25 мин (4). Б – интенсивность флуоресценции нервных окончаний, предварительно инкубируемых с FM1-
43 в разных условиях. В – динамика снижения яркости флуоресценции нервных окончаний (выгрузки FM1-43) 
при деполяризации в контроле (4 мкА, Са2+) и на фоне действия EGТА-АМ и Cd2+ (4 мкА, Са2+ + Cd2+ + EGТА-
АМ). На графике приведена кривая (0 мкА, Са2+) изменения флуоресценции в покое без деполяризации. По оси 
ординат – интенсивность флуоресценции (100% – свечение до действия тока); по оси абсцисс – время действия 
тока (мин). Штриховыми линиями (№ 1, 2, 3) обозначены значения флуоресценции, соответствующие времени 
6, 8 и 11 мин. Г – флуоресцентные изображения нервных окончаний, снятые в моменты времени 0, № 1, 2, 3 
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Динамика экзоцитоза синаптических везикул 
при деполяризации нервных окончаний
Для непосредственной оценки экзоцитоза синапти-
ческих везикул мы анализировали динамику умень-
шения свечения предварительно загруженных флуо-
ресцентным маркером нервных окончаний [18–20]. 
Сначала с помощью деполяризации током 4 мкА в те-
чение 5 мин производилась загрузка FM1-43, после 
периода покоя (1 ч) на окрашенные нервные оконча-
ния повторно воздействовали деполяризующим то-
ком (4 мкА), вызывающим освобождение красителя 
(путем экзоцитоза) из синаптических везикул и сни-
жение флуоресценции нервных окончаний (рис. 2В,Г). 
Следует отметить, что в стандартном растворе Рин-
гера светящиеся пятна сохранялись в течение дли-
тельного времени (рис.  2В,Г). На  фоне действия 
постоянного тока (4 мкА) наблюдалось достаточно бы-
строе и выраженное уменьшение свечения предвари-
тельно загруженных нервных окончаний (рис. 2В,Г). 
К 2 мин деполяризации флуоресценция снижалась 
до 58 ± 3% (n = 10, p < 0.01), а через 12–15 мин – при-
мерно до 30% от исходного уровня. Если после загруз-
ки красителя препараты выдерживали в EGТА-АМ, 
а потом мембрану нервного окончания подвергали де-
поляризации постоянным током в присутствии Cd2+, 
то снижение интенсивности флуоресценции нервно-
го окончания (выгрузка) происходило существенно 
медленнее (рис. 2В,Г). Так, после воздействия тока 
в течение 2 мин флуоресценция падала до 95 ± 2% 
(n = 10, p < 0.01), а по прошествии 12–15 мин свети-
мость пятен сохранялась на уровне примерно 70% 
от первоначальной.

ОБСУЖДЕНИЕ
В большинстве работ по изучению процессов экзо- 
и эндоцитоза деполяризацию мембраны вызывают 
с помощью раствора с повышенным содержанием 
ионов калия [1, 20, 21]. Однако это изменяет равно-
весный потенциал K+ и все сопряженные с транс-
портом ионов К+ процессы (например, работу 
Na/К-АТР-азы), а также может ингибировать про-
цессы эндоцитоза синаптических везикул [22]. В на-
шей работе для оценки роли мембранного потенциала 
в экзо- и эндоцитозе синаптических везикул мы ис-
пользовали метод деполяризации мембраны нерв-
ного окончания постоянным током, который лишен 
описанных побочных эффектов. 

Са-независимый экзоцитоз
Проведенные нами исследования показали, что 
при  внеклеточной концентрации ионов кальция, 
равной 1.8 мМ, деполяризация мембраны нервного 
окончания постоянным током вызывает увеличение 
квантовой секреции медиатора (частота МТКП) и до-

статочно быстрой и выраженной выгрузке FM1-43 
(рис. 1Б, 2В). Все это свидетельствует о том, что де-
поляризация мембраны нервного окончания стиму-
лирует экзоцитоз синаптических везикул за счет 
открытия потенциал-зависимых Са-каналов, входа 
ионов Са2+ в нервные окончания и активации меха-
низма слияния [1, 6, 23].

Следующая задача состояла в оценке значения 
ионов Са2+ в вызванном деполяризацией экзоцитозе 
синаптических везикул. Для этого можно было по-
пробовать стимулировать деполяризацией экзоцитоз 
в бескальциевой среде, однако удаление внеклеточ-
ного Са2+ чревато нарушением архитектуры сайтов 
экзоцитоза, фазового состояния мембраны, структу-
ры мембранных белков и блокирует эндоцитоз синап-
тических везикул [10, 24]. Поэтому все эксперименты 
были проведены при нормальной внеклеточной кон-
центрации ионов Са2+.

Ионы Cd2+ в  концентрации 0.2 мМ являются 
эффективными и  универсальными блокаторами 
потенциал-зависимых Са-каналов всех (L-, N-, P/Q-, 
R-, T-) типов [25]. В двигательных нервных окон-
чаниях холоднокровных обнаружены потенциал-
зависимые Са-каналы L-, N-, P/Q- и T-типов [26]. 
В опытах с применением Cd2+ показано, что депо-
ляризация вызывает увеличение частоты МТКП, 
хотя и существенно менее выраженное, чем в кон-
троле (рис. 1Б). Интересно, что сами ионы Cd2+ вы-
зывают некоторое увеличение секреции медиатора 
(рис. 1Б), что характерно и для других двухвалент-
ных и трехвалентных катионов [27]. Возможно, Cd2+ 

действует на чувствительный к Са2+ метаботропный 
рецептор, активация которого запускает сигнальный 
каскад, связанный с фосфолипазой С. В результате 
в нервном окончании образуется диацилглицерин 
(стимулирующий протеинкиназу С и белок экзоци-
тоза Munc13) и инозитолтрисфосфат, увеличиваю-
щий внутриклеточную концентрацию Са2+ за счет 
выхода из эндоплазматического ретикулума [28]. 
Можно предположить, что ионы кадмия проникают 
внутрь нервного окончания, где стимулируют уве-
личение цитозольного уровня Са2+ за счет выброса 
его из депо [29]. 

Ранее нами было показано, что два буфера, свя-
зывающих внутриклеточные ионы Са2+ – EGТА-АМ 
и  BAPTA-AM (1,2-бис(2-аминофенокси)этан-
N,N,N',N'-этилендиаминтетраукусной кислоты те-
траацетоксиметиловый эфир), – в одинаковой сте-
пени угнетают вызванное гиперкалиевым раствором 
увеличение частоты МТКП (угнетают увеличение 
частоты МТКП, вызванное раствором с повышен-
ным содержанием ионов калия), что свидетельствует 
о схожей эффективности хелатирования ими цито-
зольного Са2+ [30]. Для того чтобы убрать описанный 
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выше эффект Cd2, мы  использовали EGТА-АМ. 
Действительно, на фоне хелатирования внутрикле-
точного Ca2+ отсутствовал стимулирующий эффект 
ионов Cd2+ на частоту МТКП (рис. 1Б). В то же время 
на фоне действия EGТА-АМ и блокирования входа 
Ca2+ из внеклеточной среды деполяризующий ток 
приводил к слабому, но статистически значимому 
увеличению частоты МТКП (рис. 1Б). В этих усло-
виях с помощью флуоресцентной микроскопии так-
же обнаружена эффективность постоянного тока 
(4 мкА) в стимулировании экзоцитоза синаптических 
везикул, что проявлялось в уменьшении свечения 
предварительно загруженных нервных окончаний 
(рис. 2В). Все эти наблюдения свидетельствуют о су-
ществовании наряду с классическим Са-зависимым 
экзоцитозом и не зависящего от внеклеточного Са2+ 
экзоцитоза синаптических везикул. Гипотетически 
этот вариант экзоцитоза запускается, вероятно, де-
поляризацией мембраны во время пресинаптического 
потенциала действия и является частью вызванной 
секреции медиатора.

Са-независимый эндоцитоз
Процессы экзо- и эндоцитоза тесно связаны и проис-
ходят в соотношении один к одному, поэтому оценку 
интенсивности эндоцитоза нужно проводить при оди-
наковой интенсивности экзоцитоза. На основе полу-
ченных данных мы определили, что при деполяри-
зации в течение 5 мин и силе тока 4 мкА в контроле 
из нервного окончания освобождается столько же 
квантов, как и за 30 мин деполяризации нервного 
окончания, предварительно обработанного EGТА-АМ 
и при одновременном добавлении ионов Cd2+ в окру-
жающую среду (рис. 1В). Это подтвердили резуль-
таты опытов с использованием маркера эндоцитоза 
FM1-43. В указанных условиях в нервных окончани-

ях появлялись светящиеся пятна примерно такой же 
интенсивности, как и в контроле (pис. 2А,Б). Можно 
предположить, что компенсаторный эндоцитоз мо-
жет активироваться не только за счет увеличения 
внутриклеточной концентрации Са2+ при открытии 
потенциал-зависимых Са-каналов плазматической 
мембраны [12, 13], но и непосредственно деполяриза-
цией мембраны нервного окончания. 

Заключение
Обнаруженная зависимость экзоцитоза и эндоцито-
за от мембранного потенциала нервного окончания 
создает дополнительные возможности для регуля-
ции секреции медиатора и синаптической передачи. 
Молекулярные мишени непосредственного воздей-
ствия деполяризации на экзо- и эндоцитоз синап-
тических везикул не установлены. Но в последних 
исследованиях потенциал-зависимость обнаружи-
вается у многих сигнальных молекул (протеинкиназ 
А и С, фосфатазы фосфоинозитидов, сопряженных 
с G-белками пресинаптических ауторецепторов), 
воздействующих на механизм экзо- и эндоцитоза 
синаптических везикул [17, 31–33]. Не исключается 
также, что сенсором изменения мембранного потен-
циала являются непосредственно Са-каналы плазма-
тической мембраны, которые могут передавать сиг-
нал о деполяризации на SNARE-комплекс и белки 
эндоцитоза [14, 34].  

Работа поддержана РФФИ  
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(НШ-4670.2012.4, МК-108.2013.4) 
и государственным контрактом  

Минобрнауки РФ (ФЦП).
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РЕФЕРАТ Геном человека на  11% состоит из  Alu-ретротранспозонов, транскрипция которых РНК-
полимеразой III (Pol III) приводит к накоплению от нескольких сотен до тысяч копий Alu-РНК в цито-
плазме. Экспрессия Pol III Alu-РНК существенно возрастает при различных стрессах, а повышение уров-
ня Alu-РНК сопровождается подавлением пролиферации, снижением жизнеспособности и индукцией 
апоптотических процессов в клетках человека. Однако вопрос о биологических функциях Pol III Alu-
транскриптов, а также механизм их действия в настоящее время остается открытым. В представленной 
работе синтезированы аналоги Alu-РНК и ее эволюционного предшественника 7SL РНК. Трансфекция 
клеток аденокарциномы молочной железы человека MCF-7 аналогами Alu-РНК и 7SL РНК сопровожда-
ется снижением жизнеспособности и индукцией проапоптотических изменений в этих клетках. Анализ 
совместного действия этих аналогов и актиномицина D или тамоксифена показал, что снижение жизнеспо-
собности клеток MCF-7, трансфицированных Alu-РНК и 7SL РНК, обусловлено модуляцией транскрипции. 
В результате полнотранскриптомного анализа экспрессии генов установлено, что под действием аналогов 
и Alu-, и 7SL РНК в клетках MCF-7 усиливается экспрессия генов регулятора транскрипции NUPR1 (p8), 
а также фактора транскрипции DDIT3 (CHOP). Сделан вывод, что индукция проапоптотических изменений 
клеток человека под действием аналогов Alu-РНК и 7SL РНК связана с активацией транскрипции генов 
факторов клеточного стресса, в том числе факторов ответа на стресс эндоплазматического ретикулума.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Alu-повторы, Alu-РНК, 7SL РНК, клетки аденокарциномы молочной железы человека 
MCF-7.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ФИТЦ – флуоресцеин-5-изотиоцианат; ЭР – эндоплазматический ретикулум; 
МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2H-тетразолийбромид; JC-1 – 5,5',6,6'-тетрахлор-1,1',3,3'-
тетраэтилбензимидазолкарбоцианин йодид; SRP (signal recognition particle) – сигналраспознающая ча-
стица.

ВВЕДЕНИЕ
Геном человека на 45% состоит из мобильных эле-
ментов, наиболее многочисленные среди которых 
Alu-повторы ~1.1 × 106 копий, что составляет 10.6% 
ядерной ДНК [1, 2]. Во множестве Alu-повторов при-
матов выделяют несколько подсемейств, объединен-
ных в три основные группы – AluJ, AluS и AluY [3]. 
Копийность представителей эволюционно древних 
AluJ-повторов, появление которых в  геноме оце-

нивается примерно в 80 млн лет, и промежуточных 
подсемейств – AluS (~40 млн лет), в геноме челове-
ка не увеличивается. Повторы подсемейства AluY 
(> 20 млн лет) транспозиционно активны и в настоя-
щее время [4]. 

Известно, что образование новых копий Alu- и род-
ственных им SINE-повторов в геноме млекопитаю-
щих происходит по механизму ретротранспозиции, 
который включает стадию образования РНК-копий 
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SINE-ДНК. Эволюционно значимые изменения гено-
ма происходят благодаря «успешным» актам ретро-
транспозиции повторов в половых клетках [5, 6]. 

Вместе с  тем известно, что  как  в  половых, 
так и в соматических клетках человека присутству-
ют РНК-копии геномных Alu-повторов (Alu-РНК) 
[7]. Alu-РНК синтезируются РНК-полимеразой 
III (Pol III) [8] и  представляют собой набор РНК-
копий «древних», транспозиционно неактивных 
Alu-повторов подсемейств J и S и транспозиционно 
активных AluY [7, 9, 10]. Alu-РНК, как и их эволю-
ционный предшественник 7SL РНК, синтезируют-
ся в ядре, а затем транспортируются в цитоплаз-
му. Часть Alu-транскриптов при этом подвергается 
3'-эндонуклеазному процессингу с образованием уко-
роченных форм – scAlu-РНК, представленных 
«левыми» мономерами Alu (рис. 1А). Наряду с уко-
роченными Alu-транскриптами в клетках обнаружи-
вают и непроцессированные формы, представленные 
Alu-РНК, включающей и «левый», и «правый» моно-
меры, и 3'-концевую поли-A-последовательность 
(рис.  1А) [10, 11]. Количество полноразмерных 

Pol III Alu-транскриптов составляет ~ 102–103 мо-
лекул на клетку. Регуляция экспрессии Alu-РНК 
в клетках человека отличается от регуляции других 
Pol III-транскриптов. Так, ингибитор трансляции ци-
клогексимид и тепловой шок увеличивают экспрес-
сию Alu-РНК в большей степени, чем других Pol III-
транскриптов, таких, как 7SL, 7SK, 5S и U6 РНК 
[8]. Постоянное присутствие полноразмерных Alu-
транскриптов в цитоплазме, а также увеличение экс-
прессии этих РНК при стрессе, с одной стороны, ука-
зывает на Alu-РНК как на строго контролируемый 
эндогенный фактор мутагенеза, а с другой, позволяет 
предположить, что Alu-РНК являются регуляторами 
жизненно важных клеточных процессов [12]. 

Ранее K. Sakamoto и  соавт. [13] показали, 
что трансфекция клеток HeLa ДНК-конструкциями, 
содержащими транскрипционно активные Alu-
повторы, а также конструкциями, кодирующими 7SL 
РНК, вызывает подавление репликации ДНК, инги-
бирует трансляцию и оказывает антипролифератив-
ное действие. Установлено, что трансфекция клеток 
HEK 293 почки эмбриона человека ДНК, кодирующей 
Alu-повторы, приводит к специфической активации 
экспрессии репортерных генов, предположительно, 
за счет прямого ингибирования Alu-РНК дцРНК-
активируемой протеинкиназы PKR [14]. Позже по-
казали [15], что активация экспрессии репортерного 
гена в присутствии Alu-РНК обусловлена уменьше-
нием лаг-периода трансляции новосинтезированных 
мРНК и не связана с ингибированием PKR. Однако 
новый молекулярный механизм влияния Alu-РНК 
на  инициацию трансляции новосинтезированных 
мРНК при этом не был предложен. 

J. Häsler и K. Strub предположили, что участие Pol 
III Alu-транскриптов в клеточных процессах связа-
но с их структурным сходством с 7SL РНК (рис. 1) 
[12, 16]. Как и 7SL РНК, Alu-РНК взаимодействует 
с белками сигналраспознающей частицы (SRP) [17, 
18]. Способность Alu-РНК модулировать трансляцию 
объясняют взаимодействием с белками SRP9/14: 
показано, что  Alu-РНК активирует трансляцию, 
а Alu-РНК в комплексе с SRP9/14 ингибирует транс-
ляцию суммарной мРНК клеток HeLa in vitro в экс-
трактах зародышей пшеницы [16]. 

В экспериментах in vitro показано, что Alu-РНК 
непосредственно взаимодействует с  катали-
тической субъединицей РНК-полимеразы II 
(Pol II) человека и подавляет активность комплекса 
Pol II–TBP–TFIIB–TFIIF на стадии инициации транс-
крипции [19, 20]. Эти данные позволили предположить, 
что Alu-РНК является неспецифическим регулятором 
транскрипции мРНК в клетках человека [19].

Недавно при изучении молекулярных и клеточ-
ных механизмов географической атрофии сетчатки – 

Рис. 1. Схематическое представление вторичной 
структуры Alu-РНК (А) и 7SL РНК (Б) в соответствии 
с данными [12] 

А 

Б

Левый Alu-мономер (scAlu)

Правый Alu-мономер

Alu-домен S-домен
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одной из основных причин снижения остроты зре-
ния и слепоты у людей старше 50 лет – установлено, 
что гибель клеток пигментного эпителия сетчатки со-
провождается снижением экспрессии гена DICER1 
и накоплением в них Pol III AluSc-транскрипта [21]. 
При этом показано, что ключевой фермент посттран-
скрипционного процессинга микроРНК – РНКаза 
Dicer1 гидролизует Alu-РНК in vitro. Снижение экс-
прессии DICER1 приводит к накоплению AluSc-РНК, 
которая, в свою очередь, подавляет жизнеспособность 
и вызывает апоптотическую гибель клеток эпителия 
сетчатки [21]. Предложен молекулярный механизм 
цитотоксического действия Alu-РНК в клетках пиг-
ментированного эпителия, который включает в себя 
генерацию активных форм кислорода митохон-
дриями, активацию NLRP3-инфламмасом, а также 
активацию MyD88-сигнального каскада [22]. Таким 
образом, именно увеличение уровня экспрессии Alu-
РНК рассматривается в качестве основной причины 
гибели клеток при географической атрофии сетчат-
ки. Однако нерешенным остается вопрос о причинах, 
по которым Alu-РНК вызывает образование актив-
ных форм кислорода [21, 22].

В  настоящей работе синтезированы аналоги 
AluYa5-РНК и 7SL РНК и проведен сравнительный 
анализ их влияния на жизнеспособность и актива-
цию проапоптотических процессов в клетках адено-
карциномы молочной железы человека MCF-7. Про-
анализировано также действие на клетки MCF-7 
аналогов Alu-РНК и 7SL РНК в сочетании с цитоста-
тиками – ингибиторами репликации, транскрипции, 
трансляции и клеточного транспорта. Установлено, 
что проапоптотические процессы, индуцируемые 
в клетках MCF-7 аналогами Alu-РНК и 7SL РНК, 
модулируются тамоксифеном и актиномицином D. 
Результаты полнотранскриптомного анализа из-
менения экспрессии генов в клетках, трансфици-
рованных аналогами Alu-РНК и 7SL РНК, позволя-
ют предложить новый механизм цитотоксического 
действия этих РНК, основанный на активации генов 
ответа на стресс ЭР – NUPR1, DDIT3, FOXRED2 
и ASNS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты
В работе использовали: МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенил-2H-тетразолийбромид (Sigma, 
США); Trizol, липофектамин 2000 (Invitrogen, США); 
Taq-полимеразу, Т7-РНК-полимеразу (Fermentas, 
США); йодид пропидия, индикатор JC-1, стауроспо-
рин (Sigma, США); конъюгат аннексина V c ФИТЦ 
(BD Pharmingen, США); цисплатин («ЛЕНС-Фарм», 
Россия); циклогексимид, актиномицин D (Appli-

Chem, ФРГ); интерферон α («Микроген», Россия); 
метотрексат, монензин (Sigma, США); тамоксифен 
(«Верофарм», Россия); рекомбинантный фактор не-
кроза опухолей α человека (ИМБТ ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор», Новосибирск), обратную транскриптазу 
MoMLV, рибонуклеозидтрифосфаты, дезоксирибо-
нуклеозидтрифосфаты, Т4-полинуклеотидкиназу 
(«Биосан», Новосибирск). Дезоксирибоолигонуклео-
тиды синтезированы в лаборатории медицинской хи-
мии ИХБФМ СО РАН. 

