
а
п

р
е

л
ь

–и
ю

н
ь

 2
01

2 
ТО

М
 4

 №
 2

 (1
3)

апрель–июнь 2012 ТОМ 4 № 2 (13) ISSN 2075-8243

Фактор свертывания крови IX  
для терапии гемофилии В

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ: 
ДОСТИГНУТЫЕ РУБЕЖИ И НОВЫЕ ГОРИЗОНТЫ

СТР. 36

ФУНКЦИИ ТЕЛОМЕРАЗЫ: УДЛИНЕНИЕ 
ТЕЛОМЕР И НЕ ТОЛЬКО  

СТР. 44



ТОМ 4  № 2 (13)  2012 | ActA nAturAe | 1

Письмо редакторов

Уважаемые читатели!
Итак, мы подошли к выходу 13-го 
номера нашего журнала. Несмотря 

на эту цифру, полагаем, что этот номер 
для нас счастливый – наконец-то наша дли-
тельная борьба за включение в PubMed за-
кончена – вы можете видеть содержание, 
абстракты и полные тексты всех статей 
«Acta naturae» в этой базе данных. Поздрав-
ляем всех авторов, читателей и издателей 
нашего журнала с этим знаменательным 
событием – теперь «Acta naturae» стала 
по-настоящему полноценным изданием! 
Будем надеяться, что со временем журнал 
приобретет и достойный импакт-фактор – 
это в первую очередь зависит от качества 
вашей работы, уважаемые авторы! 

Теперь о текущем номере. «Форум» по-
священ важной для всех теме – публика-
ционной активности российских ученых 
в ведущих мировых журналах и крите-
риям качества этих журналов. Не секрет, 
что не всегда хорошие результаты наших 
ученых получают достойное завершение 
в виде публикаций в высокорейтинговых 
международных журналах. Полагаем, 
что материалы «Форума» дадут объектив-
ное представление о сложившейся ситуа-
ции, а также окажут помощь в решении 

достаточно сложных вопросов публикова-
ния. 

Научная часть журнала, как всегда, от-
крывается обзорами, которых на этот раз 
три. Прежде всего, это публикация патри-
арха отечественной физико-химической 
биологии академика Д.Г. Кнорре. Название 
обзора не требует комментариев. Полагаем, 
что эта публикация будет интересна всем. 
Остальные обзоры посвящены актуаль-
ным задачам современной науки о жизни. 
Как всегда, значительная доля номера по-
священа медицинским приложениям рас-
сматриваемых проблем, что, безусловно, 
отражает общемировые тенденции. 

Возвращаясь к началу этой заметки – по-
явлению «Acta naturae» в PubMed, хочется 
призвать будущих авторов нашего журнала 
к публикациям только высокого качества, 
как это было до сих пор. Редакция со своей 
стороны будет по-прежнему доброжела-
тельно, но строго подходить к получаемым 
от вас материалам. Выражаем надежду, 
что сотрудничество между всеми нами при-
несет хорошие плоды! 

До встречи в следующем номере «Acta 
naturae»! 

Редакционная коллегия
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АНОНСЫ

Участие гена TGFB1 в формировании предрасположенности 
к инфаркту миокарда

Р. М. Барсова, Б. В. Титов, Н. А. Матвеева, 
А. В. Фаворов,  И. Н. Рыбалкин, Т. Н. Власик, 
Э. М. Тарарак, Т. С. Сухинина, Р. М. Шахнович, 
М. Я. Руда, О. О. Фаворова
Проведен анализ частот встречаемости аллелей и ге-
нотипов полиморфных участков гена трансформирую-
щего фактора роста бета 1 (TGFB1), влияющих на уро-
вень продукции цитокина tGF-β1 у больных инфарктом 
миокарда, русских по этнической принадлежности. По-
лученные результаты свидетельствуют о важной роли 
гена TGFB1 в формировании предрасположенности к 
инфаркту миокарда, в том числе к раннему и повтор-
ным.

Частоты носительства аллелей и генотипов поли-
морфного участка 869T>C гена TGFB1 у пациен-
тов с инфарктом миокарда и индивидов контроль-
ной группы.

Построение механистической полноатомной 
модели апуриновой/апиримидиновой 
эндонуклеазы человека APE1 для 
виртуального скрининга новых ингибиторов

Asn212

His309

Asp210

AP-сайт

Mg2+

И. Г. Халиуллин, Д. К. Нилов, И. В. Шаповалова, В. К. Швядас
Создана полноатомная молекулярная модель апуриновой/апиримидиновой 
эндонуклеазы 1 (APe1) человека – одного из ключевых ферментов системы 
репарации ДНК. В результате обобщения расчетных и экспериментальных 
данных обоснован выбор механизма действия APe1 с остатком Asp210 в 
качестве акцептора протона. Выявлены взаимодействия в активном центре, 
наиболее важные для связывания субстрата и потенциальных ингибиторов 
APe1.

Активный центр полноатом-
ной модели фермент-
субстратного комплекса APE1.

Cоздание ингибиторов системы секреции типа III 
C. trachomatis, подавляющих развитие острой и хронической 
хламидийной инфекции

Контроль CL-55 CL-55 CL-55
 12.5 мкМ 25 мкМ 50 мкМ

A

Б

Н. А. Зигангирова, Е. С. Заякин, Л. Н. Капотина, 
Е. А. Кост, Л. В. Диденко, Д. Ю. Давыдова, 
Ю. П. Румянцева, А. Л. Гинцбург
Система секреции типа III (ccТТ) рассматривается 
как один из основных факторов патогенности грам-
отрицательных бактерий. ССТТ – перспективная 
мишень для разработки антибактериальных препа-
ратов широкого спектра действия, не вызывающих 
развития резистентности и эффективных при острой 
и хронической формах инфекции. Получен новый 
класс ингибиторов ССТТ хламидий, обладающих вы-
сокой ингибирующей активностью при минимальном 
повреждении эукариотической клетки. 