Синтез аналогов Alu- и 7SL РНК
Для получения ДНК-матриц – продуктов ПЦР, ко-
дирующих аналоги Alu- и 7SL РНК под промотором 
РНК-полимеразы фага Т7, геномную ДНК клеток 
MCF-7 амплифицировали со следующими парами 
праймеров (строчным шрифтом выделен промотор 
T7-РНК-полимеразы): AluYa5, chr6:104,183,151–
104,183,559: 5'-ATTTGATTCGGTTATTTCCAAGA-3', 
5'-atgcagctaatacgactcactataggGAGAGTCTCAGCTA-
CAGAATTGAA-3'; 7SL, chr14:50,329,268–50,329,585: 
5'-AAGAGACGGGGTCTCGCTAT-3', 5'-atgcagctaa
tacgactcactatagggTTCGCAGCGTCTCCGACC-3'.

ДНК-матрицы очищали с помощью электрофореза 
в 10% полиакриламидном геле (ПААГ) в нативных 
условиях. ДНК элюировали из геля в присутствии 
100 мМ NaAc и переосаждали 70% этанолом.

Аналоги AluYa5-РНК и 7SL РНК человека син-
тезировали в буфере, содержащем 40 мМ Трис-HCl 
(pH 8.0), 6 мМ MgCl2

, 10 мМ ДTT, 10 мМ NaCl, 2 мМ 
спермидина, 2 мМ NTP и 30 ед. акт. РНК-полимеразы 
фага Т7 при 37°С в течение 2 ч. ДНК-матрицы гидро-
лизовали в присутствии 1 ед. акт. ДНКазы I в течение 
40 мин при 37°С, а затем ДНКазу инактивировали, 
выдерживая 15 мин при 65°С. 

Очистку аналогов AluYa5-РНК и 7SL РНК прово-
дили на хроматографической системе Миллихром A2 
(«Эконова», Россия) с переосаждением 70% этанолом 
в присутствии 100 мМ NaAc. Первичную структуру 
аналогов подтверждали с помощью обратной транс-
крипции РНК, амплификации и  секвенирования 
кДНК по методу Сэнгера на автоматическом секве-
наторе ABI 3730XL Genetic Analyser ЦКП СО РАН 
«Геномика».

Анализ жизнеспособности клеток MCF-7, 
трансфицированных аналогами Alu- и 7SL РНК
Клетки аденокарциномы молочной железы человека 
культивировали в среде IMDM с добавлением 10 мМ 
L-глутамина, 100 ед./мл пенициллина, 0.1 мг/мл 
стрептомицина, 0.25 мкг/мл амфотерицина и 10% 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота 
при 37°С в атмосфере 5% СО

2
. Количество клеток под-

считывали в камере Горяева. 
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Клетки MCF-7 культивировали в  96-луночном 
планшете до достижения плотности 60–70% моно-
слоя. Клетки трансфицировали 1 мкг/мл РНК в ком-
плексе c липофектамином по методике производи-
теля (Invitrogen, США) и инкубировали в течение 24 
или 72 ч, как указано в подписях к таблицам. В среду 
добавляли MTT до конечной концентрации 0.7 мг/мл 
и инкубировали в течение 45 мин при 37°С. Среду 
удаляли, MTT-формазан растворяли в изопропи-
ловом спирте и определяли оптическую плотность 
раствора при λ = 570 нм с контролем при λ = 620 нм 
на многоканальном спектрофотометре Apollo 8 LB 
912 (Berthold technologies). 

Анализ проапоптотических изменений клеток 
MCF-7 с помощью проточной цитофлуориметрии
Клетки MCF-7, трансфицированные аналогами Alu- 
и 7SL РНК, и контрольные клетки, инкубированные 
в среде с липофектамином без РНК, трижды про-
мывали PBS, инкубировали в течение 5 мин при 37оС 
в присутствии 0.1 мг/мл трипсина. Для анализа из-
менений клеточной мембраны суспензию клеток ин-
кубировали в присутствии 4.5 мкг/мл йодида пропи-
дия и конъюгата аннексина V – ФИТЦ по методике 
производителя (BD Pharmingen, США). Для анализа 
изменений трансмембранного потенциала митохон-
дрий (δΨ) суспензию клеток инкубировали в при-
сутствии 2.5 мкг/мл JC-1. Препараты анализировали 
с помощью проточной цитофлуориметрии на приборе 
Beckman Coulter FC 500 по методу, описанному в ра-
боте [23]. В качестве положительного контроля проа-
поптотических изменений использовали препараты 
клеток MCF-7, инкубированных 24 ч в присутствии 
5 мкг/мл фактора некроза опухолей α или в присут-
ствии 1 мкМ стауроспорина.

Анализ изменений транскриптома клеток MCF-7 
на чипах Illumina
Клетки MCF-7 трансфицировали 1 мкг/мл Alu-РНК 
либо 1 мкг/мл 7SL РНК и инкубировали в течение 
24 ч при 37°С в атмосфере 5% СО

2
. В качестве контро-

ля использовали клетки, инкубированные в тех же 
условиях с липофектамином без РНК. Гибридиза-
цию суммарной РНК клеток MCF-7 на чипах HT-12 
Illumina проводили на базе ЗАО «Геноаналитика» 
(Москва). Дифференциальный анализ изменений 
экспрессии генов проводили с использованием ал-
горитма Illumina custom с нормированием данных 
по методу rank invariant. Для интерпретации ре-
зультатов дифференциального анализа изменений 
экспрессии генов использовали транскрипты с па-
раметром Detection_Pval < 0.05. При интерпретации 
данных об увеличении экспрессии генов под действи-
ем Alu-РНК из рассмотрения исключали транскрип-

ты, структура гибридизационных зондов (Illumina 
PROBE_SEQUENCE) для которых содержит прямые 
последовательности Alu-повторов. 

Выборочную верификацию результатов полно-
транскриптомного анализа проводили методом 
ОТ-ПЦР в режиме реального времени с использова-
нием следующих пар праймеров:
PSPH – 5'-ATGATTGGAGATGGTGCCAC-3', 
5'-CAGTGATATACCATTTGGCG-3';
DDIT3 – 5'-GACCTGCAAGAGGTCCTGTC-3', 
5'-AAGCAGGGTCAAGAGTGGTG-3';
MTHFD – 5'-TGTAGGACGAATGTGTTTGG-3', 
5'-AACATTGCAATGGGCATTCC-3';
TDP1 – 5'-CTCATCAGTTACTTGATGGC-3', 
5'-TGACTTCCTTGAAAGCGTCC-3'; 
ZNF682 – 5'-AAGCCAGAACTGATTAGCCG-3', 
5'-AAGGTCTTCAGTGTAATGAG-3'; 
CEBPG – 5'-CGCTCGGAGTGGAGGCCGCC-3', 
5'-CAGGGTGATCAATGGTTTCC-3'.

В качестве нормировочного контроля использова-
ли мРНК GAPDH, HPRT [24].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние аналогов Alu- и 7SL РНК 
на жизнеспособность клеток аденокарциномы 
молочной железы человека MCF-7
Действие Alu-РНК и ее эволюционного предшествен-
ника 7SL РНК на клетки человека анализировали 
с использованием аналога Alu-РНК – транскрипта 
геномного повтора человека AluYa5, а также аналога 
7SL РНК человека. 

Установлено, что трансфекция клеток аденокар-
циномы молочной железы человека MCF-7 анало-
гами Alu- и 7SL РНК вызывала существенные мор-
фологические изменения: конденсацию цитоплазмы 
и ядер, разрушение мембранных контактов и откре-
пление клеток от пластиковой подложки. К 72 ч ин-
кубации аналоги Alu- и 7SL РНК вызывали морфо-
логические изменения примерно у 20–30% клеток. 
При этом инкубация в среде с суммарной РНК MCF-7 
или с аналогом фрагмента L1-РНК, или с липофекта-
мином без РНК вызывала конденсацию и открепле-
ние от подложки не более 5% клеток MCF-7.

Чтобы выяснить, обусловлены ли морфологиче-
ские изменения, наблюдаемые при  воздействии 
аналогов Alu- и 7SL РНК, антипролиферативными 
и проапоптотическими процессами, клетки инкуби-
ровали с этими аналогами и анализировали их жиз-
неспособность с помощью MTT-теста. 

Из  данных, представленных в  табл.  1, видно, 
что аналоги Alu-РНК и 7SL РНК вызывают статисти-
чески значимое снижение жизнеспособности клеток 
MCF-7 в условиях трансфекции с липофектамином 
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(p < 0.05). Наблюдаемые морфологические измене-
ния в совокупности со снижением жизнеспособности 
под действием аналогов Alu- и 7SL РНК указывают 
на то, что трансфекция этими РНК приводит к про
апоптотическим изменениям клеток. 

Для  того чтобы независимым методом оценить 
индукцию проапоптотических процессов в клетках 
MCF-7 под действием Alu- и 7SL РНК, мы провели 
анализ изменений трансмембранного потенциала 
митохондрий δΨ с использованием индикатора JC-1. 
В митохондриях жизнеспособных клеток индикатор 
JC-1 образует агрегаты со спектром флуоресценции, 
смещенным в длинноволновую область (λ

max
 = 590 нм). 

Диссипация трансмембранного потенциала митохон-
дрий δΨ сопровождается сдвигом максимума спек-
тра флуоресценции индикатора в зеленую область 
(λ

max
 = 527 нм). Анализ клеточных препаратов ме-

тодом проточной цитофлуориметрии в присутствии 
индикатора JC-1 позволяет оценить относительный 
вклад популяции клеток с проапоптотическими из-
менениями мембраны митохондрий [23, 25].

Установлено, что  снижение жизнеспособности 
клеток MCF-7 под действием аналога 7SL РНК со-
провождается снижением трансмембранного потен-
циала δΨ примерно у 17% клеток (табл. 1). При этом 
действие 7SL РНК не отличалось от действия анало-
га Alu-РНК (p > 0.05). Таким образом, данные об из-
менении потенциала митохондрий δΨ согласуются 
с результатами анализа жизнеспособности с исполь-
зованием MTT-теста и с оценкой глубины морфоло-
гических изменений клеток. 

Трансфекция клеток аналогами Alu- и 7SL РНК 
приводит к  появлению постклеточных структур, 
экспонирующих на внешней поверхности фосфа-
тидилсерин, а также структур, мембрана которых 
проницаема для йодида пропидия – апоптотических 
и вторичных некротических телец. Суммарный вклад 
апоптотических и вторичных некротических телец 
в общую популяцию клеток, трансфицированных 
аналогом Alu-РНК или аналогом 7SL РНК, составлял 
около 31% (табл. 1). 

Известно, что  появление фосфатидилсерина 
на внешней поверхности цитоплазматической мем-
браны, детектируемое по  окраске аннексином V, 
является одним из самых ранних биохимических 
признаков апоптоза [26]. В то же время снижение ак-
тивности митохондриальных и цитоплазматических 
оксидоредуктаз и изменение уровня NADH/NADPH, 
детектируемое с помощью MTT-теста [27], характер-
но для поздних стадий апоптоза. Поэтому различия 
в цитотоксическом действии Alu- и 7SL РНК, оце-
ненные по снижению индекса MTT (~ 15–19%) и ин-
дукции апоптотических процессов по экспозиции 
фосфатидилсерина и проницаемости цитоплазмати-
ческой мембраны (~ 31%), можно объяснить большей 
чувствительностью подхода с использованием систе-
мы аннексин V/PI. 

В целом эти результаты позволяют заключить, 
что аналоги и Alu-РНК, и 7SL РНК снижают жиз-
неспособность и  индуцируют проапоптотические 
изменения в субпопуляции клеток MCF-7, а дей-
ствие аналогов Alu-РНК несущественно отличалось 

Таблица 1.  Влияние аналогов Alu-РНК и 7SL РНК на жизнеспособность, асимметрию, проницаемость цитоплазма-
тической мембраны и трансмембранный потенциал митохондрий клеток MCF-7

РНК*

Снижение жиз-
неспособности 
(MTT-индекс  

± SD, %)** 

Проапоптотические изменения мембраны***
Трансмембранный 

потенциал митохондрий 
δΨ****, % клеток

AnnV-/PI- AnnV+/PI- AnnV+/PI+
без дис-
сипации

с диссипа-
циейЖизнеспособные

клетки, %
Апоптотические 

тельца, %

Вторичные 
некротические 

клетки, %

7SL РНК 19.0 ± 4.8 69.2 19.3 11.5 83.4 16.6

Alu-РНК 15.3 ± 6.5 68.7 13.8 17.5 85.6 14.4

РНК MCF-7 –2.8 ± 8.2 85.2 7.4 7.3 97.9 2.1

Липофектамин 0 ± 2.5 89.9 6.8 3.3 99.7 0.3

*Клетки трансфицировали 1 мкг/мл РНК в комплексе с липофектамином.
**За 100% принимали жизнеспособность клеток, инкубированных в среде с липофектамином без РНК.
***Изменения мембраны клеток анализировали методом проточной цитофлуориметрии c использованием ан-
нексина V (AnnV), меченного ФИТЦ, и йодида пропидия (PI).
****Диссипацию трансмембранного потенциала митохондрий оценивали с помощью проточной цитофлуориме-
трии клеток, окрашенных митохондриальным красителем JC-1 [23]. 
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от действия 7SL РНК на уровне изменения активно-
сти цитоплазматических и митохондриальных деги-
дрогеназ (MTT-тест), диссипации трансмембранного 
потенциала митохондрий δΨ и по оценке глубины 
морфологических изменений. 

Влияние Alu-РНК и 7SL РНК на жизнеспособность 
клеток MCF-7 в сочетании с цитостатиками
Ключевые процессы, подавление или  активация 
которых происходит при трансфекции клеток ана-
логами Alu-РНК и 7SL РНК, мы охарактеризовали 
по изменению жизнеспособности MCF-7 в условиях 
совместного действия аналогов и серии цитостатиков 
(табл. 2). Совместное действие РНК и ингибиторов 
клеточных процессов анализировали с использова-
нием такой концентрации цитостатиков в культу-
ральной среде, при которой к 72 ч инкубации жизне-
способность клеток MCF-7 снижалась на 40% (IC

40
). 

Из данных табл. 2 видно, что трансфекция клеток 
аналогами Alu-РНК и 7SL РНК усиливает цитоток-
сическое действие: цисплатина на ~25 и 20%; цикло-
гексимида на ~ 18 и 15%; интерферона α на ~18 и 27% 
соответственно (р < 0.05). Таким образом, для этого 
набора эффекторов трансфекция аналогами Alu- 
и 7SL РНК оказывала однонаправленное и сравнимое 
по величине действие на клетки MCF-7. 

В основе цитотоксического действия цисплатина 
лежит образование нерепарируемых сшивок ДНК, 
подавление репликации и митоза [28]. Аддитивность 
цисплатина и Alu-РНК или 7SL РНК (табл. 2) прямо 
указывает на то, что цитотоксическое действие этого 

цитостатика и Alu-РНК или 7SL РНК – независимые 
процессы, а эффекты этих РНК не связаны непосред-
ственно c репликацией ДНК и активацией процессов 
репарации в клетках MCF-7.

Действие интерферона α основано на рецептор-
опосредованной активации транскрипции генов, 
индуцируемых интерфероном, в том числе и гена 
протеинкиназы PKR. PKR, в свою очередь, активи-
руется при взаимодействии с двухцепочечной РНК 
или  с  РНК, содержащей протяженные шпильки, 
и ингибирует синтез белка в клетке путем фосфо-
рилирования фактора инициации трансляции eIF2 
[29]. Поэтому аддитивное действие аналогов Alu- 
или 7SL РНК и интерферона α, может быть объяс-
нено тем, что эти РНК, обладая развитой вторичной 
структурой (рис. 1), индуцируют PKR-зависимое 
подавление трансляции в клетках, обработанных 
интерфероном α. С другой стороны, активация PKR 
двухцепочечными РНК служит сигналом к индук-
ции каскадов врожденного иммунного ответа кле-
ток и, как следствие, интерфероногенным стимулом 
[29]. Поэтому PKR-зависимый механизм действия 
Alu- и  7SL РНК предусматривает многократное 
усиление действия интерферона α. В то же время 
и Alu-, и 7SL РНК вызывают аддитивное сниже-
ние MTT-индекса стимулированных интерфероном 
клеток, сравнимое со снижением жизнеспособности 
при сочетании Alu- или 7SL РНК с циклогексими-
дом или с действием самих РНК без интерферона 
α (табл. 1, 2). Кроме того, ранее в ряде работ было 
показано, что действие Alu-РНК на различные про-

Таблица 2. Влияние аналогов Alu-РНК и 7SL РНК на жизнеспособность клеток MCF-7 в присутствии цитостатиков

Эффектор (IC
40

*)
Alu(+)-РНК 7SL(+) РНК

MTT-индекс ± SD, %** p*** MTT-индекс ± SD, %** p***

Цисплатин (9.5 мкM) 25.7 ± 7.7 0.004 20.0 ± 3.5 0.001

Циклогексимид (0.56 мкM) 17.9 ± 6.7 0.010 14.9 ± 7.5 0.026

Интерферон α (400 МЕ/мл) 17.8 ± 7.6 0.022 26.5 ± 7.9 0.009

Метотрексат (33.3 мкM) 11.5 ± 10.2 0.171 26.5 ± 8.4 0.011

Монензин (2.5 пM) 3.8 ± 6.3 0.352 10.8 ± 5.1 0.021

Тамоксифен (450 мкM) –1.2 ± 12.7 0.897 –12.1 ± 12.6 0.244

Актиномицин D (5.6 нM) 21.5 ± 21.2 0.232 -57.7 ± 22.6 0.031

*Указаны экспериментально подобранные концентрации эффекторов, при которых жизнеспособность клеток 
снижалась на 40% после инкубации в течение 72 ч (в присутствии липофектамина).
**Дополнительное снижение MTT-индекса к 72 ч после трансфекции клеток РНК. За 0% принимали жизнеспособ-
ность клеток, инкубированных в среде с липофектамином, с эффектором в указанной концентрации и без РНК.
***Значение p для t-критерия Стьюдента. 
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цессы в клетках млекопитающих не связано непо-
средственно ни с развитой вторичной структурой 
этих РНК, ни с активацией PKR [15, 21, 22]. Таким 
образом, PKR-зависимый механизм действия струк-
турированных РНК, а также интерфероногенная 
активность таких РНК только частично объясняет 
индукцию проапоптотических процессов Alu- и 7SL 
РНК в клетках MCF-7.

7SL РНК вызывала значимое снижение MTT-
индекса в сочетании c метотрексатом и монензи-
ном (p < 0.05), а изменение жизнеспособности кле-
ток при трансфекции Alu-РНК в сочетании c этими 
цитостатиками не  было статистически значимым 
(табл. 2). При этом снижение MTT-индекса 7SL РНК 
в присутствии метотрексата или монензина отлича-
лось от снижения, индуцируемого Alu-РНК в соче-
тании с этими цитостатиками (p < 0.05). Эти данные 
показывают, что  ингибитор дегидрофолатредук-
тазы – метотрексат, и ионофор – монензин, частич-
но подавляют цитотоксическое действие Alu-РНК, 
но не 7SL РНК. 

В препаратах клеток, инкубированных в среде 
с тамоксифеном, не наблюдалось дополнительного 
статистически значимого снижения жизнеспособ-
ности (p > 0.05) при трансфекции Alu-РНК или 7SL 
РНК (табл. 2). Поэтому можно заключить, что тамок-
сифен частично подавляет цитотоксическое действие 
и Alu-РНК, и 7SL РНК на клетки MCF-7. 