Дозозависимое ингибирование внутриклеточного 
цикла развития C. trachomatis при действии CL-55.
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ФОРУМ

Качество научных журналов 
и основные критерии для включения 
в информационную систему Web of 
Science компании Thomson Reuters 

В. А. Маркусова
Всероссийский институт научной и технической информации РАН, 125190, Москва, 
ул. Усиевича, 20
E-mail: markusova@viniti.ru
Поступила в редакцию 02.05.2012 г.

РЕФЕРАТ Рассмотрены основные критерии отбора научных журналов для включения их в информационную 
систему Web of Science (WoS) компании Thomson Reuters. К этим критериям относятся: соответствие жур-
нала мировым стандартам, международный состав редколлегии, цитируемость авторов и членов редколле-
гии, импакт-фактор журнала и доля самоцитируемости в нем. Отмечается необходимость единообразной 
транслитерации фамилии автора и использования унифицированного англоязычного названия и адреса 
организации, а также включения информации о финансирующей организации (номер гранта и название 
фонда). 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА научные журналы, импакт-фактор, цитируемость, самоцитируемость, критерии отбора, 
Journal Citation Report, Web of Science.

БИБЛИОМЕТРИЧЕСКИЕ 
ПОКАЗАТЕЛИ И ИХ РОЛЬ 
В ОЦЕНКЕ НАУЧНОЙ 
ДЕЯТЕЛЬНОСТИ 
ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИХ 
ОРГАНИЗАЦИЙ И УНИВЕРСИТЕТОВ
Огромные геополитические из-
менения, произошедшие за по-
следние 20 лет, и в том числе рас-
пад СССР, значительно изменили 
ландшафт мировой научной систе-
мы. С 1990-х волна либерализации 
рынка привела к созданию эконо-
мики нового типа, сопровождае-
мой беспрецедентным уровнем 
промышленной активности и ро-
ста инвестиций в сектор высоких 
технологий и связанных с этим 
структурных изменений в эко-
номике. Правительства многих 
стран, в том числе развивающих-
ся, рассматривая науку и технику 
как важнейший фактор экономи-
ческого роста и развития, поста-
вили задачу построить наукоем-
кую экономику. В опубликованном 
в январе 2012 г. Отчете Националь-
ного научного фонда США «Пока-

затели науки и техники» – Science 
& engineering Indicators-2012 
(SeI) www.nsf.gov – представлена 
детальная картина значительных 
изменений в численности сту-
дентов, аспирантов, пост-доков1  
и исследователей как в США, 
так и в других индустриальных 
и развивающихся странах, при-
ведена впечатляющая статистика 
об инвестициях в науку в США, 
Европейском союзе, Китае, России 
и других ведущих странах мира. 
Рассмотрены меры, принятые раз-
вивающимися странами, для раз-
вития инфраструктуры науки 
и техники (S&t), стимулирования 
промышленных исследований 
и разработок (r&D), расширения 
системы высшего образования 
и построения национальных си-
стем фундаментальных исследо-
ваний, а также открытия своих 
рынков для торговли и иностран-

1 Пост-док – это исследователь, получив-
ший степень PhD и продолжающий исследо-
вательскую и педагогическую деятельность 
в университете.

ных инвестиций. Вследствие эко-
номического кризиса инвестиции 
в инновационные исследования 
и разработки подвергаются эко-
номическому прессингу, в связи 
с чем все большее внимание уде-
ляется возможностям измерения 
результативности и эффектив-
ности национальных инноваци-
онных систем. Специальная 5-я 
глава Отчета посвящена библио-
метрической статистике, характе-
ризующей уровень исследований 
и разработок (r&D) в этих стра-
нах. Эта статистика построена 
на основе данных, содержащихся 
в расширенной версии Указате-
ля научных ссылок по естествен-
ным наукам и технике – Science 
citation Index-expanded (ScI-e), 
и в расширенной версии Указа-
теля научных ссылок по обще-
ственным наукам – Social Science 
citation Index-expanded (SScI-e), 
входящих в состав информацион-
ной системы «Паутина науки» – 
Web of Science (WoS) компании 
thomson reuters (далее tr). 
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Публикация в престижном 
международном журнале, вклю-
ченном в WoS, является наиболее 
надежным способом доведения 
результатов исследования до ми-
рового научного сообщества. От-
метим, что среди специалистов, 
занимающихся оценками резуль-
тативности научной деятельности, 
все научные журналы, включен-
ные в WoS, называются «между-
народными». Престиж научного 
журнала или его информационная 
значимость оценивается величи-
ной импакт-фактора журнала 
(ИФ). 

В соответствии с Постанов-
лением Президиума РАН № 211 
от 12.10.2010 г. «О создании комис-
сии по оценке результативности 
деятельности научных организа-
ций» институты РАН собирают 
обширную статистику, включая 
и библиометрические показатели: 
количество публикаций сотрудни-
ков института в различных базах 
данных (БД), цитируемость и сред-
невзвешенный ИФ организации. 
В журнале «Вестник РАН» [1] об-
суждались «подводные камни», 
возникающие при использовании 
этих показателей, и отмечалось, 
что оценки результативности на-
учной деятельности должны быть 
основаны на решениях экспертов 
в соответствующей области зна-
ния, а библиометрические показа-
тели служат лишь дополнитель-
ным инструментом для принятия 
решений. 