Известно, что тамоксифен ингибирует рецепторы 
эстрогена, а его действие на клетки MCF-7 обуслов-
лено изменением транскрипции эстрогензависимых 
генов. Тамоксифен также является эффективным мо-
дулятором действия интерферонов. Совместное дей-
ствие интерферона и тамоксифена синергически сни-
жает жизнеспособность клеток MCF-7 и индуцирует 
их массовую гибель как в культуре, так и в модели 
ксенографтов [30, 31]. Поэтому частичное подавле-
ние тамоксифеном цитотоксического действия анало-
гов Alu- и 7SL РНК на клетки MCF-7 подтверждает 
предположение о том, что влияние этих РНК на жиз-
неспособность клеток не связано с потенциальными 
интерфероногенными свойствами этих структури-
рованных РНК.

Актиномицин D, ДНК-интеркалятор и ингибитор 
транскрипции и репликации, полностью подавлял 
цитотоксическое действие аналога 7SL РНК, а Alu-
РНК в сочетании с этим цитостатиком не вызывала 
дополнительного значимого снижения жизнеспо-
собности (табл. 2). Принимая во внимание, что ин-
гибирование репликации цисплатином не снижало 
действия Alu- и 7SL РНК, можно заключить, что ча-
стичная, в  случае с  Alu-РНК, и  полная, в  случае 
с 7SL РНК, отмена их цитотоксического действия 
актиномицином D обусловлена влиянием этих РНК 

на транскрипцию в клетках человека. Данные о ком-
пенсации цитотоксического эффекта Alu- и 7SL РНК 
модулятором транскрипции тамоксифеном (табл. 2) 
подтверждают вывод о том, что ключевым элементом 
механизма действия и Alu-РНК, и ее ближайшего го-
молога 7SL РНК на жизнеспособность клеток MCF-7 
является модуляция транскрипции ядерной ДНК.

Анализ изменения экспрессии генов в клетках 
MCF-7 под действием аналогов Alu- и 7SL РНК
Гены, экспрессия которых изменяется под действием 
аналогов Alu- и 7SL РНК, мы выявляли с помощью 
полнотранскриптомного анализа РНК клеток MCF-7 
на микрочипах Illumina HT-12. В качестве контроля 
использовали клетки, инкубированные в среде с ли-
пофектамином без РНК.

Установлено, что трансфекция Alu-РНК в клетки 
MCF-7 приводит к повышению экспрессии 68 транс-
криптов в 3 раза и более и к понижению экспрессии 
87 транскриптов. Трансфекция клеток 7SL РНК по-
вышала в 3 раза и более уровень 45 генов и понижа-
ла уровень 74 генов. В группах транскриптов с по-
вышенной экспрессией выявлено 13 транскриптов, 
общих для Alu- и 7SL РНК, и 25 общих транскрип-
тов обнаружено в группах с пониженной экспрес-
сией. Эти данные показывают, что Alu-РНК и 7SL 
РНК вызывают изменения различающихся наборов 
транскриптов и позволяют предположить, что раз-
личаются также специфичность влияния, а возмож-
но, и механизмы индукции проапоптотических про-
цессов в клетках человека. Однако детальный анализ 
изменения экспрессии про- и антиапоптотических 
факторов позволил выявить ряд ключевых процес-
сов, общих для клеток, трансфицированных как Alu-
РНК, так и 7SL РНК.

Из данных, представленных в табл. 3 и 4, видно, 
что в списке транскриптов, экспрессия которых по-
вышается в наибольшей степени, практически отсут-
ствуют продукты интерферон-индуцируемых генов, 
таких, как OAS, ISG, IFIT или STAT1 [32]. Кроме того, 
анализ GO-аннотаций в группе из 68 транскриптов, 
индуцируемых Alu-РНК, и в группе 45 транскриптов, 
индуцируемых 7SL РНК, не выявил статистически 
значимого (p < 10-4) повышения вклада групп генов 
интерферонового ответа и генов врожденного иммун-
ного ответа (данные не приведены). Эти результаты 
еще раз подтверждают вывод о том, что индукцию 
проапоптотических процессов в клетках человека 
аналогами Alu-РНК и 7SL РНК нельзя объяснить ак-
тивацией PKR, взаимодействием c TLR-рецепторами 
или другим механизмом, связанным с интерфероно-
генным действием этих РНК. 

Среди генов, экспрессия которых повышается 
под действием и Alu-РНК, и 7SL РНК (табл. 3, 4), 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 5  № 4 (19)  2013 | Acta naturae | 99

Таблица 3. Транскрипты клеток MCF-7, уровень которых изменяется под действием аналога Alu-РНК

Транскрипт* Идентификатор
Относительное 

изменение 
экспрессии**

Краткое описание

Повышение экспрессии

NUPR1 NM_001042483 5.3 Nuclear protein, transcriptional regulator

PER3 NM_016831 5.1 Period homolog 3 (Drosophila) 

TXNIP NM_006472 4.7 Thioredoxin interacting protein 

ASNS NM_133436 4.5 Asparagine synthetase, transcript variant 1

ZNF773 NM_198542 4.3 Zinc finger protein 773 

FAM119A NM_001127395 4.1 Family with sequence similarity 119, member 

ZNF750 NM_024702 4.1 Zinc finger protein 750

PRRT2 NM_145239 4.0 Proline-rich transmembrane protein 2

KCNE4 NM_080671 3.9 Potassium voltage-gated channel

C6ORF48 NM_001040437 3.9 Chromosome 6 open reading frame 48

AUH NM_001698 3.8 AU RNA binding protein

DDIT3 NM_004083 3.8 DNA-damage-inducible transcript 3

KRT81 NM_002281 3.7 Keratin 81

RNASE4 NM_194430 3.6 Ribonuclease, RNase A family 4

FBXO15 NM_152676 3.6 F-box protein 15 

FLJ45244*** NM_207443 3.6 DICER1 antisense RNA 1 non-coding RNA

MTHFD2 NM_001040409 3.5 Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase

Понижение экспрессии

FOXRED2 NM_024955 0.15 FAD-dependent oxidoreductase domain containing 2

PPRC1 NM_015062 0.19 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator-related 1

CHP NM_007236 0.21 Calcium binding protein P22

PHLDA2 NM_003311 0.21 Pleckstrin homology-like domain, family A, member 2 

TMEM158 NM_015444 0.21 Transmembrane protein 158 

ATN1 NM_001007026 0.22 Atrophin 1 (ATN1)

DLK2 NM_206539 0.23 Delta-like 2 homolog (Drosophila) 

HPS1 NM_182639 0.23 Hermansky-Pudlak syndrome 1

TMEM214 NM_017727 0.23 Transmembrane protein 214

MED24 NM_014815 0.24 Mediator complex subunit 24 

PLEC1 NM_000445 0.24 Plectin 1, intermediate filament binding protein 500 kDa 

ZYX NM_003461 0.24 Zyxin 

ACD NM_022914 0.25 Adrenocortical dysplasia homolog (mouse) 

PCDH7 NM_002589 0.25 Protocadherin 7 (PCDH7)

RDH10 NM_172037 0.25 Retinol dehydrogenase 10 (all-trans)

GPX2 NM_002083 0.26 Glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal) 

*Приведены транскрипты, аннотированные в базе данных RefSeq (accessions NM, NR). Серым выделены транс-
крипты, экспрессия которых изменилась под действием и Alu-РНК, и 7SL РНК.
**Изменение количества транскрипта в клетках, обработанных Alu-РНК, относительно контрольных клеток, об-
работанных липофектамином.
***Последовательность зонда HT-12 Illumina для гена FLJ45244 совпадает с последовательностью DICER-AS1 
(NR_015415).
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Таблица 4. Транскрипты клеток MCF-7, уровень которых изменяется под действием аналога 7SL РНК

Транскрипт* Идентификатор
Относительное 

изменение 
экспрессии**

Краткое описание

Повышение экспрессии

NUPR1 NM_001042483 4.5 Nuclear protein, transcriptional regulator

TXNIP NM_006472 4.3 Thioredoxin interacting protein

PRRT2 NM_145239 4.3 Proline-rich transmembrane protein 2

PSPH NM_004577 4.2 Phosphoserine phosphatase

ASNS NM_133436 3.8 Asparagine synthetase, transcript variant 1

KY NM_178554 3.8 Kyphoscoliosis peptidase

FABP6 NM_001445 3.7 Fatty acid binding protein 6, ileal

DDIT3 NM_004083 3.6 DNA-damage-inducible transcript 3

CTSK NM_000396 3.6 Cathepsin K

KRT81 NM_002281 3.6 Keratin 81

PFAAP5 NM_014887 3.4 Phosphonoformate immuno-associated protein 5

NT5E NM_002526 3.4 5'-Nucleotidase, ecto (CD73)

ARL3 NM_004311 3.4 ADP-ribosylation factor-like 3

ULBP1 NM_025218 3.4 UL16 binding protein 1

BACE2 NM_138992 3.4 Beta-site APP-cleaving enzyme 2

RNASE4 NM_194431 3.3 Ribonuclease, RNase A family 4

Понижение экспрессии

FOXRED2 NM_024955 0.16 FAD-dependent oxidoreductase domain containing 2

GPX2 NM_002083 0.16 Glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal)

TUBB2A NM_001069 0.17 Tubulin, beta 2A

PLEC1 NM_000445 0.19 Plectin 1, intermediate filament binding protein

ZC3HAV1 NM_024625 0.20 Zinc finger CCCH-type, antiviral 1

SLC35C1 NM_018389 0.21 Solute carrier family 35, member C1

NCOR2 NM_001077261 0.21 Nuclear receptor co-repressor 2

PIGW NM_178517 0.22 Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class W

MUC1 NM_001044391 0.22 Mucin 1, cell surface associated

OPA3 NM_025136 0.23 Optic atrophy 3 (autosomal recessive, with chorea and spastic paraplegia)

PDPK1 NM_002613 0.23 3-Phosphoinositide dependent protein kinase-1

SLC29A3 NM_018344 0.23 Solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 3

HCFC1 NM_005334 0.24 Host cell factor C1 (VP16-accessory protein)

FAHD1 NM_001018104 0.24 Fumarylacetoacetate hydrolase domain containing 1 (FAHD1)

PARP12 NM_022750 0.24 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 12

LRRC14 NM_014665 0.25 Leucine rich repeat containing 14

*Приведены транскрипты, аннотированные в базе данных RefSeq (accessions NM, NR). Серым выделены транс-
крипты, экспрессия которых изменилась под действием и Alu-РНК, и 7SL РНК.
**Изменение количества транскрипта в клетках, обработанных Alu-РНК, относительно контрольных клеток, об-
работанных липофектамином.
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выделяется NUPR1. Известно, что экспрессия гена 
транскрипционного регулятора NUPR1 (кодирует 
белок p8) усиливается в ответ на различные стрес-
совые воздействия и вызывает устойчивость клеток 
к химиотерапевтическим средствам, а снижение экс-
прессии NUPR1 сопровождается подавлением роста 
раковых клеток in vitro и in vivo [33, 34]. Однако по-
вышение уровня мРНК NUPR1 сопровождает и апоп-
тотические изменения раковых клеток [35]. 

Продукт гена DDIT3 – фактор транскрипции 
CHOP – ключевой медиатор клеточной гибели в от-
вет на стресс эндоплазматического ретикулума. По-
вышение экспрессии этого гена или микроинъекции 
белка CHOP вызывают диссипацию трансмембран-
ного потенциала митохондрий (δΨ), генерацию ак-
тивных форм кислорода и апоптотическую гибель 
клетки (детально рассмотрено в обзоре [36]). Поэто-
му наблюдаемое повышение экспрессии гена DDIT3 
в клетках MCF-7 под действием аналогов Alu- и 7SL 
РНК (табл. 3, 4) является существенным проапопто-
тическим стимулом. Повышение экспрессии DDIT3 
(CHOP) и индукция апоптоза в ответ на стресс эндо-
плазматического ретикулума могут вызываться не-
посредственно активацией гена NUPR1 (p8), как по-
казано в  случае индуцируемого канабиноидами 
апоптоза клеток астроцитомы U87MG [35]. 

Необходимо отметить, что  повышение уров-
ня мРНК DDIT3, а также мРНК PSPH и MTHFD2 
в клетках MCF-7 под действием Alu-РНК или 7SL 
РНК (табл. 3, 4) подтверждено при выборочной про-
верке результатов полнотранскриптомного анализа 
независимым методом ОТ-ПЦР (данные не иллю-
стрированы).

Экспрессия гена FOXRED2 понижается под дей-
ствием и Alu-, и 7SL РНК (табл. 3, 4). Продукт гена 
FOXRED2, флавопротеин ERFAD, участвует в пере-
мещении белков из эндоплазматического ретикулума 
в цитоплазму. Снижение экспрессии этого гена связы-
вают с активацией протеотоксического стресса эндо-
плазматического ретикулума [37]. Еще один признак 
активации ответа на стресс эндоплазматического ре-
тикулума – повышение экспрессии гена аспарагинсин-
тетазы ASNS, транскрипция которого активируется 
CCAAT/энхансерсвязывающим белком CHOP [38].

Таким образом, снижение экспрессии FOXRED2, 
наблюдаемое одновременно с повышением уровня 
NUPR1 (p8), DDIT3 (CHOP) и ASNS, позволяет за-
ключить, что индукция проапоптотических процес-
сов в клетках MCF-7 под действием Alu- и 7SL РНК 
связана с модуляцией транскрипции ключевых кле-
точных факторов ответа на стресс эндоплазматиче-
ского ретикулума.

Недавно был предложен новый механизм разви-
тия географической атрофии сетчатки, основанный 

на снижении экспрессии DICER1 в клетках эпителия, 
который приводит к усилению экспрессии Alu-РНК 
[21]. Субретинальная трансфекция клеток конструк-
цией, кодирующей 7SL РНК, а также аналогом 7SL 
РНК не приводила к дегенерации пигментного эпите-
лия сетчатки мыши, в отличие от трансфекции Alu-
РНК [21, 22]. Высказано предположение, что цитоток-
сическое действие Alu-РНК на клетки пигментного 
эпителия сетчатки связано с неустановленными свой-
ствами Alu-РНК, а механизм действия – с генерацией 
активных форм кислорода митохондриями [22].

Полученные нами данные показывают, что и Alu-, 
и 7SL РНК вызывают сравнимые изменения транс-
мембранного потенциала митохондрий клеток MCF-7 
(табл. 1). Следовательно, по крайней мере в клет-
ках MCF-7, и Alu-, и 7SL РНК индуцируют близ-
кие по глубине изменения мембраны митохондрий. 
При анализе влияния Alu- и 7SL РНК в сочетании 

Рис. 2. Схема предполагаемого механизма индукции 
проапоптотических процессов в клетках MCF-7, транс-
фицированных аналогами Alu- и 7SL РНК. Трансфекция 
клеток аналогами Alu- и 7SL РНК сопровождается уве-
личением экспрессии гена регулятора транскрипции 
NUPR1 (p8), который активирует транскрипцию DDIT3 
(CHOP) [35]. Увеличение экспрессии фактора транс-
крипции DDIT3 вызывает апоптотические изменения 
внешней мембраны митохондрий по механизму, вклю-
чающему понижение транскрипции BCL-2 и активацию 
транскрипции BIM. Апоптоз, индуцируемый CHOP 
(DDIT3), сопровождается генерацией активных форм 
кислорода (АФК) [36]. Увеличение экспрессии DDIT3 
может происходить в ответ на стресс эндоплазмати-
ческого ретикулума, вызванного взаимодействием 
аналогов Alu- и 7SL РНК с белками SRP, – нарушением 
транспорта белков через мембрану ЭР. Стресс эндо-
плазматического ретикулума сопровождается повы-
шением экспрессии гена аспарагинсинтетазы (ASNS), 
транскрипция которого активируется CHOP [38]

Alu-РНК 7SL РНК

SRP

ЭР

Протеотоксический 
стресс

Митохондрия

Апоптоз

АФК

NUPR1 DDIT3 ASNS

BCL-2
BIM
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с актиномицином D и тамоксифеном на жизнеспо-
собность клеток MCF-7 установлено, что цитотокси-
ческое действие этих РНК обусловлено модуляцией 
транскрипции. Данные об изменении экспрессии ге-
нов (табл. 3, 4) показывают, что трансфекция клеток 
аналогами Alu-РНК или 7SL РНК сопровождается 
не только неспецифическим ответом на экзогенную 
РНК – увеличением уровня мРНК рибонуклеазы 
RNASE4 и 5'-эктонуклеотидазы NT5E, но и появле-
нием проапоптотических стимулов: NUPR1, DDIT3, 
FOXRED2. При этом экспрессия гена NUPR1 инду-
цируется в  ответ на  широкий спектр стрессовых 
воздействий, а DDIT3 и FOXRED2 специфически 
связаны с ответом на стресс эндоплазматическо-
го ретикулума. Продукт гена DDIT3 – белок CHOP, 
является ключевым индуктором апоптоза в ответ 
на протеотоксический стресс ЭР. Полученные нами 
данные позволяют предложить механизм проапопто-
тического действия Alu- и 7SL РНК, который вклю-
чает в себя активацию транскрипции NUPR1 (p8) 
и проапоптотического гена DDIT3, продукт которого 
CHOP индуцирует апоптоз по митохондриальному 
пути в субпопуляции клеток MCF-7 (рис. 2). 

Поскольку 7SL РНК является компонентом сиг-
налраспознающей частицы, а  Alu-РНК способна 
взаимодействовать с белками SRP9/14, можно пред-
положить, что активация аналогами Alu- и 7SL РНК 
ответа на стресс эндоплазматического ретикулума 
обусловлена нарушением функционирования именно 
этого компонента трансляционного аппарата клеток 
человека.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ранее было установлено, что увеличение экспрессии 
Alu-РНК в клетках человека вызывает подавление 
репликации ДНК, ингибирует трансляцию и оказы-
вает антипролиферативное действие. Полученные 
нами данные указывают на то, что ключевой процесс, 
опосредующий снижение жизнеспособности клеток 
аденокарциномы человека MCF-7 под  действием 
аналогов как Alu-РНК, так и 7SL РНК, – транскрип-
ция ядерной ДНК. При этом не происходит актива-
ции экспрессии интерферон-индуцибельных генов. 
В то же время трансфекция клеток MCF-7 Alu-РНК 
или 7SL РНК сопровождается изменением экспрес-
сии ряда генов, в том числе NUPR1, DDIT3, FOXRED2 
и ASNS. Известно, что изменение транскрипции этих 
генов ассоциировано с комплексным ответом клетки 
на стресс ЭР, который способен индуцировать обра-
зование активных форм кислорода и гибель клетки 
по митохондриальному пути апоптоза. Предположи-
тельно активация ответа на стресс ЭР под действи-
ем аналогов Alu- и 7SL РНК связана с нарушением 
функционирования в клетках SRP.

В целом полученные нами результаты, а также 
опубликованные данные показывают, что Alu-РНК 
является не только маркером, но и медиатором сиг-
налов клеточного стресса. 

Работа поддержана РФФИ (грант № 13-04-01058), 
междисциплинарным интеграционным проектом 

Президиума СО РАН № 84 (2012–2014 гг.).
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РЕФЕРАТ Рассеянный склероз (РС) – хроническое воспалительное демиелинизирующее заболевание цен-
тральной нервной системы, поражающее в основном людей молодого и среднего возраста. На сегодняшний 
день можно с уверенностью сказать, что без активации B-клеточного ответа развитие данной патологии 
невозможно. Хотя точный механизм, лежащий в основе этиологии РС, неизвестен, многие ученые полагают, 
что при определенном сочетании генетических и экологических факторов индуктором заболевания может 
служить вирусная или бактериальная инфекция. В данной работе мы поставили своей задачей с помощью 
сочетания методов широкомасштабного секвенирования и функционального отбора охарактеризовать 
поли- и кроссреактивные антитела, способные одновременно узнавать вирусные белки и аутоантигены, 
инициируя таким образом развитие болезни путем механизма молекулярной мимикрии. Мы обнаружили, 
что кроссреактивное узнавание двух антигенов, вероятно, обусловлено сочетанием индивидуального узна-
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вания легкой и тяжелой цепью своего конкретного антигена. Выявленная высокая структурная гомология 
исследованных аутоантител с различными противовирусными антителами позволила нам предположить, 
что в индукции РС главенствующая роль может принадлежать целому ряду патогенов, а не какому-то 
определенному вирусу. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА аутореактивные B-клетки, вирусные триггеры, кроссреактивность, основной белок мие-
лина, рассеянный склероз, широкомасштабное секвенирование.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВЭБ – вирус Эпштейна–Барр; ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; ИФА – иммуно-
ферментный анализ; МОГ – миелин-олигодендроцитарный гликопротеин; ОБМ – основной белок миелина; 
LMP-1 (latent membrane protein 1) – латентный мембранный белок 1 вируса Эпштейна–Барр; РС – рассеян-
ный склероз; ЦНС – центральная нервная система; ЦСЖ – цереброспинальная жидкость.