Разразившийся в 2008 г. ми-
ровой экономический кризис 
вынудил многие зарубежные 
финансирующие организации, 
поддерживающие фундаменталь-
ные исследования, усилить внима-
ние к библиометрии как объектив-
ному источнику качества научной 
продукции. Например, в Велико-
британии агентство по оценке ре-
зультативности научных иссле-
дований (uK research Assessment 
exercises) связывает распреде-
ление финансирования универ-

ситетов с показателями научной 
продуктивности. Наблюдается 
также тенденция усиления вни-
мания руководства университе-
тов к публикациям в престижных 
международных научных журна-
лах с высоким импакт-фактором. 
К сожалению, негативным по-
следствием этой тенденции стало 
прекращение выпуска ряда на-
циональных научных журналов 
по общественным наукам в Нидер-
ландах [2].

Историческим моментом в ис-
пользовании информационных по-
токов научной литературы, состо-
ящих из статей и содержащихся 
в них ссылок, стало опубликование 
в 1955 г. д-ром Ю. Гарфилдом ста-
тьи в журнале «Science» [3], в ко-
торой он изложил концепцию ука-
зателя научных ссылок. В 1963 г. 
состоялся выпуск эксперимен-
тального Указателя научных 
ссылок – «Science citation Index» 
(ScI) – по естественным наукам 
и технике. В 1964 г. принадлежав-
ший Ю. Гарфилду Институт на-
учной информации – Institute for 
Scientific Information (ISI) – на-
чал регулярно публиковать ScI. 
С 2001 г. ISI принадлежит ком-
пании thomson reuters – лидеру 
на рынке мировой индустрии ин-
формационных ресурсов.

Научное сообщество довольно 
быстро оценило возможности ис-
пользования огромных массивов 
библиографической информации 
как инструмента оценки эффек-
тивности научной деятельности 
стран, университетов и научных 
организаций. Впервые библиоме-
трические показатели результа-
тивности науки в США и других 
странах мира были опубликованы 
в Отчете «Показатели науки» – 
«Science Indicators», подготовлен-
ном Национальным научным фон-
дом США в 1972 г., и с тех пор 
выпускаются регулярно раз в два 
года. С 1996 г. эти отчеты называ-
ются Science & engineering Indi-
cators (SeI).

Принцип построения всех ин-
формационных продуктов, вы-
пускаемых ISI, основан на том, 
что с конца XIX века статья, опу-
бликованная в научном журнале, 
считается формой научной комму-
никации. Известная американская 
поговорка «Публикуйся или по-
гибнешь» – свидетельство того, 
что количество опубликованных 
статей служит значимым факто-
ром профессионального призна-
ния исследователя и способствует 
его продвижению по служебной 
лестнице. Нобелевский лауреат 
академик В.Л. Гинзбург отмечал, 
что «необходимое условие успе-
хов в научной работе, а конкрет-
но, в обеспечении международного 
признания этих успехов – свое-
временная публикация этих работ 
и поддержка лучших из них» [4]. 

В наши дни, как и 100 лет назад, 
научная статья содержит ссылки 
на работы предшественников. От-
сутствие ссылок рассматривает-
ся как один из признаков низкой 
квалификации начинающего ав-
тора и затрудняет публикацию 
статьи в научном журнале. Когда 
автор ссылается на работу других 
ученых, он тем самым указывает 
на концептуальное тематическое 
соотношение между своей и ци-
тированными работами. Ссылки, 
не являясь строго формализован-
ным языком, позволяют устанав-
ливать внутренние смысловые 
связи между публикациями [5]. 

Десятки тысяч статей, заме-
ток, писем в редакцию и обзоров, 
которые публикуются ежедневно 
в научных журналах, и миллио-
ны ссылок между этими статьями 
обеспечивают путь проникнове-
ния в коммуникацию знания, спо-
собствуют процессам его распро-
странения в науке и получению 
эмпирических данных о значимо-
сти исследования и научной ак-
тивности «единицы» производства 
знания.

По мере накопления колоссаль-
ных массивов библиографической 
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информации в ISI и одновремен-
ного интенсивного развития вы-
числительной техники в США 
появилась возможность создания 
нового информационного продук-
та, основанного на взаимосвязях 
научных журналов. Указатель 
цитируемости научных журна-
лов – Journal citation reports 
(Jcr) по естественным и техниче-
ским наукам, содержащий стати-
стику по 3000 научных журналов, 
был выпущен впервые в 1975 г. 
и с тех пор издается ежегодно. 
С 1978 г. публикуется специаль-
ная версия этого Указателя по об-
щественным наукам Jcr-Social 
Sciences. «Сейчас, – сказал Ю. 
Гарфилд, – многие ученые и ре-
дакторы делают ужасную ошибку, 
когда думают, что ScI был создан 
только для того, чтобы произво-
дить его побочный продукт Jcr. 
Основная цель этих ресурсов – 
информационное обеспечение 
исследователей, хотя массивы 
библиографических записей яв-
ляются неоценимым источником 
наукометрической информации» 
[6]. Впервые понятие «импакт-
фактор» (ИФ) было предложено 
Ю. Гарфилдом совместно с д-ром 
И. Шером (Irving Sher) в 1955 г. 
[7]. Введение этого термина спо-
собствовало более качественному 
отбору научных журналов, осу-
ществляемому библиотеками и ин-
формационными службами. ИФ 
быстро стал популярен как символ 
научного престижа журнала, хотя 
его значения сильно различаются 
в зависимости от области знания 
и его релевантности предметной 
области.

Создание и развитие методов 
анализа библиографической ин-
формации привели к появлению 
новой научной дисциплины – на-
укометрии. Как отмечал Ю. Гар-
филд, «мы являемся свидетелями 
превращения библиометрических 
исследований в новую отрасль 
индустрии – оценку результа-
тивности научных исследований, 

выполняемых в университет-
ских и научных коллективах» 
[6]. И хотя в научном сообществе 
растет недовольство увлечением 
бюрократов из различных фондов 
и министерств всевозможными 
рейтингами и оценками, влияние 
этих показателей на финансиро-
вание фундаментальной науки 
в мире все более заметно. 

За последние 10 лет прогресс 
в развитии баз данных и инфор-
матизация практически всех со-
циальных институтов и процес-
сов привели к созданию сетевых 
технологий, позволяющих рабо-
тать с колоссальными массивами 
информации. Примером такой 
сетевой технологии является ин-
формационная платформа «База 
знаний» – Web of Knowledge 
(WOK), одна из составляющих ко-
торой – информационная система 
Web of Science (WoS), включает 
расширенные версии Указате-
ля ScI-expanded, Social Science 
citation Index-expanded и Art & 
Humanities citation Index. В на-
стоящее время WoS является 
крупнейшей базой данных по ци-
тированию, в которой индекси-
руются более 800 млн ссылок 
в статьях, опубликованных с 1900 
по 2010 г. Для подготовки WoS 
обрабатываются 12600 научных 
журналов. Достигнутый уровень 
развития сетевых технологий по-
зволяет использовать колоссаль-
ные массивы информации в инте-
ресах решения наукометрических 
задач. По существу, мы можем 
говорить о становлении «сетевой» 
наукометрии. Сетевая технология 
позволяет получить более адек-
ватные оценки вклада российской 
науки в мировую сокровищницу 
знаний. 

В 2005 г. известная компания 
по изданию научной литературы 
elsevier (Нидерланды) создала 
и разместила в Интернете инфор-
мационную систему ScOPuS, в со-
став которой вошли научные ста-
тьи и содержащиеся в них ссылки 

из 18000 научных журналов начи-
ная с 1996 г. Для подготовки этой 
системы используются 230 россий-
ских журналов. Система ScOPuS 
обрабатывает больше российских 
журналов, чем Web of Science, 
однако она страдает значитель-
ными недостатками, в частности, 
получить надежные результаты 
при поиске по названиям россий-
ских научных организаций и РАН 
в целом чрезвычайно сложно. Зна-
чительная часть журналов, вклю-
ченных в БД ScOPuS, не отлича-
ется высоким качеством. Однако 
компания elsevier очень активно 
действует на постсоветском про-
странстве, организуя многочис-
ленные семинары для потенци-
альных пользователей. Процедура 
поиска организаций в этой системе 
сложнее, чем в ScI. Войти в систе-
му ScOPuS научному журналу 
значительно легче, чем в Web of 
Science, так как «пороговые крите-
рии» в этой БД существенно ниже. 
Отметим, что все сопоставитель-
ные оценки о вкладе националь-
ной науки в мировую и рейтинги 
университетов основаны на биб-
лиометрических показателях 
Web of Science. Мониторинг этих 
библиометрических показателей 
проводится во всех промышленно 
развитых странах. Данные о на-
учной продуктивности помогают 
принимать стратегические реше-
ния о том, в каких направлениях 
должны развиваться научные ис-
следования, оценивать позиции 
научной организации или универ-
ситета по отношению к мировым 
стандартам в той или иной обла-
сти знания.

ТРЕБОВАНИЯ К НАУЧНЫМ 
ЖУРНАЛАМ ДЛЯ ВКЛЮЧЕНИЯ 
В ИНФОРМАЦИОННУЮ СИСТЕМУ 
WEB of SCIENCE (WoS)
Предлагая журнал для включения 
в любой зарубежный информа-
ционный ресурс, нужно помнить 
о миссии журнала как основного 
канала коммуникации науки. Би-
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блиографическая информация 
(включая почтовый и электрон-
ный адрес автора, место рабо-
ты и источник финансирования) 
и все ссылки в журнале широко 
используются для сбора библио-
метрической информации и рас-
сматриваются как показатели 
результативности научной дея-
тельности, этим параметрам при-
дается большое значение. 

Научный журнал выполня-
ет различные функции, которые 
в целом дают представление: 

– о направлениях развития 
науки и ее достижениях, ее кон-
курентоспособности и степени 
интеграции в мировое научное со-
общество; 

– о публикационной активности 
авторов;

– о публикационной активности 
и рейтинге организаций;

– о степени признания и уровне 
публикаций в мировом сообществе 
по данным их цитирования;

– о качестве национальных 
журналов в сравнении с мировым 
потоком изданий в соответствую-
щей предметной области и т.д. 

Теоретической основой для от-
бора журналов в ScI послужили 
исследования английского библи-
ографа С. Брэдфорда. В 1930 г. он 
сформулировал одну из важней-
ших закономерностей в распреде-
лении публикаций в научной пери-
одике – закон рассеяния. Согласно 
этому закону, в списке журналов, 
относящихся к какой-либо тема-
тике и расположенных в порядке 
убывания числа статей по задан-
ному вопросу, можно выделить 
три зоны, содержащие одинаковое 
число статей по заданному вопро-
су. Эти зоны различаются количе-
ством и качеством составляющих 
их журналов: в первую зону (зону 
ядра) входят профильные журна-
лы, посвященные непосредствен-
но заданной тематике; во вторую 
зону – журналы, частично по-
священные смежным областям 
знания; в самую многочисленную, 

третью зону – журналы, темати-
ка которых далека от заданного 
предмета. Количество журналов 
в этих трех зонах соотносится 
как 1 : n : n2, где n зависит от те-
матики [8]. Именно эта закономер-
ность является одним из основных 
принципов комплектования фон-
дов библиотек и деятельности всех 
информационных служб. 

Например, анализ 7621 жур-
нала, входящего в БД «Указатель 
цитируемости научных журна-
лов» – Journal Citation Reports 
(JCR), за 2008 г. показал, что ме-
нее 300 журналов получают при-
мерно 50% ссылок и содержат око-
ло 30% опубликованных статей. 
Ядро, состоящее из 3000 науч-
ных журналов, публикует около 
80% всех статей, из которых 90% 
были процитированы по крайней 
мере один раз. Это ядро изменя-
ется в соответствии с эволюцией 
науки, поэтому задача персонала 
компании состоит в обновлении 
списка обрабатываемых жур-
налов, идентификации и оценке 
новых журналов. При этом жур-
налы, которые стали менее по-
лезными, исключаются. 