обнаружены и  новые гаплотипы (HLA-DRB1*03, 
HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*10, HLA-DRB1*11, 
HLA-DRB1*14 и  HLA-DRB1*08), коррелирующие 
с патологией как отрицательно, так и положитель-
но, но при этом сила эффекта варьировала от случая 
к случаю [7–10]. Тем не менее однозначно установле-
но увеличение риска развития РС у родственников 
больного [11–14], при этом у ближайших родствен-
ников риск повышен примерно в 10–25 раз по срав-
нению с обычной популяционной выборкой. Также 
выявлена и связь гена CD40 (rs6074022) с РС [15]. 
Доказательством генетической предрасположен-
ности может служить и значительная генетическая 
детерминированность индивидуального ответа боль-
ных на лечение многими препаратами. Например, 
фармакогеномные исследования РС обнаружили 
значимую роль ряда полиморфных вариантов генов 
(CCR5, DRB1, IFNG, TGFB1, IFNAR1, IL7RA, а так-
же, возможно, TNF и CTLA4) в формировании ответа 
на прием копаксона [16]. Эпидемиологические иссле-
дования, в свою очередь, выявили несколько факто-
ров риска РС, включая бактериальные и вирусные 
инфекции, климатические условия и курение.

Хотя исходная причина, вызывающая РС, оста-
ется неизвестной, при  этом заболевании всегда 
происходят сходные процессы, такие, как  акти-
вация и увеличение количества иммунных клеток 
в ЦНС, что в дальнейшем приводит к демиелини-
зации, аксональному/нейрональному повреж-
дению и  гибели олигодендроцитов – знаковым 
симптомам РС [17]. Если на начальных этапах из-
учения РС основную роль в развитии заболевания 
отводили Т-лимфоцитам, то сейчас можно уверен-
но сказать, что для развития патологии необходи-
ма активация B-клеток. B-лимфоциты не только 
продуцируют патогенные аутоантитела, но и явля-
ются активными антигенпрезентирующими (АПК) 
и цитокинпродуцирующими клетками [18]. Список 
потенциальных аутоантигенов при РС постоянно 
расширяется и включает в себя различные белки, 
ассоциированные с мембраной олигодендроцитов. 
Среди них особо выделяют основной белок миели-

ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС) – хроническое воспали-
тельное демиелинизирующее заболевание цен-
тральной нервной системы, поражающее с часто-
той 3 : 10000 в основном людей молодого и среднего 
возраста. В мире насчитывается более 2.5 млн боль-
ных РС [1]. Таким образом, РС является наиболее 
распространенной демиелинизирующей нейрово-
спалительной патологией, при которой по пока не-
понятным причинам иммунная система организма 
начинает разрушать собственные миелиновые обо-
лочки аксонов [2]. Социальный и экономический фак-
торы имеют огромное значение при этом заболева-
нии вследствие тяжелых симптомов, включающих 
неврит зрительного нерва, потерю контроля функций 
кишечника и мочевого пузыря, тяжелые параличи, 
а также большую длительность хронического перио-
да. В 80% случаев развитие заболевания начинается 
с рецидивно-ремиттирующего течения, которое со 
временем переходит во вторично-прогрессирующее. 
Значительно реже, в 20% случаев, РС сразу же при-
нимает первично-прогрессирующую форму [3]. 

Несмотря на огромное количество работ, посвя-
щенных изучению этиологии РС, точная причина 
развития или потенциальный патоген, способный 
индуцировать заболевание, остаются неизвестными. 
Считается, что для развития РС необходимо нали-
чие предрасположенности, т.е. лишь при определен-
ном сочетании генетических и экзогенных факторов 
возможна хроническая активация иммунных кле-
ток, приводящая к нейрональным повреждениям. 
Генетический скрининг выявил несколько генов-
кандидатов, среди которых наиболее значимым счи-
тается локус HLA (human leukocyte antigen) как ре-
гион, в наибольшей степени ассоциированный с РС. 
К сожалению, и здесь не удалось выявить однознач-
ных корреляций, так, например, в Северной Европе 
исторически выявлена связь развития заболевания 
с HLA-DR2 или HLA-DRB1*15 [4, 5], а в другой ча-
сти Европы (например, Сардиния) наибольшую ассо-
циацию проявили HLA-DRB1*0301, HLA-DRB1*0405 
и  HLA-DRB1*1303 [6]. Согласно другим данным, 
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на (ОБМ), протеолипидный белок (PLP1) и миелин-
олигодендроцитарный гликопротеин (МОГ). Причем 
в сыворотке больных РС, а также мышей линии SJL 
с экспериментальным аутоиммунным энцефаломие-
литом – моделью РС, обнаружены даже каталити-
ческие антитела к ОБМ, которые не только связы-
вают, но и гидролизуют его [19–21].

Таким образом, выявление чужеродного, к приме-
ру вирусного, антигена, способного индуцировать вы-
работку аутоантител к компонентам миелиновой обо-
лочки, и анализ структуры этих антител могут быть 
весьма перспективными для понимания механизмов 
развития заболевания, разработки новых подходов 
к терапии и диагностике РС.

На сегодняшний день не существует медицинско-
го протокола, позволяющего полностью вылечить 
больного РС. Наиболее часто при РС применяют бе-
таферон, понижающий уровень воспаления в ЦНС 
[22], и копаксон, также уменьшающий частоту обо-
стрений [23]. Создаются вакцины, направленные 
на элиминацию аутореактивных B-клеток, среди 
которых наиболее известен уже зарегистрирован-
ный препарат – ритуксимаб – моноклональное ан-
титело, неселективно уничтожающее все B-клетки. 
Существуют также экспериментальные проекты, 
направленные на специфическую элиминацию [24] 
или супрессию [25] именно аутореактивных пато-
генных B-клеток. 

В нашей лаборатории ранее была сконструиро-
вана фаг-дисплейная библиотека одноцепочечных 
антител на основе генетического материала больных 
РС [26]. Был отобран и охарактеризован ряд моно-
клональных антител, связывающих ОБМ. Для одного 
из этих антител показана in vitro кроссреактивность 
между ОБМ и белком LMP-1 (latent membrane pro-
tein 1) вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ). В последнее 
время появился целый ряд работ о возможной ви-
русной индукции заболевания путем молекулярной 
мимикрии [27–29], поэтому полученные результаты 
стали дополнительным доказательством триггерной 
роли ВЭБ. В представленной работе мы решили про-
яснить, насколько уникальным является образова-
ние кроссреактивных аутоантител к ОБМ и LMP-1. 
Для этого мы целенаправленно получили кроссреак-
тивные клоны путем последовательного обогащения 
библиотеки на два этих антигена. Проанализировав 
их структуры и принадлежность к зародышевым 
семействам, выявили высокое разнообразие подоб-
ных кроссреактивных клонов, которые потенциаль-
но способны индуцировать РС. Интересно отметить, 
что большая часть полученных антител обладает 
высокой гомологией с антителами к белкам других 
патогенов, что можно рассматривать как расширение 
списка потенциальных триггеров РС.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы 
Использовали агар, триптон, дрожжевой экстракт 
(Difco, Великобритания); одно- и двузамещенный 
фосфат натрия, хлорид натрия, бычий сывороточ-
ный альбумин, фракция V (БСА), бромистый эти-
дий, β-меркаптоэтанол (Sigma, США); акриламид, 
N',N'-метиленбисакриламид, додецилсульфат на-
трия (ДСН), мочевину, нитроцеллюлозную мембра-
ну Hybond C extra (Amersham, США); поверхностно 
активное вещество NP40; глицин, изопропил-β-D-
тиогалактопиранозид (IPTG) (Fermentas, Литва); рас-
твор ТМВ (тетраметилбензидин) (ЗАО «НВО Имму-
нотех», Россия), остальные реактивы отечественного 
производства марки «ос. ч.».

Ферменты
Термостабильная ДНК-зависимая ДНК-полимераза, 
щелочная фосфатаза, Rapid DNA Ligation kit (Fer-
mentas, Литва), эндонуклеазы рестрикции и  со-
ответствующие стандартные буферные растворы 
(Fermentas, Литва); дезоксирибонуклеаза I (Biozyme 
Laboratories Ltd., США); трипсин, лизоцим (Merck, 
Германия); маркеры размера фрагментов ДНК и мо-
лекулярной массы: GeneRulerТM 50 bp DNA Ladder; 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder, Protein Molecular 
Weight Marker 14.4–116.0 кДа, Prestained Protein 
Molecular Weight Marker 19.0–118.0 кДа (Fermen-
tas, Литва); низкомолекулярный маркер 2.5–16.9 кДа 
(Amersham, США).

Антитела
Антитела к c-myc-эпитопу, продуцируемые гибридо-
мой C-MYC; антитела к 3-flag-эпитопу, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (Sigma, США); антите-
ла к белку M13 фаговой оболочки, конъюгированные 
и  неконъюгированные с  пероксидазой хрена (GE 
Heаlthcare, США).

Экспрессия белка и его очистка
Препараты очищенного бычьего ОБМ и рекомбинант-
ного человеческого МОГ (30–147 аминокислотных 
остатков) были приготовлены согласно ранее опу-
бликованной методике [21]. Рекомбинантный LMP-1 
экспрессировали в эукариотических клетках линии 
HEK293. Клетки HEK293 были трансфицированы 
плазмидой pBudCE1.4/EF/LMP1-FLAG-His-Strep 
с использованием унифектина-56. Клетки лизиро-
вали в буфере RIPA с добавлением 1 М мочевины 
и коктейля ингибиторов (Roche, Германия) в течение 
ночи при постоянном перемешивании при 4°C. LMP-1 
очистили из лизата с использованием агарозы anti-
FLAG согласно методике. N- и C-концевые домены 
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LMP-1 очищали методом аффинной хроматографии 
на смоле Talon (Clontech, США), а затем с помощью 
MonoQ-сефарозы (Amersham).

Обогащение библиотеки
Фаг-дисплейная библиотека одноцепочечных ан-
тител, полученная из  лимфоцитов перифериче-
ской крови больных РС, описана ранее [26]. Обо-
гащение проводили согласно методике (Tomlison 
protocol; Source BioScience, http://www.lifesciences.
sourcebioscience.com) с небольшими модификация-
ми. На иммунотюбы (Immuno Tubes maxisorp, Nunc, 
Германия) сорбировали 10 мкг/мл антигена (ОБМ, 
МОГ, LMP-1) в карбонатном буфере (pH 9.2). Прово-
дили два раунда обогащения на каждый антиген. Два 
дополнительных раунда с использованием ОБМ в ка-
честве антигена были проведены в случае двойного 
обогащения на LMP-1/ОБМ.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Антиген, разведенный в 0.1 М карбонатном буфере 
до концентрации 5 мкг/мл, сорбировали на поли-
стироловых планшетах (MaxiSorp, Дания) в течение 
ночи при 4°С. На следующий день после удаления 
антигена лунки промывали 3 раза буфером ФСБ 
с 0.1% Tween 20. Участки неспецифического связы-
вания блокировали 3% раствором БСА в ФСБ, pH 7.2 
(37°С, 1 ч). После этого лунки снова промывали триж-
ды буфером ФСБ с 0.1% Tween 20, а затем инкуби-
ровали в течение 1 ч при 37°С с реагентами второго 
слоя в буфере ФСБ с 0.1% Tween 20. После каждой 
инкубации проводили отмывку трижды буфером 
ФСБ с 0.1% Tween 20. Антитела последнего слоя были 
конъюгированы с пероксидазой хрена. Проявление 
проводили фирменным реагентом TMB (ЗАО «НВО 
Иммунотех»), реакцию останавливали 10% H3

PO
4
. 

Оптическую плотность (OD
450

) измеряли с помощью 
прибора Varioscan Flash microplate reader (Thermo 
Scientific, США).

Широкомасштабное секвенирование генов 
вариабельных участков VH/VL из фаг-дисплейных 
библиотек
Начальная фаг-дисплейная библиотека РС и  че-
тыре подбиблиотеки, обогащенные на разные ан-
тигены (ОБМ, МОГ, LMP-1, двойное обогащение 
LMP-1/ОБМ), были амплифицированы в клетках 
TG-1 Escherichia coli. ПЦР проводили с использова-
нием Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Poly-
merase (Fermentas). Реакционная смесь содержала 
5 нг плазмиды ДНК в качестве матрицы и 10 пмоль 
фланкирующих праймеров. ПЦР-продукты были 
очищены с помощью набора GeneJET Gel Extraction 
Kit (Thermo Scientific, США) и лигированы с адап-

торами NEBNext Multiplex Oligos (New England Bio-
labs, Великобритания) с использованием NEBNext 
Ultra DNA Library Prep Kit for Illumina (New Eng-
land Biolabs). После приготовления образцов библио-
теки были проанализированы с помощью Qubit (In-
vitrogen) – количественно и 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies) – качественно. На основе обсчетов би-
блиотеки нормировали до концентрации 10 нM и сме-
шивали в эквимолярном соотношении. Амплифика-
цию образцов проводили в соответствии с протоколом 
(Illumina) с использованием MiSeq с Reagent Kit v2 
(2 × 250). Объединение и приведение в соответствие 
друг с другом связанных прочтений было сделано 
на базе GW CLC Bio. Характеристики антител опре-
деляли непосредственно после широкомасштабного 
секвенирования с использованием онлайн-ресурса 
IMGT/HighV-QUEST [30]. 

Параметры фильтров для анализа встречаемости 
гипервариабельных участков
Результаты выравнивания последовательностей, 
полученных методом широкомасштабного секве-
нирования, после анализа с  помощью программы 
IMGT/V-QUEST [31] были отфильтрованы по сле-
дующим критериям: поле «Functionality» выравни-
вания должно быть «productive» (последователь-
ность антитела должна быть оценена программой 
как продуктивная); идентичность аллелей V-гена 
и зародышевого сегмента из базы IMGT должна быть 
не меньше 70%; в расчет не брали последовательно-
сти легких цепей, идентифицированных программой 
IMGT/V-QUEST как тяжелые цепи.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе данной работы мы проанализировали пред-
ставленность и  структуру антител, отобранных 
на основные аутоантигены РС – ОБМ и МОГ, а так-
же на вирусный белок LMP-1, для которого ранее 
нами была показана потенциально возможная триг-
герная роль при РС [26]. С этой целью мы провели 
по два раунда обогащения на МОГ и LMP-1 (на ОБМ 
обогащение проведено ранее [26]), для поиска кросс
реактивных антител – последовательно два раунда 
биопэннинга на LMP-1, а затем два раунда на ОБМ. 
Все обогащения проводили под контролем поликло-
нального ИФА. После селекции проанализировали 
полученные одноцепочечные антитела в составе фа-
говых частиц методом моноклонального ИФА. Клон 
считали положительным, если его сигнал на связы-
вание с одним или двумя антигенами в ИФА превы-
шал минимум в 3 раза сигнал бактериофага M13K07, 
используемого в качестве отрицательного контроля 
(в титре 1013 фаговых частиц/лунку). Результаты 
ИФА для наиболее перспективных клонов, способ-
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ных связывать и ОБМ, и LMP-1, приведены на рис. 1. 
Способность данных фаговых клонов связывать оба 
антигена подтверждена путем проведения не менее 
трех независимых ИФА.

В  результате было отобрано несколько фаго-
вых клонов, несущих одноцепочечные антитела, 
которые наиболее эффективно связывали LMP-1 
или  LMP-1/ОБМ. В  таблице приведены данные 
по относительной силе связывания фаговых клонов 
с  исследуемыми антигенами, а  также аминокис-
лотные последовательности их гипервариабельных 
участков и принадлежность к зародышевым семей-
ствам. Сравнивая структуры полученных одноцепо-
чечных антител, можно отметить несколько инте-
ресных закономерностей: (1) множественный отбор 
отдельных легких цепей как на LMP-1, так и на два 
антигена; (2) встречаемость одинаковых легких це-
пей как в свободном виде, так и в составе одноцепо-
чечных антител – клоны с12 и b3 LL, g3 LL, d4 LL. 
Селекция определенных легких цепей как в свобод-
ном виде при отборе на LMP-1 (b3 LL, g3 LL, d4 LL), 
так и в составе одноцепочечных антител при получе-
нии кроссреактивных клонов (с12) может свидетель-
ствовать об их важной роли в связывании LMP-1, ко-
торый мы использовали в качестве первого антигена 
при двойном отборе. В то же время для дальнейше-
го связывания ОБМ, вероятно, необходима уже их 
комбинация с тяжелой цепью, т.е. в данном случае 
связывание с двумя антигенами и потенциальная 
кроссреактивность определяются узнаванием свое-

го антигена тяжелой и легкой цепью по отдельности. 
Интересно и то, что относительная сила связывания 
анти-LMP-1-антител со своим антигеном значи-
тельно превышает относительную силу связывания 
с обоими антигенами потенциально кроссреактивных 
анти-LMP-1/-анти-ОБМ-антител (таблица). Эти на-
блюдения могут отражать природную ситуацию, про-
исходящую при развитии РС, когда первично образо-
ванные антитела на какой-либо патоген (в частности, 
ВЭБ) в дальнейшем могут при попадании в ЦНС (при 
наличии поврежденного гематоэнцефалического 
барьера (ГЭБ)) взаимодействовать с ОБМ, вызывая 
деградацию миелиновой оболочки. По-видимому, 
способность таких антител к потенциальной поли-
реактивности, пусть и при слабом связывании, пред-
почтительней высокой специфичности с сильной аф-
финностью. 

Поиск гомологов отобранных моноклональных 
антител проводили по аминокислотным последова-
тельностям с помощью баз данных Protein Data Bank 
proteins (pdb), UniProtKB/Swiss-Prot (swissprot) 
и программы protein BLAST. На рис. 2 и 3 представ-
лены данные по  относительной гомологии между 
структурами полученных нами антител и иммуно-
глобулинами, специфичными к белкам различных 
вирусов и бактерий. Выявлен высокий уровень сход-
ства полученных антител с целым рядом патоген-
специфических антител (против вируса гриппа, 
вируса лихорадки Западного Нила, вируса бешен-
ства, ротавируса, пневмококка, стрептококка и др.) 