В первые годы выпуска ScI ре-
дакторы научных журналов на-
стороженно относились к вклю-
чению их изданий в обработку 
для выпуска ScI, однако в те-
чение нескольких лет ситуация 
в корне изменилась. Признание 
научным сообществом научно-
информационного значения ScI 
и его коммерческий успех при-
вели к тому, что на Ю. Гарфил-
да обрушился поток обращений 
редакторов, смысл которых сво-
дился к одному «Не убивайте нас 
и включите в ScI» [9]. С начала 
70-х гг. на обложках научных жур-
налов впервые появилась надпись 
«включен в ScI». 

В основу принципов отбора на-
учной периодики для информаци-
онных продуктов thomson reuters 
положены три показателя, связан-
ные как с качественной, так и с ко-

личественной характеристикой 
научных журналов: 

– данные по цитируемости; 
– соответствие журнала опреде-

ленным научным и издательским 
параметрам (journal standard);

– оценка экспертов. 
Компания tr использовала по-

лученные на протяжении десяти-
летий технологические и научные 
достижения ISI, уникальной ин-
формационной службы, впервые 
начавшей обрабатывать ссылки, 
содержащиеся в научных статьях, 
письмах в редакцию, редактор-
ских колонках и рецензиях на кни-
ги, опубликованных в журналах. 
Эти данные служат незаменимым 
источником информации о коли-
чественных характеристиках, ис-
пользуемых для оценки научных 
журналов, издаваемых в течение 
длительного времени. 

Отбор новых журналов базиру-
ется, в основном, на их качествен-
ной экспертизе. Процесс оценки 
научных журналов и их исключе-
ние из системы – это непрерыв-
ный процесс. Каждые две недели 
журналы добавляются или ис-
ключаются из информационных 
продуктов tr. Ежегодно персонал 
компании изучает около 2000 наи-
менований новых научных жур-
налов и выбирает только 10–12% 
из них. 

Мониторинг журналов ведется 
непрерывно, чтобы гарантировать 
пользователю соответствие этих 
журналов высоким научным стан-
дартам и их релевантность инфор-
мационным ресурсам, в которые 
они включены. Процесс отбора 
журналов относится ко всем жур-
налам, входящим в Web of Sci-
ence, независимо от того, в какую 
БД они должны быть включены: 
Science citation Index-expand-
ed, Social Science citation Index-
expanded или Art & Humanities 
citation Index. Особое внимание 
уделяется оценке журналов по об-
щественным и гуманитарным нау-
кам вследствие специфики моде-
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лей цитируемости в этих областях 
знания (более низкие показатели 
цитируемости, чем в естественных 
науках). 

Редакторы tr, которые отвеча-
ют за оценку научных журналов, 
имеют образование в той области 
знания, с которой они работают. 
Поскольку мониторингом жур-
налов они занимаются ежеднев-
но, то они являются экспертами 
по научным журналам в соответ-
ствующих областях знания.

Заглавия научных статей
Заглавия научных статей должны 
быть информативными: 

– в заглавиях статей можно ис-
пользовать только общепринятые 
сокращения; 

– в переводе заглавий статей 
и рефератов на английский язык 
не должны использоваться транс-
литерации, за исключением не-
переводимых названий, имен соб-
ственных, названий приборов и др. 
объектов; недопустим неперево-
димый сленг. Это также касается 
авторских резюме (аннотаций) 
и ключевых слов. 

Географический аспект
Если журнал не является каким-
либо выдающимся исключением 
и его тематика представляет ин-
терес только для небольшого ре-
гиона, он вряд ли будет включен 
в ресурсы компании tr. По опы-
ту известно, что лучшие ста-
тьи из стран третьего мира были 
опубликованы в международных 
журналах, поэтому при необходи-
мости выбора одного из двух на-
учных журналов в той же самой 
предметной области предпочтение 
отдается журналу с международ-
ной ориентацией. Конечно, такая 
политика создает дополнительные 
трудности для авторов из стран 
третьего мира, пытающихся вый-
ти на международную арену. tr 
всегда упрекали, а теперь это счи-
тается общепризнанным, что эта 
служба оказывала предпочтение 

американским и западноевро-
пейским журналам. Ю. Гарфилд 
объяснял это «сверхизбыточно-
стью» исследований, выполняе-
мых в США и Западной Европе, 
результаты которых публикуются 
на английском, немецком и фран-
цузских языках. Анализу совет-
ских журналов всегда уделялось 
особое внимание. Если исследова-
ние в ISI показывало, что какой-
либо советский журнал не обраба-
тывался для подготовки указателя 
ScI, но высоко цитировался дру-
гими журналами-источниками, 
то этот журнал включался в об-
работку. Так было, например, 
с журналом «Теплофизика». В на-
стоящее время в информационной 
системе Web of Science отража-
ются 166 российских журналов, 
из них 157 в БД Science citation 
Index, шесть – в Social Science 
citation Index (в действительно-
сти, два из них – американские 
журналы, освещающие политику 
и экономику СНГ, России и Ки-
тая) и три отечественных журна-
ла («Вопросы истории», «Вопросы 
философии» и «Социологические 
исследования») в Art & Humani-
ties citation Index. 

Глубина охвата предметной 
области
Глубина охвата предметной об-
ласти является одним из крите-
риев оценки при решении вопроса 
о включении в издания tr нового 
журнала. На основе личного опы-
та работы редактора tr с каким-
либо профессиональным научным 
обществом или издателем может 
быть принято решение об отборе 
нового журнала, которое это об-
щество или издатель начали вы-
пускать. К сожалению, хорошие 
показатели качества ранее выпу-
скаемых журналов не всегда га-
рантируют высокое качество ново-
го журнала. Поэтому руководство 
tr не связывает себя обязатель-
ством о включении любого нового 
журнала. Естественным является 

ожидание от уважаемого изда-
теля, имеющего солидный опыт 
работы, что выпускаемый новый 
журнал будет обладать высоким 
качеством. Однако зачастую из-
датели, подталкиваемые предста-
вителями особо заинтересованной 
группы специалистов, преждевре-
менно начинают выпускать новый 
журнал. Более того, огромное со-
общество издательских органи-
заций не является монолитным 
по отношению к издательским 
стандартам, в том числе суще-
ствуют значительные расхожде-
ния в качестве и периодичности 
издания журналов. Те же сооб-
ражения справедливы для ряда 
журналов, субсидируемых прави-
тельством или частично субсиди-
руемых другими организациями. 
Судьба таких изданий может за-
висеть от ежегодных флуктуаций 
бюджета. 

Cоответствие журнала основным 
стандартам
Своевременность опубликования – 
это один из критериев в процессе 
оценки. На первом этапе рассмо-
трения претендентов на вклю-
чение в ресурсы tr от журнала 
требуется соответствие заявлен-
ной периодичности. Способность 
журнала выходить четко по рас-
писанию означает, что в портфеле 
редакции имеется значительное 
количество неопубликованных 
материалов. Для журнала непри-
емлемо нарушать установленные 
сроки публикации. Для подтверж-
дения своевременности публика-
ции необходимо последовательно 
направить в компанию tr три те-
кущих выпуска журнала по мере 
их опубликования. 

Компания tr обращает также 
внимание на соблюдение журна-
лом международной издатель-
ской конвенции, которая опти-
мизирует возможности поиска 
статей-источников. К ним отно-
сятся: информативное название 
журнала, наглядное представле-
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ние названий статей и рефератов, 
полное библиографическое описа-
ние всех содержащихся в статьях 
ссылок, а также полные адресные 
данные каждого автора и органи-
зации.

В современном мире английский 
язык является универсальным 
языком науки. По этой причине tr 
в первую очередь рассматривает 
журналы, публикуемые на ан-
глийском языке или, как минимум, 
имеющие библиографические опи-
сания и рефераты на английском. 
В WoS представлено достаточное 
количество журналов, которые 
публикуют на английском только 
библиографическую информацию. 
Однако очевидно, что в дальней-
шем журналы, наиболее важные 
для международного научного со-
общества, будут публиковаться 
полностью на английском языке. 
Это утверждение особенно спра-
ведливо в области естественных 
наук. 

Другой важный показатель 
стандарта журнала – институт 
рецензирования, который гаран-
тирует качество представляемых 
материалов в целом и полноту ци-
тируемой литературы. 

Содержание журнала
Как отмечалось выше, ядро науч-
ной литературы формирует осно-
ву для всех научных дисциплин. 
Это ядро не является статичным, 
оно меняется в соответствии с эво-
люцией науки. Наука развивает-
ся, появляются новые научные 
направления, и новые журналы 
возникают по мере того, как опу-
бликованные материалы по новым 
научным направлениям достига-
ют критической величины. Задача 
редакторов – определить, обога-
тит ли новый журнал информа-
ционный ресурс или эта темати-
ка и так представлена достаточно 
хорошо. 

Редакторы tr имеют в своем 
распоряжении колоссальное ко-
личество цитируемой литерату-

ры и огромный опыт ежедневной 
работы с новыми журналами. Поэ-
тому они в состоянии оценить воз-
никающие научные направления 
и активные области исследований, 
опубликованные в новой научной 
литературе, а также необходи-
мость включения в БД нового на-
учного журнала. 

Международный состав авторов 
и редколлегии
Редакторы tr обращают внима-
ние на международный состав 
авторов, редакторов и членов 
редакционно-издательского сове-
та журналов. Это важный фактор 
для журналов, имеющих целью 
охватить международное науч-
ное сообщество. Задача персонала 
компании состоит в обновлении 
списка обрабатываемых журна-
лов, идентификации и оценке но-
вых журналов. Современные на-
учные исследования проводятся 
на глобальном уровне, и междуна-
родная направленность журнала, 
скорее всего, важна для мирового 
научного сообщества. 

Однако имеется много пре-
восходных региональных жур-
налов, предназначенных ско-
рее для местной аудитории, чем 
для международной. Как правило, 
они не отличаются многообразием 
материалов из разных стран и tr 
не предъявляет к ним этого тре-
бования.

Все региональные журналы, 
выбранные для включения в ин-
формационные БД tr, должны 
иметь полную библиографиче-
скую информацию на англий-
ском языке (название статьи, 
реферат, ключевые слова, адре-
са авторов) и пройти систему 
рецензирования. Все ссылки, со-
держащиеся в статьях, должны 
быть на латинице. В Интернете 
существует достаточно много бес-
платных программ для создания 
библиографических описаний 
на латинице. Достаточно набрать 
в Google поиск со словами «cre-

ate citation» и вы получите не-
сколько бесплатных программ, 
позволяющих автоматически 
создавать ссылки по предлагае-
мым стандартам. Причем опи-
сания можно создавать для раз-
ных видов публикаций (книга, 
статья из журнала, Интернет-
ресурс и т.п.). Например, сайт 
http://www.easybib.com/.