Рис. 1. Моноклональный 
фаговый ИФА связыва-
ния полученных антител 
с ОБМ (зеленые столб-
цы) и LMP-1 (фиолетовые 
столбцы). В качестве 
отрицательного контроля 
использовали бакте-
риофаг M13K07 (m13) 
и бактериофаг, экспони-
рующий на своей поверх-
ности одноцепочечное 
антитело, специфичное 
к тиреоглобулину (ТГ-АТ)
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как для тяжелой, так и для легкой цепей. Можно от-
метить высокий уровень структурного сходства полу-
ченных антител с антителами из ЦСЖ РС, анти-МОГ, 
анти-CD152 (антиген 4 цитотоксических лимфоци-
тов), антителами к белку Бенс-Джонса. Крайне инте-
ресны данные по близости структур тяжелых цепей 
кроссреактивных антител с3 и анти-LMP-1-антитела 
(gb|ABA55010.1 – гомология 91%), а также кроссреак-
тивного g10 и анти-LMP-1-антитела (gb|ABA55014.1 – 
гомология 86%), что косвенно подтверждает коррект-
ность отбора антител из фаговой библиотеки. Среди 
легких цепей высокая гомология антитела b7 и МОГ-
специфичного антитела (gb|AAY15116.1 – гомология 
90%) может свидетельствовать о полиреактивно-
сти отобранного антитела, а сходство a6 и антитела 
из ЦСЖ больного РС (gb|AAS21063.1 – гомология 
94%) может косвенно подтверждать аутоиммунную 

природу отобранного нами антитела. На наш взгляд, 
высокая провирусная гомология антител, способ-
ных связывать ОБМ, потенциально указывает на то, 
что первичной мишенью для этих антител могут слу-
жить многие вирусные белки. Таким образом, для за-
пуска РС и активации патогенных B-клеток, наряду 
с генетическими и экологическими факторами, не-
обходимо наличие не определенного экзогенного па-
тогена, а его способность, проникая в ЦНС, увлекать 
за собой клетки иммунной системы, что в итоге при-
водит к их «множественной и беспорядочной» акти-
вации. То есть антителосекретирующие клетки, ак-
тивированные еще на периферии в лимфатических 
узлах, мигрируют через поврежденный ГЭБ. Таким 
образом, первичные антитела к вирусным антиге-
нам начинают взаимодействовать с собственными 
кроссреактивными аутоантигенами в ЦНС, вызывая 

Рис. 2. Гомология 
тяжелых цепей 
отобранных анти-
тел с противови-
русными антите-
лами, известными 
из опубликованных 
данных (базы 
данных Protein Data 
Bank proteins (pdb), 
UniProtKB/Swiss-
Prot (swissprot). 
Жирным отмечены 
антитела, ото-
бранные в данной 
работе
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Рис. 3. Гомология лег-
ких цепей отобранных 
антител с противови-
русными антителами, 
известными из опу-
бликованных данных 
(базы данных Protein 
Data Bank proteins 
(pdb), UniProtKB/
Swiss-Prot (swissprot). 
Жирным шрифтом 
отмечены антитела, 
отобранные в данной 
работе
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[31], а затем результаты выравниваний были от-
фильтрованы для  избавления от  артефактов. 
В дальнейшем анализировали только отфильтро-
ванные результаты секвенирования. Сравнитель-
ному анализу подвергали представленность различ-
ных CDR3 в обогащенных библиотеках по сравнению 
с начальной библиотекой РС, считая мерой пред-
ставленности CDR3 общее число последователь-
ностей, несущих этот CDR3 (рис. 4, 5). На рис. 4, 
5 отображена и представленность CDR3-антител, 
полученных с помощью функционального отбора 
(таблица). Точки выброса, находящиеся выше ре-
грессионной линии, соответствуют положительному 
отбору на данный CDR3 (он значительно преоблада-
ет в этом отборе по сравнению с остальными CDR3), 
а точки выброса ниже этой линии – отрицательному 

локальные воспаления и в дальнейшем развитие за-
болевания. 

Для оценки результатов отбора антител на вы-
бранные антигены проведено широкомасштабное 
секвенирование обогащенных библиотек. С исполь-
зованием оборудования Illumina MiSeq определено 
около 100 000 последовательностей из каждой би-
блиотеки (по 50000 для тяжелых и легких цепей). 
Далее был проведен анализ отобранных антител 
по встречаемости CDR3 для тяжелых и легких це-
пей, а также определены относительные заряды 
наиболее эффективно отобранных CDR3. Для этого 
полученные в результате широкомасштабного сек-
венирования последовательности были выровнены 
с последовательностями антител из базы данных 
IMGT [32] с помощью программы IMGT/V-QUEST 

Рис. 4. Сравнение встречаемости CDR3 тяжелых цепей в обогащенных библиотеках по сравнению с исходной 
библиотекой РС. На представленных точечных диаграммах каждая точка обозначает CDR3 с определенной 
последовательностью; по оси X отложено количество прочтений для этого CDR3 в библиотеке РС, а по оси Y – 
в соответствующей обогащенной библиотеке. Для каждой пары РС-отбора проведен регрессионный анализ, 
отмечены точки выброса с помощью пакета 'car' языка R (помечены красным). Также на графиках отмечены 
экспериментально исследованные клоны, отобранные с помощью моноклонального фагового ИФА (зеленый 
цвет с указанием индивидуальной маркировки, приведенной в таблице). Указаны последовательности CDR3 наи-
более интересных клонов 
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отбору на них. Нас, в первую очередь, интересовали 
положительные выбросы, так как они были первы-
ми кандидатами на функционально значимые CDR3 
в каждом отборе. Как и ожидалось, среди распро-
страненных (по количеству встречаемости) CDR3 
преобладает большая часть клонов, выбранных по-
сле функционального отбора с помощью монокло-
нального фагового ИФА. Причем видно, что клоны 
h1 и e11 имеют CDR3 тяжелой цепи с повышенной 
полиреактивностью, так как частота его встречае-
мости увеличена во всех четырех обогащенных би-
блиотеках по сравнению с исходной. А CDR3 клона 
h11 амплифицировался в библиотеках ОБМ, LMP-1, 
LMP-1/ОБМ, что  может характеризовать его 
как часть кроссреактивного паратопа для двух об-
щих эпитопов именно у ОБМ и LMP-1. С другой сто-
роны, довольно интересной представляется ситуа-

ция, когда по анализу встречаемости H-CDR3 явный 
отбор по связыванию ОБМ и LMP-1 прошла после-
довательность ARGATSTRLLSRRGHAFDV, но ме-
тодом моноклонального фагового ИФА мы не полу-
чили ни одного антитела с таким CDR3. Возможным 
объяснением может служить ограниченное число 
клонов, анализируемое при фаговом ИФА. Подоб-
ная ситуация может возникнуть и в результате не-
высокой аффинности конкретного фагового клона 
к двум антигенам в формате моноклонального ИФА 
(низкий сигнал при ИФА), в результате чего данный 
клон не был выбран для дальнейшего анализа. Од-
нако в действительности он количественно прошел 
отбор на два антигена. В любом случае дальнейший 
анализ клонов с  подобными гипервариабельны-
ми участками может помочь прояснить проблему 
кроссреактивности. Среди легких цепей потенци-

Рис. 5. Сравнение встречаемости CDR3 легких цепей в обогащенных библиотеках по сравнению с исходной 
библиотекой РС. На представленных точечных диаграммах каждая точка обозначает CDR3 с определенной 
последовательностью; по оси X отложено количество прочтений для этого CDR3 в библиотеке РС, а по оси Y – 
в соответствующей обогащенной библиотеке. Для каждой пары РС-отбора проведен регрессионный анализ 
и отмечены точки выброса с помощью пакета 'car' языка R (помечены красным). На графиках отмечены экс-
периментально исследованные клоны, отобранные с помощью моноклонального фагового ИФА (зеленый цвет 
с указанием индивидуальной маркировки, приведенной в таблице). Указаны последовательности CDR3 наиболее 
интересных клонов
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Рис. 6. Распределение суммарного заряда CDR3 в библиотеках, обогащенных на разные антигены для тяжелых 
(А) и легких (Б) цепей

альной повышенной кроссреактивностью между 
ОБМ и МОГ обладал CDR3 клона e12. При этом он 
был эффективно отобран и в библиотеке LMP-1/
ОБМ после обогащения на ОБМ, хотя при обогаще-
нии на LMP-1 не наблюдалось эффективного отбора 
на данный CDR3.

Взаимодействие двух белков во многом обусловле-
но наличием заряда в области их соприкосновения. 
Так как у антитела наибольшую роль в формиро-
вании сайта связывания играет CDR3, мы решили 
оценить вклад электростатических взаимодействий 
данного региона в специфичность связывания при от-
боре на разные антигены, а также в отборе кросс
реактивных клонов. С этой целью мы определили 
частоту встречаемости CDR3 с разными зарядами 
для тяжелых и легких цепей (рис. 6), учитывая ко-
личество прочтений для каждой последовательно-
сти. Можно отметить, что в библиотеке, обогащенной 
на МОГ, практически на треть уменьшилось количе-
ство нейтрально заряженных CDR3 тяжелых цепей 
и в 7 раз увеличилось количество CDR3 с суммар-
ным высоким отрицательным зарядом (–4 и больше) 
во многом за счет сокращения положительного заря-
да (+1). В отборе на остальные антигены наблюдается 
смещение суммарного заряда в высокозаряженные 
области как  положительные (+4), так  и  отрица-
тельные (-4). Для легких цепей в основном наблю-
дается уменьшение количества нейтрально заря-

женных и увеличение слабоотрицательных CDR3 
(-1 – у ОБМ, МОГ, двойного обогащения LMP-1/ОБМ 
и -1-2 у LMP-1). Из этих данных можно сделать вы-
вод, что хотя изначально в библиотеке антител боль-
ных РС (РС на рис. 6), в некоторой степени отражаю-
щей распределение антител в организме больного, 
преобладают и иммуноглобулины с нейтральными 
CDR3, тенденцию к проявлению аутореактивности 
в основном имеют антитела с заряженными остат-
ками в антигенсвязывающих центрах. Причем у тя-
желых цепей по сравнению с легкими наблюдается 
большее смещение заряда в крайние области по мо-
дулю – как в положительную, так и в отрицательную 
стороны. Это может свидетельствовать о более ак-
тивном участии тяжелой цепи в формировании сайта 
связывания.

ВЫВОДЫ
В  настоящей работе получены панель антител 
к ряду аутоантигенов при РС, а также набор кросс
реактивных антител, связывающих как белок ви-
руса Эпштейна–Барр, так и структурный элемент 
миелиновой оболочки – ОБМ. Высокая гомология 
антител, полученных к выбранным аутоантигенам 
и патогенам вирусной и бактериальной природы, мо-
жет свидетельствовать об участии целого ряда виру-
сов в развитии РС. Полиреактивность аутоантител 
при РС может реализовываться за счет сочетания 
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двух цепей – тяжелой и легкой, каждая из которых 
в большей степени отвечает за связывание своего ан-
тигена. В случае последовательного отбора на LMP-1 
и ОБМ, проведенного в данной работе, за связывание 
с LMP-1, более вероятно, отвечает легкая цепь анти-
тела, тогда как комбинация с тяжелой цепью приво-
дит к формированию полноценного кроссреактивно-
го антитела, связывающего как LMP-1, так и ОБМ. 
Для аутоантител, специфичных к исследованным 
аутоантигенам РС – ОБМ, МОГ и потенциальному 
вирусному триггеру РС – LMP-1, характерно увели-
чение заряженных CDR3. 
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РЕФЕРАТ Большое число клинических и экспериментальных данных свидетельствуют о вовлечении в па-
тогенез депрессии нейротрофинов, в частности BDNF (brain-derived neurotrophic factor). Вместе с тем тера-
певтическое использование самого BDNF ограничивается его нестабильностью в биологических жидкостях, 
плохой способностью проникать через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), наличием побочных эффектов. 
В НИИ фармакологии им. В.В. Закусова РАМН на основе структуры четвертой петли BDNF сконструиро-
ван и синтезирован низкомолекулярный миметик ГСБ-106, представляющий собой замещенный димер-
ный дипептид, гексаметилендиамид бис(N-моносукцинил-L-серил-L-лизина). Установлено, что ГСБ-106 
при его внутрибрюшинном введении беспородным мышам и крысам оказывает антидепрессивное действие 
на различных моделях депрессивноподобного состояния. Эффект вещества выявляется при его ежедневном 
введении в течение 4–5 дней в тесте вынужденного плавания по Порсолту (0.1 и 1.0 мг/кг) и в тесте под-
вешивания мышей за хвост (1.0 и 1.5 мг/кг). В опытах на крысах в тесте вынужденного плавания в сосуде 
с вращающимися колесами по Номура эффект ГСБ-106 в дозе 0.1 и 0.5 мг/кг наблюдали при однократном 
применении. Полученные данные свидетельствуют в пользу гипотезы о вовлечении BDNF в патогенез 
различных форм депрессивных состояний, что открывает перспективу поиска новых оригинальных анти-
депрессантов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА BDNF, миметик, ГСБ-106, антидепрессивное действие, неизбегаемое плавание, подве-
шивание за хвост.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МАО – моноаминоксидаза; BDNF (brain-derived neurotrophic factor) – мозговой 
нейротрофический фактор; ГСБ-106 – гексаметилендиамид бис(N-моносукцинил-L-серил-L-лизина); TrkB 
(tropomyosin-related kinase B) – тирозинкиназный рецептор типа B; AKT (serine/threonine protein kinase) – 
серин/треониновая протеинкиназа; CREB (cAMP response element binding protein) – cAMP-зависимый 
транскрипционный фактор; ERK (extracellular signal-regulated kinase) – протеинкиназа, регулируемая 
внеклеточными сигналами.

ВВЕДЕНИЕ
По данным ВОЗ, депрессией страдают 4–5% насе-
ления земного шара, а к 2030 году депрессии могут 
выйти на первое место по распространенности сре-
ди других заболеваний [1, 2]. Уже в настоящее вре-
мя в экономически развитых странах эндогенными 
и  психогенными депрессивными расстройствами 
страдают около 20% психически больных [3]. 

На протяжении многих лет в качестве основного 
патофизиологического механизма развития депрес-
сивных расстройств рассматривается дезрегуляция 
основных моноаминергических систем головного моз-

га, включая серотонинергическую, норадренергиче-
скую, дофаминергическую. Применение практически 
всех используемых в настоящее время антидепрес-
сантов, являющихся либо ингибиторами моноами-
ноксидазы (МАО), либо ингибиторами обратного за-
хвата моноаминов, не всегда приводит к клинически 
требуемым результатам.

В последнее десятилетие накопилось много дан-
ных, свидетельствующих о важной роли изменений 
уровня нейротрофинов, особенно BDNF, в патогенезе 
депрессий [4–6]. Клинические исследования показы-
вают, что в крови больных с глубокой депрессией со-
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держание BDNF значительно снижено и восстанав-
ливается при приеме антидепрессантов [7, 8].

На моделях депрессии показано, что при централь-
ном введении BDNF проявляет выраженный анти-
депрессивный эффект [9, 10]. Об антидепрессивных 
свойствах BDNF свидетельствует также большая 
устойчивость к депрессии трансгенных мышей с по-
вышенным уровнем этого нейротрофина [11]. Кроме 
того, выявлена положительная обратная связь между 
BDNF и серотонином [12].

Терапевтическое использование самого BDNF 
ограничивается его нестабильностью в биологиче-
ских жидкостях, плохой способностью проникать че-
рез гематоэнцефалический барьер, возможностью 
иммунной реакции и побочными эффектами за счет 
его плейотропности.

В связи с этим перспективной представляется 
стратегия создания на основе низкомолекулярных 
миметиков BDNF новых веществ, которые обла-
дали  бы антидепрессивной активностью при  си-
стемном введении и не имели побочных эффектов 
полноразмерного нейротрофина. Описан ряд низ-
комолекулярных миметиков BDNF. Так, группа 
австралийских исследователей сконструировала 
димерные бициклические и трициклические пеп-
тиды на основе второй петли с агонистической ак-
тивностью [13]. Группой американских ученых [14] 
также на основе второй петли получены семь не-
пептидных соединений. Вместе с тем отсутствуют 
данные об антидепрессивной активности описанных 
миметиков BDNF.

В НИИ фармакологии им. В.В. Закусова РАМН 
на основе структуры четвертой петли BDNF скон-
струирован и синтезирован низкомолекулярный ми-
метик ГСБ-106 [15, 16], представляющий собой за-
мещенный димерный дипептид, гексаметилендиамид 
бис(N-моносукцинил-L-серил-L-лизина). ГСБ-106 
был отобран в процессе фармакологического скри-
нинга из  четырех соединений, миметиков первой 
и четвертой петель BDNF, как димерный дипептид, 
обладающий антидепрессивной активностью у мы-
шей линии Balb/c при однократном введении в тесте 
вынужденного плавания по Порсолту [16].

Исследования ГСБ-106 in vitro на культуре иммор-
тализованных клеток линии НТ22 гиппокампа мыши 
показали, что в концентрации от 10-5 до 10-8 М это со-
единение проявляет нейропротективную активность 
на моделях окислительного стресса и глутаматной 
токсичности. Нейропротективное действие ГСБ-106 
выявлено также на клетках линии SH-SY5Y нейро-
бластомы человека в условиях действия нейротокси-
на 6-оксидофамина [17]. 

Цель настоящей работы состояла в изучении анти-
депрессивных свойств ГСБ-106 на различных моде-

лях депрессивных состояний на беспородных мышах 
и крысах как при однократном, так и субхроническом 
введении.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
ГСБ-106 изучали на белых беспородных крысах-
самцах (2–2.5 мес., масса 270–290 г) и мышах-самцах 
массой 22–25 г, полученных из Центрального питом-
ника лабораторных животных «Столбовая» (Москов-
ская обл.). Содержание животных соответствовало 
правилам лабораторной практики и нормативным до-
кументам «Санитарные правила по устройству, обо-
рудованию и содержанию вивариев». Исследование 
проведено в соответствии с Приказом МЗ и СР РФ 
от 23.08.2010 № 708н «Об утверждении правил лабо-
раторной практики». В исследовании использовали 
ГСБ-106, синтезированный в НИИ фармакологии им. 
В.В. Закусова РАМН. 

Антидепрессивную активность соединений оцени-
вали в тестах неизбегаемого плавания по Порсолту 
[18], вынужденного плавания в сосуде с вращающи-
мися колесами по Номура [19] и в тесте подвешива-
ния мышей за хвост по Стеру (Steru) [20].

Установка для создания депрессивноподобного со-
стояния (поведенческого отчаяния) по методу Пор-
солта у мышей представляет собой сосуд цилиндри-
ческой формы диаметром 10 см и высотой 30 см. Сосуд 
на высоту 18 см наполняют водой, температура кото-
рой поддерживается на уровне 27оС. Предварительно, 
за 1 сут до тестирования, каждое животное опуска-
ют в сосуд с водой на 5–6 мин для адаптации. В день 
эксперимента животное помещают в сосуд с водой 
таким образом, чтобы оно не  могло ни  выбраться 
из сосуда, ни найти в нем опору. Попадая в воду, жи-
вотные начинают проявлять бурную двигательную 
активность, направленную на поиск выхода из авер-
сивной стрессорной ситуации, но затем оставляют 
эти попытки и зависают в воде в характерной позе, 
оставаясь полностью неподвижными или совершая 
незначительные движения, необходимые для под-
держания головы над поверхностью воды. Это пове-
дение расценивается как проявление отчаяния, по-
давленности, депрессивноподобного состояния [18]. 
Показателем выраженности депрессивноподобного 
состояния в данном тесте служит длительность не-
подвижности, т.е. сумма эпизодов иммобилизации 
у каждого животного в течение 6 мин наблюдения. 
Критерием антидепрессивной активности считается 
статистически значимое уменьшение длительности 
иммобилизации.

Для  создания депрессивноподобного состоя-
ния у крыс по методу Номура [19] в сосуде с водой 
и свободно вращающимися колесами была исполь-
зована четырехканальная установка, разработан-
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ная в НИИ фармакологии им. В.В. Закусова РАМН 
[21]. Установка представляет собой сосуд размером 
64 × 30 × 42 см, разделенный на четыре равных от-
сека. В отсеках находятся колеса шириной 11 см с 12 
лопастями шириной 2 см, наружный диаметр колес 
10 см. На краях каждого колеса укреплены магни-
ты, а над колесами – герконы, которые срабатывают 
каждый раз, когда магнит проходит под ними, и та-
ким образом происходит автоматическая регистра-
ция оборотов колес, служащая объективной мерой 
активности животных. Сосуд заполняли водой с тем-
пературой 25°С до середины колес. Крыс помещали 
в каждый отсек мордой от колеса и регистрировали 
число оборотов колес в течение 10 мин с помощью 
электромеханических счетчиков.

В тесте подвешивания мышей за хвост [20] живот-
ных привязывали за хвост на горизонтальную пере-
кладину. Сначала животные, попадая в стрессорные 
условия, начинают проявлять двигательную актив-
ность, направленную на поиск выхода из аверсивной 
ситуации, но затем оставляют эти попытки и висят 
на перекладине, оставаясь почти полностью непод-
вижными.

Дипептид ГСБ-106 растворяли в дистиллированной 
воде и вводили животным внутрибрюшинно в дозах 
0.01, 0.1, 0.5, 1.0 и 1.5 мг/кг за 30 мин до тестирования, 
однократно или повторно раз в день в течение 4–5 
дней. Контрольные животные получали в том же ре-
жиме физиологический раствор. 