Анализ цитирования
Процесс оценки научного журнала 
является уникальным, поскольку 
редакторы tr обладают огромным 
массивом данных по цитируемо-
сти. Следует обратить внимание 
на важность интерпретации этих 
данных и их понимание. Исполь-
зование количественных пока-
зателей цитируемости должно 
происходить только в контексте 
журнала, принадлежащего той же 
предметной области. Например, 
в области кристаллографии статей 
не так много, и они не содержат 
такое количество ссылок, как в об-
ласти биотехнологии или генетики. 
Или другое направление – гума-
нитарные науки, которые отра-
жаются в Art & Humanities Index 
(A&HI). Статьям, опубликованным 
в этой области знания, нужно су-
щественно больше времени, чтобы 
аккумулировать значительное ко-
личество ссылок. Но в других об-
ластях, таких, как науки о живой 
природе (life sciences), нет ничего 
необычного, если статья достигнет 
пика цитирования через 2–3 года 
после опубликования. Эти факты 
обязательно должны учитывать-
ся для правильного использования 
данных. 

Оценка показателей цитиро-
вания проводится как минимум 
на двух уровнях. Сначала выяв-
ляются показатели цитируемости 
самого журнала, что определя-
ют по значению импакт-фактора 
или общего количества ссылок 
на этот журнал. Затем оценивают 
показатели цитируемости отдель-
ных авторов. Такой анализ всегда 
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полезен, особенно в случае нового 
научного журнала, который пока 
еще не имеет длительной истории 
цитируемости. 

Подобным образом оценива-
ются журналы, которые не были 
включены в БД tr и нуждаются 
в повторной оценке. Это журна-
лы, у которых наблюдается рост 
цитируемости вследствие раз-
личных причин: из-за перевода 
статей на английский, изменения 
редакционной направленности 
журнала, смены издателя и т.д. 
Поскольку в распоряжении TR 
имеется вся цитируемая литера-
тура, представленная более чем 
в 12500 журналах, компании до-
ступна информация о цитируе-
мости журналов как включенных, 
так и не включенных в ее инфор-
мационные ресурсы. 

Самоцитируемость
Самоцитируемость – это коли-
чество ссылок на статьи, опу-
бликованные в этом же журнале. 
Например, если журнал X был 
процитирован всеми журнала-
ми 15000 раз, включая 2000 ссы-
лок в этом же журнале, то доля 
его самоцитируемости составит 
2 × 100/15 = 13.3%.

Все журналы имеют тенден-
цию публиковать статьи по опре-
деленной тематике, а поскольку 
научные достижения опираются 
на предыдущие исследования, нет 
ничего необычного в некотором са-
моцитировании журнала. Однако 
выявить преднамеренное исполь-
зование самоцитирования доста-
точно сложно.

Высокий уровень самоцити-
руемости не является необычным 
для журналов-лидеров в соот-
ветствующей области знания, по-
скольку в них постоянно публи-
куются статьи высокого уровня 
или посвященные новой, быстро 
развивающейся научной дисци-
плине. В идеале, авторы ссыла-
ются на свои предыдущие иссле-
дования, поскольку они наиболее 

релевантны выполняемой ими 
работе, независимо от того, в ка-
ком журнале они хотят опублико-
ваться. Однако у таких журналов 
самоцитирование может стать 
доминирующим в общем уровне 
цитируемости. Потенциально са-
моцитируемость может исказить 
истинное значение (место) жур-
нала в данной предметной обла-
сти. 

Из всех журналов, включен-
ных в JCR-Science Edition, 80% 
имеют долю самоцитируемости 
менее 20%. Значительное превы-
шение этого показателя от нормы 
вынуждает tr еще раз проэкза-
меновать журнал, чтобы опре-
делить, как повлияла избыточ-
ная самоцитируемость на рост 
импакт-фактора. Если будет вы-
явлено, что самоцитируемость 
была использована не надлежа-
щим образом, то импакт-фактор 
этого журнала не будет опубли-
кован и будет принято решение 
о целесообразности исключения 
журнала из Web of Science. 

В научном сообществе суще-
ствует некий миф о том, что ре-
дакционные коллегии могут ма-
нипулировать импакт-фактором. 
Приведем любопытный пример. 
Журнал «the World Journal of 
Gastroenterology» имел блестящий 
старт. В 2000 г. его первый ИФ со-
ставил 0.993. В последующие годы 
ИФ достиг 1.445, 2.532 и 3.318 со-
ответственно. Однако в 2004 г. 
журнал был исключен из Jcr. 
Неизменный рост ИФ произошел 
не из-за признания этого издания 
другими авторами, а из-за само-
цитирования. При подсчете ИФ 
выяснилось, что более 90% ссылок 
составляло его самоцитирование. 
Журнал снова был включен в Jcr 
в 2008 г., и его ИФ составил 2.081 
при доле самоцитирования всего 
8%.

М. Маквей (Marie McVeigh), 
директор отдела по выпуску Jcr 
и библиографической информа-
ции, в 2003 г. изучила факторы, 

являющиеся причиной высокой 
самоцитируемости. Оказалось, 
что самоцитируемость не зависит 
от объема или предметной направ-
ленности журнала, а определяется 
моделью поведения индивидуаль-
ных журналов. Если исключить 
самоцитирование при подсчете 
ИФ, то это не повлияет на ран-
ги большинства журналов. Когда 
М. Маквей выявляет журналы, 
у которых ИФ в основном осно-
ваны на самоцитировании, то она 
поступает с ними, как родители 
с шалящими детьми, она их на-
казывает и дает им время «испра-
виться». 

Журналам отводится на это ко-
роткий период времени (обычно 
несколько лет), за который редак-
торы научных журналов осознают 
последствия своей прежней поли-
тики и, если они следуют обще-
принятым нормам и правилам, 
то их включают в Jcr [10]. 