Статистическую обработку результатов проводили 
по  программе Biostatistics III с  использованием 
методов Стьюдента и Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Антидепрессивное действие ГСБ-106 в тесте 
вынужденного плавания по Порсолту у мышей
Установлено, что у контрольных мышей после пе-
риода активности возникает иммобилизация, вели-
чина которой в разных группах составляет 238–278 с 
(табл. 1). При однократном введении ГСБ-106 в дозе 
0.1 и  1.0 мг/кг уменьшает время иммобилизации 
на уровне тенденции (табл. 1).

При  субхроническом пятидневном введении 
ГСБ-106 в дозе 0.1 мг/кг или четырехдневном вве-
дении в  дозе 1.0 мг/кг корректирует поведение 
животных в тесте вынужденного плавания, стати-
стически значимо уменьшая время эпизодов иммо-
билизации по  сравнению с  контрольной группой: 
в 1.2 раза при использовании ГСБ-106 в дозе 0.1 мг/кг 
и в 1.3 раза при введении ГСБ-106 в дозе 1.0 мг/кг 
(табл. 1).

Таким образом, в тесте поведенческого отчаяния 
по Порсолту ГСБ-106 в дозе 0.1 и 1.0 мг/кг при по-
вторном 4–5-дневном введении обладает антидепрес-
сивным влиянием, которое выражается в статистиче-
ски значимом уменьшении времени иммобилизации 
животных. Описано увеличение антидепрессивного 
эффекта при многократном введении и самого BDNF. 
Так, при  однократной билатеральной инъекции 
в гиппокамп BDNF (0.25–1.0 мкг) уменьшал время 
иммобилизации в 2 раза [10], а при семидневной ин-
фузии в средний мозг крысам в дозе 12–24 мкг/день 
уменьшал время иммобилизации в тесте неизбегае-
мого плавания по Порсолту в 3 раза [9].

Таблица 1. Антидепрессивное действие ГСБ-106 у мы-
шей (по Порсолту) 

Доза в/б введения  
ГСБ-106, мг/кг,  

1 раз в сутки 

Кратность 
введения 

Время иммоби-
лизации, с 
(М ± SEM)

Контроль (физ. раствор) 1 255.61 ± 25.07

0.1 1 206.29 ± 33.35

1.0 1 204.83 ± 26.67

Контроль (физ. раствор) 5 278.38 ± 12.02

0.1 5 231.41 ± 11.22*

Контроль (физ. раствор) 4 271.73 ± 13.37

1.0 4 205.76 ± 11.02*

Контроль (физ. раствор) 1 238.50 ± 15.37

Амитриптилин, 10.0 мг/кг 1 134.62 ± 23.42*

* – p < 0.05 – статистическая значимость различий 
по критерию Манна–Уитни в сравнении с группой 
контроля.

Антидепрессивное действие ГСБ-106 в тесте 
депрессивного состояния по Номура. Доза в/б 
введения ГСБ-106, мг/кг: 1 – контроль; 2 – 0.01; 
3 – 0.1; 4 – 0.5; 5 – 1.0. По вертикали – число оборотов 
колеса. *– p < 0.05 статистическая значимость отличий 
от контрольной группы по критерию Манна–Уитни
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Антидепрессивное действие ГСБ-106 в тесте 
депрессивноподобного состояния по Номура у крыс
Установлено, что крысы контрольной группы совер-
шают в среднем 87 оборотов колес за 5 мин регистра-
ции (рисунок). ГСБ-106 в дозе 0.01 мг/кг не вызыва-
ет увеличения оборотов колес, но при повышении 
дозы ГСБ-106 до 0.1 мг/кг выявляется отчетливая 
антидепрессивная активность вещества, о чем сви-
детельствует статистически значимое увеличение 
(в 1.8 раза) числа совершаемых крысами оборотов 
колес по сравнению с показателями контрольных 
животных (рисунок). Антидепрессивный эффект 
ГСБ-106 в дозе 0.5 мг/кг усиливается, и число со-
вершаемых крысами оборотов колес увеличивается 
в 2 раза. Однако при дальнейшем увеличении дозы 
ГСБ-106 до 1.0 мг/кг его антидепрессивный эффект 
уменьшается, и показатель оборота колес не отли-
чается от показателя у контрольных животных (ри-
сунок).

Таким образом, ГСБ-106 в  дозе 0.1 и  0.5 мг/кг 
оказывает отчетливое антидепрессивное действие 
в  тесте вынужденного плавания по  Номура. 
Кривая зависимости доза–эффект ГСБ-106 имеет 
колоколообразный характер. 

Антидепрессивное действие ГСБ-106 в тесте 
депрессивноподобного состояния, вызванного 
подвешиванием мышей за хвост
Установлено, что в контрольной группе животных 
среднее время иммобилизации при подвешивании 
за хвост составляет в разных группах 174 и 148 с. 
ГСБ-106 при субхроническом (4 дня) внутрибрю-
шинном введении в дозе 0.1 и 0.5 мг/кг не изменяет 
продолжительность иммобилизации мышей в этом 
тесте по  сравнению с  контролем. Вместе с  тем 
при повышении дозы ГСБ-106 оказывает отчетли-
вый антидепрессивный эффект. В дозе 1.0 и 1.5 мг/кг 
ГСБ-106 (4 дня, внутрибрюшинно) статистически 
значимо (p = 0.04) уменьшает (в 1.3 раза) время им-
мобилизации мышей в тесте подвешивания за хвост 
(табл. 2).

Таким образом, антидепрессивное действие дипеп-
тида ГСБ-106 отчетливо выражено в условиях трех 
валидированных методов моделирования депрессив-
ноподобного состояния: в тесте поведенческого от-
чаяния по Порсолту (0.1 и 1.0 мг/кг, 4–5 дней), в тесте 
вынужденного плавания в сосуде с вращающимися 
колесами по  Номура (0.1 и  0.5 мг/кг, однократно) 
и в тесте подвешивания мышей за хвост по Стеру  
(1.0 и 1.5 мг/кг, 4 дня).

Важно, что антидепрессивный эффект ГСБ-106 
выявляется при его системном внутрибрюшинном 
введении беспородным мышам и крысам как одно-
кратно, так и повторно ежедневно в интервале доз 

0.1–1.5 мг/кг. Более выраженный эффект ГСБ-106 
у крыс, по-видимому, связан с видовыми различиями 
и методическими особенностями оценки. 

Как отмечалось выше, согласно нейротрофиновой 
теории развития депрессии низкие уровни BDNF 
в центральной нервной системе приводят к повреж-
дению структур головного мозга и развитию депрес-
сивных состояний, а применение антидепрессантов 
или введение животным BDNF корректирует эти 
нарушения. Полученный в настоящей работе анти-
депрессивный эффект ГСБ-106 сходен с эффектом 
BDNF при интравентрикулярной инфузии или вве-
дении последнего в  отделы мозга животных, от-
ветственные за депрессию [8–10]. В работе Schmidt 
и Duman [22] системное (подкожное) введение мышам 
рекомбинантного BDNF вызывало антидепрессив-
ный эффект, характеризующийся уменьшением в 1.5 
раза иммобилизации в тесте вынужденного плавания. 
Вместе с тем этот эффект BDNF наблюдался лишь 
при его использовании в дозах, в 6–7 раз превы-
шающих дозы ГСБ-106, и только после длительного 
(7–14 сут) введения. Функциональными последстви-
ями антидепрессивного действия рекомбинантно-
го BDNF была индукция нейрогенеза в гиппокампе 
и среднем мозге, механизм которой авторы связыва-
ют с выявленным увеличением уровня BDNF и повы-
шением уровня активации/фосфорилирования ERK 
и CREB нижележащих мишеней сигнальных путей 
BDNF-TrkB [22]. Ранее мы установили, что ГСБ-106, 
миметик BDNF, активирует TrkB и его сигнальные 
пути ERK и AKT [23], вовлеченные в выживаемость 
нейронов, и этим, возможно, определяется его анти-
депрессивный эффект. Причем способность фосфо-
рилировать TrkB у димерного дипептида ГСБ-106 
была селективной, так как на клетках линии РС12, 

Таблица 2. Антидепрессивное действие ГСБ-106 
при субхроническом (4 дня) введении в тесте депрес-
сивноподобного состояния, вызванного подвешивани-
ем мышей за хвост

Доза в/б введения  
ГСБ-106, мг/кг

Время иммобилизации,  
с (М ± SEM)

Контроль (физ. раствор) 174.00 ± 10.4

0.1 145.20 ± 15.81

1.0 135.50 ± 12.85*

Контроль (физ. раствор) 148.25 ± 6.38

0.5 126.22 ± 9.89

1.5 120.13 ± 10.53*

*Статистическая значимость отличий от контроля, 
при p ≤ 0.05 (t-критерий Стьюдента).
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не экспрессирующей полноразмерный TrkB, но экс-
прессирующей другие рецепторы нейротрофинов, 
нейропротективная активность у ГСБ-106 не была 
выявлена [23]. 

Полученные нами данные об антидепрессивной 
активности низкомолекулярного миметика BDNF 

ГСБ-106, с одной стороны, подтверждают гипотезу 
о вовлечении BDNF в патогенез различных форм де-
прессивных состояний, а с другой – открывают пер-
спективу разработки на основе вновь синтезирован-
ного соединения нового оригинального по структуре 
и механизму действия антидепрессанта. 
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РЕФЕРАТ Трехмерные модели кожи и эпидермиса позволяют получать достоверную информацию о та-
ких заболеваниях, как псориаз, поскольку они точно имитируют структуру кожи. Из кератиноцитов но-
ворожденных мышат нами получена трехмерная модель эпидермиса, которую обработали цитокинами. 
В представленной работе оценена пригодность этой трехмерной модели для изучения псориаза, описаны 
изменения в ее структуре и экспрессии генов после обработки провоспалительными цитокинами. Показано, 
что обработка трехмерной модели интерлейкином 17 или комбинацией фактора некроза опухолей и интер-
ферона γ приводит к изменениям структуры, сходным с проявлениями акантоза при псориазе. Наблюдае-
мые изменения в экспрессии генов металлопротеиназ и других биомаркеров псориаза (mki67, krt16 и fosl1) 
были сходны с изменениями в пораженной коже больных. Обработка модели интерфероном γ и фактором 
некроза опухолей приводит к более выраженным изменениям экспрессии генов, чем обработка интерлей-
кином 17. Напротив, обработка клеток HaCaT фактором некроза опухолей и интерфероном γ не влияла 
существенно на экспрессию fosl1, но снижала экспрессию mki67, интерлейкин 17 практически не влиял 
на экспрессию krt16 и mki67, но снижал экспрессию fosl1. Результаты исследования подтверждают возмож-
ность использования трехмерной модели эпидермиса мыши для изучения псориаза.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА акантоз, количественная ПЦР, корнификация, культивирование клеток, псориаз, трех-
мерное моделирование.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ИЛ-1 – интерлейкин 1; ИЛ-17 – интерлейкин 17; ИФНГ – интерферон γ; MMP1 – ин-
терстициальная коллагеназа (interstitial collagenase [КФ 3.4.24.7]); ТММЭ – трехмерная модель мышиного 
эпидермиса; ФНО – фактор некроза опухолей.

ВВЕДЕНИЕ
Трехмерные модели кожи и эпидермиса стали срав-
нительно широко использоваться в лабораторных 
испытаниях косметических продуктов, а  также 
при ранениях и ожогах [1–3]. Практика применения 
трехмерных моделей соответствует законодатель-
ству Евросоюза, которое направлено на сокращение 
использования лабораторных животных и требу-
ет доказательств как экологической безопасности, 
так и эффективности экспериментальных процедур 
[4, 5]. Трехмерные модели кожи и эпидермиса инте-
ресны прежде всего тем, что позволяют одновременно 
тестировать множество лекарственных препаратов 
и учитывать при этом метаболические изменения, 
возникающие в ходе дифференцировки кератиноци-
тов. Таким образом, трехмерные клеточные модели 
можно использовать для изучения структурных из-
менений в тканях при различных патологиях.

В отличие от традиционного метода культивирова-
ния клеток в виде монослоя, при котором отдельные 

клетки мало отличаются друг от друга, трехмерные 
лабораторные модели кожи и эпидермиса имитируют 
не только взаимодействие клеток с межклеточным 
матриксом и межклеточные контакты, но и измене-
ния в экспрессии генов. Таким образом, трехмерные 
модели могут служить более достоверным источ-
ником информации о патологических изменениях 
в тканях, таких, как реструктуризация эпидермиса 
при псориазе. И это делает их незаменимым инстру-
ментом при экспериментальных исследованиях. При-
нимая во внимание ограниченный доступ научных 
учреждений к донорской коже, мы предполагаем раз-
работать новый экспериментальный подход к оценке 
изменений в пролиферации и дифференцировке ке-
ратиноцитов, а также трансформации здоровой кожи 
в псориатической бляшке без использования клеток 
человека.

Предполагается, что появление и рост псориати-
ческих бляшек обусловлены секрецией провоспали-
тельных цитокинов ФНО, ИФНГ и ИЛ-17 иммунны-
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ми клетками, которые присутствуют в эпидермисе 
больного [6]. Эти цитокины в свою очередь активи-
руют кератиноциты, внося изменения в программу 
их дифференцировки и увеличивая скорость их про-
лиферации. Руководствуясь этими представлениями, 
мы обрабатывали трехмерную модель эпидермиса 
мыши либо комбинацией ФНО и ИФНГ, либо ИЛ-17. 
Затем мы оценили вызванные цитокинами измене-
ния в структуре модели и уровне генной экспрессии. 
Таким образом, в данной работе мы попытались про-
верить способность нашей модели воспроизводить 
некоторые характерные изменения в коже больных 
псориазом и оценить ее пригодность для дальнейше-
го изучения этого заболевания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение и обработка образцов кожи
Образцы кожи больных псориазом (psoriasis vulgar-
is, псориаз бляшечного типа) получали с помощью 
дерматологического пробойника (4 мм) под  мест-
ной анестезией. Образцы кожи получали от боль-
ных, не проходивших курса какой-либо системной 
или PUVA/UV-терапии в течение 1 месяца до взятия 
биопсии. Биопсии непораженной кожи для проведе-
ния сравнительного анализа забирали на расстоя-
нии не менее 3–4 см от очага поражения. Образцы, 
предназначенные для выделения РНК, быстро за-
мораживали в жидком азоте и перевозили в лабора-
торию. Пробы взвешивали и измельчали в ступке, 
не допуская размораживания образца. Из образцов 
выделяли РНК и проводили количественную ПЦР. 
Биопсии кожи, предназначенные для гистологиче-
ского анализа, фиксировали в формалине. Данный 
протокол одобрен комитетом по этике Института об-
щей генетики им. Н.И. Вавилова РАН. Этот протокол 
соответствует принципам, изложенным в Хельсинк-
ской декларации, и российскому законодательству, 
регулирующему проведение научных исследований 
с донорской тканью.

Получение первичных кератиноцитов 
новорожденных мышат
Для получения культуры эпидермальных кератино-
цитов трупы новорожденных мышат обеззараживали 
бетадином и последовательно промывали 70% этано-
лом, гентамицином и изотоническим фосфатным бу-
ферным раствором (PBS). Снятую кожу разравнива-
ли на донышке пластиковой чашки и инкубировали 
в 0.25% растворе трипсина («ПанЭко», Россия) в тече-
ние 14–16 ч. На следующий день эпидермис отделяли 
от дермы, измельчали ножницами и инкубировали 
в среде KSFM (Life Technologies, США) при 37°С в те-
чение 30 мин. Полученную суспензию клеток филь-

тровали через капроновое сито с диаметром ячеек 
70 мкм (Sigma-Aldrich, США). Клетки осаждали цен-
трифугированием (250 g; 5 мин), считали и культиви-
ровали в среде KSFM с добавкой набора реагентов S7 
(Life Technologies, США), 1.1 × 10 4 клеток/см2 в фла-
конах T25. Клетки высевали во флаконы, покрытые 
коллагеном (Sigma-Aldrich, США). Дифференциров-
ку клеток предотвращали, поддерживая концентра-
цию ионов кальция в среде не более 60 мкМ. Непри-
крепившиеся клетки удаляли на следующий день 
после посева. Данный протокол одобрен комитетом 
по этике Института общей генетики им. Н.И. Вавило-
ва РАН. Применяемый протокол соответствует рос-
сийскому законодательству, регулирующему про-
ведение научных исследований с использованием 
лабораторных животных.

Культивирование клеток
Клетки HaCaT культивировали в среде ДМЕМ, обо-
гащенной L-глутамином, содержавшей 10% эмбрио-
нальной сыворотки теленка («ПанЭко», Россия) и 1% 
раствора антибиотика – антимикотика (Life Tech-
nologies, США).

Получение трехмерной модели кожи мыши 
Трехмерную модель эпидермиса мыши получали 
с использованием лишенной клеток дермы и первич-
ных кератиноцитов мыши. Для приготовления дер-
мальной основы образцы кожи животных подвергали 
термообработке в PBS (56°С, 10 мин), после чего от-
деляли эпидермис от дермы [7]. Для создания изо-
лированных отсеков для роста клеток на внешнюю 
поверхность полученных препаратов устанавлива-
ли стеклянные кольца, которые вдавливали в дерму. 
Клетки пересевали из расчета 3 × 10 5 клеток/см2. 
Клетки культивировали в  свежеприготовленной 
смеси ДМЕМ и F12 в соотношении 3 : 1. Помимо этого 
в среду для культивирования добавляли эмбриональ-
ную сыворотку теленка (5% от общего объема сре-
ды), раствор антимикотика (1%), L-глутамин (4 мМ, 
«ПанЭко», Россия), аденин (25 мкг/мл), аскорбино-
вую кислоту (50 мкг/мл), трийодтиронин (1 мкг/мл), 
гидрокортизон (1 мкМ, Sigma-Aldrich, США) и ре-
комбинантный инсулин мыши (0.2 мкМ, R&D Sys-
tems, США). Среду заменяли каждый второй день. 
Через 24 ч в среду добавляли эпидермальный фак-
тор роста (10 нг/мл, R&D Systems, США). На третий 
день после начала эксперимента кольца удаляли, 
а образцы погружали в среду. На шестой день куль-
тивирование продолжали на границе фаз, т.е. таким 
образом, чтобы верхняя поверхность образцов на-
ходилась в контакте с воздухом. Для последующего 
культивирования в среду дополнительно добавля-
ли L-серин (1 мг/мл), L-карнитин (2 мкг/мл), ара-
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хидоновую (7 мкМ) и линолевую кислоты (15 мкМ, 
Sigma-Aldrich, США). Витамин E (Sigma-Aldrich, 
США) в количестве 0.5 мкг/мл добавляли непосред-
ственно перед сменой среды. Образцы обрабатыва-
ли провоспалительными цитокинами, начиная с де-
сятого дня культивирования, каждый второй день, 
в течение четырех дней. Для работы использовали 
следующие цитокины: ФНО (25 нг/мл), ИФНГ (25 нг/
мл) и ИЛ-17А (50 нг/мл) производства R&D Systems 
(США).

Выделение РНК
РНК выделяли тризольным методом как описано ра-
нее [8]. Если соотношение поглощений водных рас-
творов хотя бы одного препарата при длинах волн 
260 и 280 нм не превышало 2.0, все препараты данной 
серии дочищали с использованием набора реагентов 
RNeasy (Qiagen, Германия). Целостность выделенной 
РНК проверяли электрофорезом в 1.5% агарозном 
геле в неденатурирующих условиях.

Проведение количественной ПЦР
Полученные образцы РНК были использованы 
для синтеза кДНК с применением набора реаген-
тов MMLV RT («Евроген», Россия). Амплификацию 
проводили методом количественной ПЦР с исполь-
зованием специфичных флуоресцентных зондов 
(Life Technologies, США) на установке Eco (Illumina, 
США). Результаты анализировали при помощи про-
граммного продукта Eco, предоставленного произво-
дителем прибора.

Проведение гистологического анализа
Для проведения гистологического анализа получали 
парафиновые блоки. Срезы ткани окрашивали гема-
токсилином и эозином.

Статистический анализ
Статистическую значимость полученных резуль-
татов проверяли методом дисперсионного анализа, 
а также с применением t-теста. Значимыми счита-
ли различия при p < 0.05. Результаты представлены 
в виде среднего ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Трехмерная модель мышиного эпидермиса (ТММЭ), 
полученная в нашей лаборатории (рис. 1А), слабо 
структурирована. В отличие от нормального эпидер-
миса человека, в ней отсутствует гранулярный слой 
клеток и слабо выражена разница между базальным 
и супрабазальными слоями. Корнификация также 
выражена слабо и представлена 2–3 верхними слоя-
ми клеток. В полученных биопсиях в незатронутой 
болезнью коже (рис. 2А), напротив, хорошо заметен 
базальный слой кератиноцитов, который непосред-
ственно примыкает к базальной мембране. Обычно 
это единственный слой клеток эпидермиса, где клет-
ки могут делиться. В супрабазальных слоях кожи ке-
ратиноциты постепенно меняют форму и начинают 
последовательно синтезировать маркеры терминаль-
ной дифференцировки. Гранулярный слой отделяет 
ороговевшие клетки, лишенные ядер, от живых кле-
ток супрабазального слоя (рис. 2Б). В псориатических 
бляшках (рис. 2В) эпидермис существенно утолщен, 
поскольку пролиферация клеток распространяется 
на супрабазальный слой и меняется сама программа 
дифференцировки кератиноцитов. Например, изме-
нениям подвергается синтез специфичных биомар-
керов, образование в цитоплазме кератогиалиновых 
гранул, а также деградация клеточных ядер и дес-
мосом. Примечательно, что полученная нами экспе-
риментальная модель изначально (до обработки про-
воспалительными цитокинами) по своей структуре 
напоминает скорее эпидермис больного псориазом, 
чем эпидермис здоровой кожи.

Сравнение профилей экспрессии эпидермальных 
цитокератинов и маркеров конечной дифференци-
ровки эпидермальных кератиноцитов в  образцах 
ТММЭ и  кожи новорожденных мышат позволяет 
говорить о сопоставимом уровне экспрессии krt1, 
krt5, krt14 (рис. 3). Напротив, уровень экспрессии 
krt10 и krt18 снижен в ТММЭ, а уровень экспрессии 
krt16 – в коже мышат. Помимо этого, в ТММЭ повы-
шен уровень экспрессии ivl, а уровень экспрессии lor 
меняется незначительно.

А Б В

50 мкм

Рис. 1. Гистологический анализ наиболее репрезента-
тивных образцов ТММЭ после их обработки провос-
палительными цитокинами. Образцы ТММЭ культиви-
ровали в течение 2 недель и обрабатывали цитокинами 
после 9 полных дней культивирования. А – контроль-
ный образец без обработки цитокинами; Б – образец, 
обработанный комбинацией ФНО и ИФНГ; В – обра-
зец, обработанный ИЛ-17 (n = 6). Образцы использо-
вали для приготовления парафиновых блоков и после-
дующего окрашивания гематоксилином и эозином. 
Детальное описание процедур представлено в разде-
ле «Экспериментальная часть»
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Обработка ТММЭ провоспалительными цитоки-
нами ФНО и ИФНГ приводит к увеличению толщи-
ны слоя живых клеток примерно в 1.5 раза относи-
тельно необработанных образцов (рис. 4). При этом 
видимой корнификации в  верхнем слое клеток 
не  происходит (рис.  1Б). Распределение клеток 
в нижних слоях ТММЭ становится менее плотным, 
а структура ткани – более хрупкой. Последнее об-
стоятельство осложняет получение неповрежденных 
срезов ТММЭ для гистологического анализа. При-
мечательно, что после обработки ИЛ-17 изменения 
не так сильно выражены, как после обработки ФНО 
и ИФНГ (рис. 1В и рис. 4): толщина трехмерной моде-
ли достоверно меньше, чем в образцах, обработанных 
ФНО и ИФНГ, но превышает аналогичные показате-
ли в контрольных образцах. Таким образом, ТММЭ, 
как и эпидермис больных псориазом, чувствительна 
к действию провоспалительных цитокинов (ФНО, 
ИФНГ и ИЛ-17). При этом наибольший эффект на-
блюдается после обработки ТММЭ комбинацией 
ФНО и ИФНГ.

На уровне транскрипции в ТММЭ также проис-
ходят изменения, аналогичные изменениям в коже 
больных: экспрессия биомаркеров псориаза, krt16 
и fosl1, повышена после обработки ФНО и ИФНГ 
(рис.  5А). Также повышается экспрессия марке-
ра пролиферации кератиноцитов, mki67. Модель 

воспроизводит специфический профиль экспрес-
сии генов металлопротеиназ (mmp1, mmp2, mmp9 
и mmp12), характерный, как показано нами ранее, 
для псориаза [9]. Интересно, что обработка ИЛ-17 
не приводит к статистически значимым изменени-
ям экспрессии некоторых генов (mki67, fosl1 и krt16) 
по сравнению с контролем (рис. 5Б). Таким образом, 
полученные нами результаты говорят в пользу того, 
что именно комбинация ФНО и ИФНГ вносит несрав-
ненно больший вклад в активацию кератиноцитов 
как при псориазе, так и в ТММЭ.

Как показано нами ранее, профили экспрессии 
металлопротеиназ в клетках HaCaT, обработанных 
одновременно ФНО и ИФНГ, аналогичны профилям 
в пораженной донорской коже [10]. Такие же изме-
нения после обработки ФНО и ИФНГ наблюдаются 
и в ТММЭ (рис. 5А). Напротив, изменения экспрессии 
других биомаркеров говорят о том, что культура кле-
ток HaCaT как предполагаемая экспериментальная 
модель псориаза имеет ряд принципиальных отличий 
от ТММЭ, которые должны учитываться в экспери-
ментальной работе при использовании клеток данно-
го типа. Так, в клетках HaCaT, обработанных цито-
кинами ФНО и ИФНГ, воспроизводятся изменения 
в экспрессии krt16, биомаркера псориаза (рис. 6А), 
но не воспроизводятся, в отличие от ТММЭ, измене-
ния, вызванные обработкой ИЛ-17 (рис. 6Б). Следует 

Рис. 2. Схема и гистологи-
ческий анализ эпидермиса 
больного псориазом. Для ги-
стологического анализа 
использовали образцы кожи 
больного в парафине после 
их окрашивания гематокси-
лином и эозином как описа-
но в «Экспериментальной 
части». А – схема визуально 
нормального участка эпидер-
миса больного; Б – участок 
визуально нормального эпи-
дермиса больного, окрашен-
ный эозином и гематоксили-
ном; В – схема пораженного 
участка эпидермиса больно-
го; Г – пораженный участок 
кожи больного, окрашенный 
эозином и гематоксилином
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отметить, что экспрессия mki67 и fosl1 в этих клет-
ках не увеличивалась независимо от того, обраба-
тывались ли эти клетки комбинацией ФНО и ИФНГ 
или цитокином ИЛ-17 (рис. 6А,Б).

ОБСУЖДЕНИЕ 
Внешние проявления псориаза являются результа-
том сложного многостадийного процесса, в котором 
участвует множество сигнальных путей и различные 
типы клеток. Моделирование патологических изме-
нений кожи при псориазе позволит определить круг 
молекулярных механизмов, вовлеченных в патоге-
нез болезни, и установить их связь с конкретными 
клиническими признаками. В последнее время по-
является все больше работ, посвященных разработке 
трехмерных моделей кожи и эпидермиса человека. 
В большей степени данное направление востребовано 
при лечении повреждений кожных покровов. Сре-
ди работ российских ученых мы хотели бы отметить 
разработку клеточных моделей с использованием 
эндопротезной сеточки [11] и полимерных матриц 
на основе природных и биодеградируемых материа-
лов, таких, как хитин и хитозан [12], полимолочная 
кислота [13], аморфный поли(D,L-лактид) и поли
этиленгликоль [14] и др. Эти разработки используют 
при ожогах [11] и трофических язвах [3].

В наиболее часто применяемых трехмерных мо-
делях кожи и эпидермиса эпидермальные кератино-
циты высевают либо на содержащий фибробласты 
коллагеновый гель, либо на другую специальную под-
ложку, например, на лишенную клеток дерму. Основ-
ным источником фибробластов для трехмерных мо-
делей, применяемых в лабораторных, неклинических 
исследованиях, служат раковые клетки человека 
или мыши, предварительно γ-облученные или обра-
ботанные митомицином C для подавления в них ми-
тоза. В качестве источника кератиноцитов чаще всего 
используют кусочки человеческой кожи, оставшиеся 
после хирургических операций. Реже, в зависимости 
от специфики эксперимента, в трехмерные модели 
включают клетки других типов, например макрофа-
ги [15], меланоциты [16] или дендритные клетки [17]. 
Особенность нашей модели как экспериментальной 
модели псориаза состоит в том, что в ней использу-
ются исключительно первичные кератиноциты мыши 
и не используются клетки человека.

Применение кератиноцитов и  деэпителизиро-
ванной дермы мыши в трехмерных моделях имеет 
целый ряд принципиальных преимуществ. Домаш-
няя мышь – широко используемое в лабораторной 
практике животное, неприхотливое при содержании 
в неволе. Высокая плодовитость (6–8 и более мышат 
в одном выводке) и короткая беременность (18.5 дней) 
мышей позволяют снизить зависимость эксперимен-
таторов от донорской кожи. Выбрав для своего ис-
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Рис. 3. Изменения экспрессии генов цитокератинов 
и маркеров конечной дифференцировки кератиноци-
тов. Экспрессию генов цитокератинов и маркеров ко-
нечной дифференцировки кератиноцитов определяли 
методом количественной ПЦР как описано в «Экспери-
ментальной части». Экспрессию генов в обработанных 
образцах сравнивали с экспрессией в необработанных 
цитокинами образцах (n = 3). Уровень экспрессии ге-
нов в необработанных образцах принимали равным 1

Рис. 4. Изменения толщины образцов ТММЭ после об-
работки провоспалительными цитокинами. Образцы 
ТММЭ культивировали в течение 2 недель. Обработку 
провоспалительными цитокинами проводили после 9 
полных дней культивирования как описано в «Экспери-
ментальной части»
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следования кожу новорожденных мышат, мы рас-
считывали увеличить выход при выделении клеток, 
поскольку толщина мышиного эпидермиса суще-
ственно уменьшается в первые дни жизни мышат.

Существуют несколько типов экспериментальных 
моделей псориаза, в которых используются генети-
чески модифицированные, т.е. трансгенные мыши [18] 
и животные с делециями в определенных генах [19]. 
Кроме этого, имеются экспериментальные модели, 
в которых характерные особенности псориаза вызва-
ны спонтанными мутациями в геноме животных [20, 
21] либо применением лекарственных средств [22]. 
По мере развития такие модели позволят добиться 
точного соответствия с клиническими проявлениями 
псориаза у людей [18, 22].

Получение и  дальнейшее совершенствование 
ТММЭ полностью отвечает требованиям европей-
ского законодательства, которое требует от исследо-
вателей сокращения использования лабораторных 
животных и скорейшего перехода к использованию 
клеток и тканей [4, 5]. Как показывают наши иссле-
дования, в  полученной модели экспрессируются 
гены основных цитокератинов, вовлеченных в диф-
ференцировку эпидермальных кератиноцитов (krt1, 
krt5, krt14). При этом уровень экспрессии этих генов 
сопоставим с уровнем в коже новорожденных мы-
шат (рис. 3). Помимо генов цитокератинов экспрес-
сируются гены ivl и lor, начало экспрессии которых 
предваряет процесс корнификации. Повышенный 

уровень экспрессии ivl и krt16, а также пониженный 
уровень krt10 говорят об изменениях в дифферен-
цировке клеток в процессе культивирования ТММЭ. 
Пониженный уровень экспрессии krt18 указывает 
на большую однородность клеточного состава ТММЭ, 
состоящей преимущественно из эпидермальных ке-
ратиноцитов.

Сравнение ТММЭ и кожи больных позволяет сде-
лать вывод о том, что полученная модель, как и псо-
риатические бляшки, чувствительна к  действию 
провоспалительных цитокинов. При этом изменения 
на уровне ткани, т.е. увеличение толщины слоя кле-
ток (рис. 4) и отсутствие корнификации во внешнем 
слое (рис. 1А–В), дополняются индукцией характер-
ных для псориаза генов – генов металлопротеиназ, 
mki67, цитокератина, krt16, и ядерного белка, fosl1 
(рис. 5А). Зафиксированные нами гистологические 
изменения в модели (рис. 1А–В) напоминают акантоз 
(рис. 2В), а изменения профилей экспрессии генов 
(рис. 5А) аналогичны изменениям в коже больных 
псориазом (рис. 5Б). 

При выборе генов для экспериментальной харак-
теристики модели мы руководствовались их вкла-
дом в патогенез болезни. Так, MMP1, MMP9 и MMP12 
участвуют в структурной перестройке эпидермиса 
при псориазе [9]. Экспрессия и активация этих ме-
таллопротеиназ важны для изменения состава вне-
клеточного матрикса и базальной мембраны, роста 
новых сосудов и миграции клеток, например иммун-

Рис. 5. Изменения экспрессии генов в ТММЭ после обработки провоспалительными цитокинами (А) и в коже 
больных псориазом (Б). ТММЭ обрабатывали либо комбинацией ФНО и ИФНГ, либо ИЛ-17. Из соответствую-
щих образцов выделяли РНК и проводили синтез кДНК. кДНК анализировали методом количественной ПЦР 
как описано в «Экспериментальной части». Экспрессию генов в образцах ТММЭ, обработанных цитокинами, 
сравнивали с экспрессией в необработанных цитокинами образцах (n = 3)
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ных клеток. Нарушение баланса между металлопро-
теиназами в коже больного псориазом указывает 
на обострение болезни. Увеличение экспрессии гена 
mki67 говорит о гиперпролиферации кератиноцитов 
[23]. Повышенная экспрессия mki67 также является 
одним из наиболее характерных признаков повреж-
денной псориазом кожи [24]. В коже больных псо-
риазом повышен уровень цитокератина 16 (рис. 5Б). 
При этом в коже здоровых людей ген krt16 экспрес-
сируется на очень низком уровне [25]. Наконец, по из-
менению экспрессии fosl1 можно судить об эффек-
тивности курса терапии. Экспрессия fosl1 возрастает 
при обострении болезни и снижается при наступле-
нии ремиссии [26].

Любопытно, что после обработки ИЛ-17 изменения 
профиля экспрессии генов становятся менее выра-
женными (рис. 5А). Экспрессия генов krt16, mki67, 
fosl1, mmp1а, mmp2 и mmp9 изменяется не более чем 
в 1.5 раза по сравнению с экспрессией в необработан-
ных цитокинами образцах, и только у двух других 
генов – mmp1b и mmp12 – остается на сравнительно 
высоком уровне.

Примечательная особенность приведенного в ра-
боте профиля генной экспрессии – наличие у мыши 
двух изоформ MMP1: MMP1a и MMP1b. Гены, ко-
дирующие эти белки, идентифицированы уже более 
10 лет тому назад [27]. При этом физиологические 
различия между продуктами генов mmp1а и mmp1b 
остаются неустановленными. Оба гена входят в со-
став одного кластера, расположенного на хромосо-
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Рис. 6. Изменения экспрессии генов в клетках HaCaT, 
обработанных провоспалительными цитокинами. 
Культуры клеток HaCaT, достигшие 70% монослоя, 
обрабатывали провоспалительными цитокинами либо 
комбинацией ФНО и ИФНГ (А), либо ИЛ-17 (Б). Из об-
разцов выделяли РНК и получали кДНК. кДНК анали-
зировали методом количественной ПЦР как описано 
в «Экспериментальной части». Экспрессию генов 
в обработанных образцах сравнивали с экспрессией 
в необработанных цитокинами образцах (n = 3) 

ме 9, и обладают высокой гомологией как по отноше-
нию друг к другу, так и к mmp1 человека [27]. Кроме 
этого, выявлено значительное сходство в регуляции 
генов mmp1a и mmp1b цитокинами и факторами ро-
ста [28]. Включение обоих генов в список предполага-
емых маркеров позволило нам показать, что mmp1a 
более чувствителен к действию провоспалительных 
цитокинов, в то время как экспрессия mmp1b по-
сле обработки как комбинацией ФНО и ИНФГ, так 
и ИЛ-17, изменяется примерно в 1.6 раза по сравне-
нию с контролем (рис. 5А). 

В целом более точное воспроизведение профиля 
экспрессии генов, специфичных для псориаза, отли-
чает предложенную нами модель от более традицион-
ной «двумерной» культуры клеток HaCaT (рис. 5А и 6 
соответственно). Например, обработка клеток HaCaT 
провоспалительными цитокинами ФНО и ИФНГ по-
давляет экспрессию mki67 (рис. 6А). По-видимому, 
это объясняется отклонением от физиологического 
оптимума для данного типа клеток. При этом наибо-
лее неожиданные изменения наблюдаются после об-
работки клеток HaCaT цитокином ИЛ-17: экспрессия 
двух биомаркеров – krt16 и mki67 – меняется незна-
чительно, а у fosl1 падает до уровня более низкого, 
чем в контроле (необработанные клетки). Таким об-
разом, культура клеток HaCaT менее точно описыва-
ет экспрессию биомаркеров псориаза, чем ТММЭ.

ТММЭ пока имеет ряд существенных отличий 
от широко используемых в настоящее время трех-
мерных моделей кожи человека. Например, в ТММЭ 
нет четкой границы при переходе от одного слоя кле-
ток к другому, корнификация внешнего слоя клеток 
незначительна, а распределение клеток более диф-
фузно. Помимо этого, в ТММЭ отсутствует грануляр-
ный слой клеток. Хотя у нас нет однозначного объяс-
нения данного феномена, мы предполагаем, что эти 
различия обусловлены тем, что эпидермис мыши, 
используемый нами, не  полностью сформирован, 
и для более полного соответствия моделям из клеток 
человека необходимо будет внести изменения в среду 
культивирования ТММЭ.

Для стабилизации уровня эпидермальных росто-
вых факторов и цитокинов в среде предполагается 
дополнить модель слоем непролиферирующих дер-
мальных фибробластов, предварительно обработан-
ных митомицином C [29]. С целью предотвращения 
дифференцировки эпидермальных кератиноцитов 
на начальном этапе культивирования мы планируем 
использовать ингибиторы киназы GSK3. Ранее один 
из ингибиторов киназы GSK3 уже успешно исполь-
зовали для получения индуцированных стволовых 
клеток кожи из эпидермальных кератиноцитов [30]. 
Наконец для улучшения корнификации верхних сло-
ев трехмерной модели в культуральную среду будет 
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добавлен ИЛ-1 или онкостатин M. Эти факторы бу-
дут применены на позднем этапе культивирования. 
Как показано ранее, ИЛ-1 и онкостатин М облада-
ют способностью индуцировать гены белка S100А, 
а также стимулируют экспрессию генов Tgm1 и Ivl, 
кодирующих маркеры дифференцировки кератино-
цитов – трансглутаминазу и инволюкрин [31, 32].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты проведенного нами исследования под-
тверждают возможность использования трехмерной 
модели эпидермиса мыши для изучения псориаза. 

Экспериментальные данные свидетельствуют о том, 
что комбинация ИФНГ и ФНО вносит, по-видимому, 
больший вклад в активацию кератиноцитов мыши, 
чем ИЛ-17.  

Работа поддержана Министерством науки 
и образования Российской Федерации (грант 
№ 16.512.11.2049), федеральной программой 
«От фундаментальной науки к медицине» 

и специальной программой «Научный 
и педагогический потенциал инновационной 

России» (грант № P1309).
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РЕФЕРАТ Проведено исследование влияния эпифамина на интенсивность свободнорадикальных процессов, 
активности каспаз-1 и -3, аконитатгидратазы и на содержание цитрата в печени крыс при эксперименталь-
но индуцированном сахарном диабете 2 типа (СД2). Установлено, что под действием эпифамина при СД2 
происходит изменение параметров биохемилюминесценции, соответствующее снижению интенсивности 
свободнорадикальных процессов, а также изменение активности аконитазы и содержания цитрата в сторо-
ну значений, характерных для контрольных животных. Активности каспазы-1 и каспазы-3 в печени крыс 
с СД2, которым вводили эпифамин, были соответственно в 2.4 и 1.6 раза ниже, чем в отсутствие эпифамина. 
По-видимому, эпифамин-опосредованная коррекция свободнорадикального гомеостаза при СД2 связана 
с регуляцией уровня мелатонина – гормона, обладающего выраженной антиоксидантной активностью. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА сахарный диабет 2 типа, биохемилюминесценция, аконитатгидратаза, цитрат, каспаза, 
эпифамин.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АГ – аконитатгидратаза; АФК – активные формы кислорода; БХЛ – биохемилюми-
несценция; СД2 – сахарный диабет 2 типа.

ВВЕДЕНИЕ 
Сахарный диабет является одним из социально зна-
чимых заболеваний и остается актуальной проблемой 
как для медицинской науки, так и для здравоохране-
ния. Среди всех случаев данной патологии более 90% 
приходится на СД2. 

В патогенезе осложнений СД2 существенная роль 
принадлежит свободнорадикальному окислению био-
молекул. Скорость образования свободных радика-
лов при СД2 зависит от скорости гликозилирования 
белков, а следовательно, и от степени гипергликемии 
[1]. Одной из причин усиления свободнорадикальных 
процессов при СД2 может являться активация по-
лиолового шунта, функционирование которого свя-
зано с превращением глюкозы в сорбитол с участи-
ем альдозоредуктазы. В условиях гипергликемии 
свободные радикалы также образуются в процессе 
аутоокисления глюкозы при формировании конеч-
ных продуктов гликозилирования, которые, в свою 
очередь, участвуют в патогенезе ангиопатий, способ-
ствуют нарастанию ишемии и интенсификации сво-
боднорадикальных процессов в тканях при СД2 [1]. 
Усиление гликозилирования гемоглобина приводит 
к вторичной тканевой гипоксии [2]. 

Нарушение окислительно-восстановительного го-
меостаза при СД2 может являться причиной акти-

вации процессов запрограммированной клеточной 
гибели – апоптоза, характеризующегося активаци-
ей каскада внутриклеточных цистеиновых протеаз, 
известных как каспазы. Каспазы – семейство эво-
люционно консервативных протеаз, специфически 
расщепляющих белки после остатков аспарагино-
вой кислоты [3]. В частности, с участием каспазы-3 
подвергается протеолизу ингибитор ДНКазы, от-
ветственной за фрагментацию ДНК (CAD). Каспазы 
вызывают также гидролиз белков ламинов, арми-
рующих ядерную мембрану, что ведет к конденса-
ции хроматина. Они участвуют в разрушении белков, 
поддерживающих структурно-функциональное со-
стояние цитоскелета, а также в инактивации и нару-
шении регуляции белков, участвующих в репарации 
ДНК, сплайсинге мРНК и репликации ДНК. При этом 
ключевой каспазой является каспаза-3 (cpp32), 
и оценка активности каспазы-3 – один из основных 
методов определения уровня апоптоза в ткани [4]. 
Кроме того, важной характеристикой процесса апоп-
тоза является активность каспазы-1 (ICE), относя-
щейся к группе каспаз-активаторов цитокинов. 

Известно, что одна из чувствительных мишеней 
действия свободных радикалов – это аконитатгидра-
таза (АГ), выполняющая основную роль в регуляции 
накопления цитрата [5]. Показано, что в условиях 
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активации свободнорадикального окисления регу-
ляция активности АГ претерпевает существенные 
изменения, происходит угнетение активности фер-
мента и накопление цитрата, являющегося низко-
молекулярным антиоксидантом вследствие хела-
тирующих свойств по отношению к ионам Fe2+ [6]. 
Ионы Fe2+, как известно, обладают прооксидантной 
активностью, так как, участвуя в реакциях Фенто-
на и Хабера–Вайса, приводят к образованию одной 
из наиболее агрессивных и опасных активных форм 
кислорода (АФК) – гидроксильного радикала [7]. 

Актуальным является применение препара-
тов, способных снижать интенсивность свободно-
радикальных процессов в  организме. Препарат 
эпифамин – пептидный биорегулятор, тропный 
к  эпиталамо-эпифизарной области. Он относится 
к классу цитомединов. Эти пептиды не только ока-
зывают положительное действие на иммунную си-
стему, нормализуют жировой и углеводный обмен, 
но также способны осуществлять коррекцию уровня 
эндогенного мелатонина [8, 9]. Один из основных био-
химических механизмов действия мелатонина на клет-
ки – антиоксидантный. Мелатонин является актив-
ным донором электронов, а  также эффективным 
перехватчиком радикалов: ОН•, ООН, O2

•− , синглет-
ного кислорода, NО•, ОNOО¯ [10]. В отличие от боль-
шинства других внутриклеточных антиоксидантов, 
локализующихся преимущественно в определенных 
клеточных структурах, присутствие мелатонина 
и, следовательно, его антиоксидантная активность 
определены во всех клеточных структурах, вклю-
чая ядро [11]. Этот факт свидетельствует об универ-
сальности антиоксидантного действия мелатонина, 
а также выраженных протективных свойствах, обе-
спечивающих защиту от свободнорадикального по-
вреждения ДНК, белков и липидов. 

В данной работе проведено исследование влияния 
эпифамина на интенсивность свободнорадикальных 
процессов, активности каспаз-1 и -3, аконитатгидра-
тазы и на содержание цитрата в печени крыс с экс-
периментальным СД2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объекта исследования использовали бе-
лых крыс-самцов (Rattus rattus L.) массой 150–200 г. 
Все экспериментальные процедуры были выполне-
ны в соответствии с правилами гуманного обращения 
с лабораторными животными и в соответствии с сани-
тарными правилами для вивария. СД2 индуцировали 
внутримышечным введением протамина сульфата 
в течение 3 недель в дозе 10 мг/кг массы тела живот-
ного в объеме 0.5 мл 0.9% NaCl 3 раза в сутки [12].

В ходе эксперимента животные были разделены 
на три группы: группу 1 (n = 8) составляли контроль-

ные животные; группу 2 (n = 8) – животные с СД2; 
в группе 3 (n = 8) животным с СД2 внутрибрюшинно 
вводили эпифамин в виде раствора в 1 мл 0.9% рас-
твора NaCl трижды в день в дозе 2.5 мг/кг на 15, 17 
и 19 день эксперимента. Через 3 недели после начала 
индуцирования СД2 наркотизированных животных 
всех экспериментальных групп умерщвляли и ис-
пользовали для дальнейших исследований. Для из-
влечения печени крысам под наркозом производили 
лапаротомию, затем под портальную вену подводи-
ли лигатуру, надсекали и кaнюлировали ее на 10 мм 
ниже синуса, переднюю полую вену пересекали 
в диафрагмальной области и перфузировали печень 
ледяным изотоническим раствором со скоростью 
5 мл/мин в течение 5 мин. Навеску ткани гомогенизи-
ровали путем растирания ткани в фарфоровой ступ-
ке с кварцевым песком в 4-кратном объеме охлаж-
денной среды выделения. Среда имела следующий 
состав: 0.1 М Трис-НСl-буфер (рН 7.8), содержащий 
1 мМ EDTA и 1% β-меркаптоэтанол. Гомогенат цен-
трифугировали при 10000 g в течение 12 мин. Супер-
натант использовали для исследования.

Содержание глюкозы в  сыворотке крови крыс 
определяли глюкозооксидазным методом с помощью 
набора реактивов «ГЛЮКОЗА-12-ВИТАЛ» (произ-
водитель ООО «Витал-Диагностикс», СПб., Россия). 
Пробы крови брали из хвостовой вены на 15, 17 и 19 
день эксперимента [13]. Сыворотку получали крат-
ковременным центрифугированием.

Для определения интенсивности свободноради-
кальных процессов применяли метод индуцированной 
биохемилюминесценции (БХЛ) [14]. Кинетическую 
кривую БХЛ регистрировали на биохемилюминоме-
тре БХЛ-07 с программным обеспечением в течение 
30 с и определяли следующие параметры: свето-
сумму хемилюминесценции (S), соответствующую 
площади под кривой хемилюминесценции; интенсив-
ность максимальной вспышки (Imax

) – максимальное 
значение на кривой биохемилюминесценции, харак-
теризующие интенсивность свободнорадикальных 
процессов, а также величину тангенса угла наклона 
касательной к кривой хода БХЛ (tgα2), характери-
зующую общую антиоксидантную активность. 

Среда для определения интенсивности БХЛ имела 
следующий состав: 0.4 мл 0.02 мМ калий-фосфатного 
буфера (рН 7.5), 0.4 мл 0.01 мМ FeSO

4
 и 0.2 мл 2% 

раствора пероксида водорода (вносимого непосред-
ственно перед измерением). Исследуемый материал 
вносили в количестве 0.1 мл непосредственно перед 
измерением до внесения пероксида водорода.

Определение активности каспаз-1 и -3 проводи-
ли с помощью набора реактивов Caspase 1 Assay Kit, 
Colorimetric и Caspase 3 Assay Kit, Colorimetric со-
ответственно (Sigmа) на спектрофотометре Hitachi 
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U1900 с программным обеспечением. Колориметриче-
ский анализ активности каспаз основан на гидролизе 
пептидного субстрата ацетил-Tyr-Val-Ala-Asp-п-
нитроанилида (Ac-YVAD-pNA) (в случае каспа-
зы-1) и ацетил-Asp-Glu-Val-Asp-п-нитроанилида 
(Ac-DEVD-pNA) (в случае каспазы-3) с образовани-
ем п-нитроанилина, имеющего максимум поглоще-
ния при 405 нм (молярный коэффициент поглощения 
= 10.5). Активность каспаз выражали в пикомолях 
продукта, образующегося в 1 мин, в расчете на 1 мг 
белка.

Aктивность AГ определяли на спектрофотометре 
Hitachi U1900 при длине волны 233 нм. О скорости 
дегидратации цитрата в ходе АГ-реакции судили 
по  возрастанию оптической плотности в  резуль-
тате образования двойной связи в молекуле цис-
аконитата. Определение активности АГ проводи-
ли в 50 мМ Трис-НCl-буфере, pН 7.8, содержащем 
0.15 мМ цитрат. За единицу ферментативной актив-
ности (Е) принимали количество фермента, катали-
зирующего образование 1 мкмоль продукта реакции 
за 1 мин при температуре 25°С.

Количество цитрата определяли по  методу 
Нательсона [15]. В  основе метода лежит реакция 
бромирования цитрата в присутствии перманганата 
калия с  образованием пентабромацетона, кото-
рый образует окрашенный комплекс с тиомочеви-
ной. Интенсивность окраски этого соединения из-
меряли спектрофотометрически при длине волны 
430 нм на спектрофотометре Hitachi U1900. Расчет 
производили по калибровочной кривой. 

Общий белок определяли биуретовым методом. 
Статистическую достоверность различий оценивали 
с помощью t-критерия Стьюдента. Статистически до-
стоверными считали различия при р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Установлено, что введение протамина сульфата экс-
периментальным животным приводило к увеличению 
содержания глюкозы в сыворотке крови. Использова-
ние эпифамина в качестве протектора способствова-
ло снижению уровня гипергликемии у крыс с экспе-
риментально индуцированным СД2: на 19 сут после 
начала эксперимента содержание глюкозы в крови 
у животных с СД2, получавших эпифамин, было в 1.8 
раза ниже, чем у больных животных, не получавших 
эпифамин (таблица). Это может быть связано со 
способностью эпифамина увеличивать уровень ме-
латонина в организме. Как известно, мелатонин спо-
собен стимулировать транспорт глюкозы в скелет-
ные мышцы, активируя IRS-1/PI-3-киназный путь, 
в результате чего снижается содержание глюкозы 
в крови [16]. 

Согласно полученным данным, значения светосум-
мы БХЛ (S) и интенсивности максимальной вспышки 
БХЛ (Imax

) в печени крыс с СД2 в 2.6 и 2.1 раза превы-
шали соответствующие показатели у контрольных 
животных (рис. 1А, Б), что свидетельствует о возрас-
тании интенсивности свободнорадикального окисле-
ния. Согласно данным литературы, при СД2 имеет 
место активация полиолового пути, в котором глю-
коза превращается в сорбитол с участием альдозо-

Рис. 1. Параметры биохемилюминесценции: светосумма медленной вспышки (S) (А), интенсивность максималь-
ной вспышки (I

max
) (Б), тангенс угла наклона касательной к кинетической кривой хода биохемилюминесценции 

(tgα
2
) (В) в печени крыс контрольной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа, СД2 (2) и при введении 

эпифамина животным с СД2 (3). Различия статистически достоверны при p ≤ 0.05: * – по сравнению с контроль-
ной группой, ** – по сравнению с группой с СД2
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редуктазы. Под действием сорбитолдегидрогеназы 
сорбитол превращается во фруктозу, что сопрово-
ждается увеличением соотношения NADН/NAD+, 
как и при развитии тканевой гипоксии. Данное со-
стояние получило название «редуктивный стресс», 
или «гипергликемическая псевдогипоксия» [2]. След-
ствием данного состояния может быть изменение 
степени восстановленности компонентов электрон-
транспортной цепи, приводящее к повышению веро-
ятности образования АФК. 

В печени животных с СД2 выявлено также уве-
личение в 2.1 раза по сравнению с контрольными 
животными значения tgα

2
 – параметра БХЛ, харак-

теризующего общую антиоксидантную активность 
(рис. 1В). Введение эпифамина крысам с СД2 при-
водило к снижению значений S и I

max
 в печени в 1.9 

и 1.7 раза соответственно (рис. 1А,Б). Регистрируемое 
снижение уровня свободнорадикального окисления 
может быть результатом проявления антиоксидант-
ных свойств мелатонина, уровень которого способен 
регулировать эпифамин. Согласно литературным 
данным, мелатонин может взаимодействовать с ря-
дом активных кислородных метаболитов, в частно-

сти, нейтрализовать гидроксильный радикал – одну 
из самых реакционноспособных АФК [10, 17]. 

Кроме того, у животных с СД2, получавших эпифа-
мин, значения tgα

2
 были в 1.5 раза ниже, чем у боль-

ных животных, не получавших эпифамин. Это, оче-
видно, связано с уменьшением степени мобилизации 
антиоксидантной системы вследствие торможения 
свободнорадикальных процессов. 

Установлено, что в печени животных с экспери-
ментальным СД2 происходит увеличение удельной 
активности каспазы-1 в 6.0 раза, каспазы-3 – в 2.7 
раза (рис. 2). Это свидетельствует об усилении апоп-
тотических процессов в клетках печени. Повышение 
активности каспазы-3 в печени крыс также отмечено 
при действии четыреххлористого углерода [18].

При введении эпифамина животным с СД2 наблю-
далось уменьшение активности каспазы-1 в печени 
в 2.4 раза, каспазы-3 – в 1.6 раза по сравнению с соот-
ветствующими значениями у животных с СД2, не по-
лучавших эпифамин (рис. 2). 

Таким образом, результаты исследований свиде-
тельствуют о снижении уровня апоптотических про-
цессов в печени крыс с СД2 при действии эпифамина, 

Концентрация глюкозы в сыворотке крови крыс экспериментальных групп животных на 15, 17 и 19 день экспери-
мента 

Группа животных
Концентрация глюкозы, мМ

15 день 17 день 19 день

1 (контроль) 5.00 ± 0.24 5.26 ± 0.23 5.5 ± 0.26

2 9.02 ± 0.41 9.72 ± 0.43 13.74 ± 0.64

3 8.18 ± 0.38 7.92 ± 0.36 7.71 ± 0.34

Рис. 2. Активность 
каспазы-1 (А) и ка-
спазы-3 (Б) в печени 
крыс контрольной 
группы (1), животных 
с сахарным диабе-
том 2 типа, СД2 (2) 
и при введении эпифа-
мина животным с СД2 
(3). Различия стати-
стически достоверны 
при p ≤ 0.05: 
* – по сравнению 
с контрольной груп-
пой, ** – по сравне-
нию с группой с СД2
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что, возможно, связано со снижением скорости сво-
боднорадикальных процессов при введении эпифа-
мина.

Результаты проведенных исследований показали, 
что при СД2 в печени крыс происходит увеличение 
содержания цитрата в 2.3 раза (рис. 3) по сравнению 
с контрольными значениями. Также наблюдалось 
снижение удельной активности аконитазы в пече-
ни животных с СД2 в 1.9 раза и активности, выра-
женной в виде Е/г сырой массы, в 1.5 раза относи-
тельно контроля (рис. 4). Известно, что активность 
АГ может служить маркером окислительного стрес-
са, так как под действием АФК фермент теряет ак-
тивность вследствие окислительной модификации 
активного центра и высвобождения атома железа 
из  железосерного кластера [5]. Полученные дан-
ные об изменении активности АГ и уровня цитрата 
при СД2 согласуются с результатами измерения па-
раметров БХЛ, подтверждающими, что в условиях 
развития СД2 наблюдается интенсификация свобод-
норадикального окисления. 

Введение эпифамина крысам с  СД2 приводи-
ло к снижению уровня цитрата в печени в 1.9 раза 
(рис. 3) и увеличению в 1.6 раза удельной активности 
АГ (рис. 4А) по сравнению с соответствующими пока-
зателями у животных с СД2, не получавших эпифа-
мин. Активность АГ, выраженная в Е/г сырой массы 
печени, также увеличилась в 1.4 раза по сравнению со 
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Рис. 3. Содержание цитрата в печени крыс контроль-
ной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа, 
СД2 (2) и при введении эпифамина животным с СД2 
(3). Различия статистически достоверны при p ≤ 0.05: 
* – по сравнению с контрольной группой, ** – по срав-
нению с группой с СД2

Рис. 4. Активность аконитатгидратазы, выраженная 
в Е/мг белка (А) и в Е/г сырой массы (Б), в печени 
крыс контрольной группы (1), животных с сахарным 
диабетом 2 типа, СД2 (2) и при введении эпифамина 
животным с СД2 (3). Различия статистически досто-
верны при p ≤ 0.05: * – по сравнению с контрольной 
группой, ** – по сравнению с группой с СД2
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второй экспериментальной группой (рис. 4Б). Изме-
нение исследуемых параметров в сторону контроль-
ных значений при введении эпифамина животным 
с СД2, очевидно, свидетельствует о снижении уровня 
окислительного стресса, что ведет к реконструкции 
активного центра АГ и утилизации цитрата в ката-
лизируемой АГ реакции. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные данные указывают на способность эпи-
фамина оказывать позитивное регулирующее воз-
действие на свободнорадикальный гомеостаз путем 
снижения степени выраженности окислительного 
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стресса при экспериментальном СД2 у крыс. Об этом 
свидетельствует изменение в сторону нормы пока-
зателей БХЛ – I

max
 и S, характеризующих интен-

сивность свободнорадикальных процессов, значений 
tgα

2
, отражающих общую антиоксидантную актив-

ность; активностей каспазы-1 и каспазы-3, свиде-
тельствующих о скорости апоптотических процессов, 
а также активности АГ и уровня цитрата в печени 
крыс с СД2. 
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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 интер-
вала, 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.

Краткое сообщение должно содержать постановку зада-
чи, экспериментальный материал и выводы. Объем кратко-
го сообщения не должен превышать 12 000 знаков (8 стра-
ниц формата А4 вместе с таблицами и списком литературы 
не больше 12 источников).  Число рисунков не должно пре-
вышать четырех. 

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 инициалов 
авторов, названий организаций, реферата, ключевых слов, 
сокращений, списка литературы и подписей к рисункам.

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 ••
отражать следующее: постановка проблемы, описание 
экспериментальных методов, возможность практиче-
ских приложений, возможность постановки новых задач. 
Средний объем реферата составляет 20 строк (примерно 
1500 знаков).
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 – гра-
дус). 
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», ••
«интервал» или «химическая связь» пробелами не от-
биваются.
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) пишутся ••
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 фор-••
мате 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 приводятся 
даты поступления рукописи в редакцию и принятия рукопи-
си 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 до-
пускаются замены текста, рисунков или таблиц. Если это все же 
необходимо, то данный вопрос решается с редколлегией.

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

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

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

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

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

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

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

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

Для связи с редакцией следует использовать сле-
дующие электронные адреса: vera.knorre@gmail.com, 
actanaturae@gmail.com, телефоны: (495) 727-38-60, 
(495) 930-87-07.