Адреса организаций и авторов 
Необходимо следовать существу-
ющим правилам транслитерации 
и придерживаться единообразно-
го написания (на латинице) фами-
лий авторов и названий организа-
ций. Эти данные имеют огромное 
значение для сбора аналитиче-
ской статистики о деятельности 
организации и индивидуальных 
исследователей. В WoS суще-
ствует специальный раздел «au-
thor finder», в котором приво-
дятся сведения об организации, 
в которой работает исследова-
тель и о его публикациях. РАН 
теряет очень много работ из-за 
того, что наши ученые забывают 
о принадлежности их организа-
ции к РАН.

Если мы хотим улучшить по-
казатели статистики по РАН 
в мировых ресурсах, то нуж-
но просить редакторов научных 
журналов, издаваемых РАН, 
всегда публиковать одну и ту же 
англоязычную версию названия 
института РАН. Конечно, авто-
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ры обязаны использовать одно 
и то же название организации, 
иначе их реальный вклад будет 
трудно определить. 

Опыт работы автора этой пу-
бликации с WoS показал, что оте-
чественные исследователи иногда 
даже забывают в адресе организа-
ции указать страну «Россия».

В компании tr разработан 
идентификатор исследовате-
ля reSeArcHer ID, доступ 
к которому открыт для всех 
п о л ь з о в а т е л е й  И н т е р н е т а 
http://researcherid.com.

Нужно зайти на сайт по указан-
ному адресу, ввести свои данные 
и записать принятое англоязыч-
ное название института. Далее 
по электронной почте вы получите 
информацию о вашем идентифи-
каторе исследователя. Это позво-
лит в дальнейшем автоматиче-
ски добавлять ваши публикации 
в ваш профиль, а также coхранять 
при работе с WoS до 10000 библио-
графических записей, полученных 
при поиске. 

Источник финансирования
Представленные в конце статьи 
сведения об источниках финан-
сирования, включая номер гран-
та, являются важной информа-
цией, позволяющей проводить 
поиск в WoS. Поэтому редакции 
журналов должны обращать 
внимание на наличие таких све-
дений. 

Общественные науки и Social 
Science Citation Index
Все журналы по общественным 
наукам проходят через такой же 
процесс оценки, как и журналы 
в области естественных и тех-
нических наук. Рассматривает-
ся следование журнала обще-
принятым стандартам, включая 
своевременность выпуска из-
дания, содержание журнала, 
международный состав и цити-
руемость. Статистика по цити-
руемости учитывает, что общие 

показатели цитируемости в об-
ласти общественных наук обычно 
значительно ниже, чем в обла-
сти естественных и технических 
наук. Особое внимание уделяется 
журналам, тематикой которых 
являются региональные исследо-
вания, поскольку они играют осо-
бую роль в области общественных 
наук. Именно локальная направ-
ленность представляет интерес 
для научных исследований. 

Гуманитарные науки и Art & 
Humanities Citation Index
Для гуманитарных наук так-
же важно соблюдение журна-
лом общепринятых стандартов, 
включая своевременный выпуск 
издания. Модели цитируемости 
в области гуманитарных наук, од-
нако, не всегда следуют некоторым 
предсказуемым моделям в обла-
сти общественных, естественных 
и технических наук. Кроме того, 
статьи по гуманитарным наукам 
часто содержат ссылки на книги, 
музыкальные произведения, про-
изведения литературы и искус-
ства. Англоязычный текст не яв-
ляется обязательным требованием 
в некоторых областях гуманитар-
ных наук, в которых национальная 
специфика объекта исследования 
не нуждается в этом. Например, 
исследования по региональной 
литературе.

Веб-сайт журнала
Сайт научного журнала – это один 
из показателей его представлен-
ности («visibility») в Интернете. 
На сайте целесообразно указать, 
какие зарубежные и отечествен-
ные БД обрабатывают ваш жур-
нал. При разработке сайта жела-
тельно посмотреть зарубежные 
аналоги вашей предметной об-
ласти знания. Система ссылок 
(links) должна быть представлена 
на русско- и англоязычном сайтах. 
Правила для авторов по подготов-
ке рукописей должны обновляться 
и соответствовать возможностям, 

предоставляемым новыми инфор-
мационными технологиями. Необ-
ходимо постоянно проводить об-
новление сайта. 

ПРОЦЕДУРА ЗАПРОСА 
НА ВКЛЮЧЕНИЕ НАУЧНОГО 
ЖУРНАЛА В ИНФОРМАЦИОННЫЕ 
РЕСУРСЫ THoMSoN REUTERS
При направлении запроса о вклю-
чении журнала в tr необходимо 
проверить следующее: 

– заглавия научных статей 
должны быть информативны-
ми – это требование рассматри-
вается в экспертной системе 
как одно из основных; 

– в заглавиях статей можно ис-
пользовать только общепринятые 
сокращения; 

– в переводе заглавий статей 
и рефератов на английский язык 
не должно быть транслитераций 
с русского языка, кроме непере-
водимых названий – имен соб-
ственных, приборов и др.; не ис-
пользуется непереводимый сленг, 
известный только русскоговоря-
щим специалистам; 

– рецензирование каждой на-
учной публикации в журнале;

– соблюдение периодичности 
выпуска издания; 

– наличие ISSn (для печатного 
и/или электронного издания);

– наличие списков цитируемой 
литературы в латинском алфави-
те;

– наличие англоязычного на-
звания журнала;

– год публикации;
– том и номер выпуска;
– наличие англоязычного на-

звания статьи;
– номера страниц или номер 

статьи (требуется то или другое, 
номер статьи не должен быть но-
мером DOI). Если журнал имеет 
нумерацию страниц и нумерацию 
статей, перечислите их отдельно 
так, как показано в скобках (art. 
№ 23, pp. 6–10, а не 23.6.–23.10); 

– наличие англоязычного резю-
ме к каждой научной статье;
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– фамилии авторов и адреса, 
включая электронный адрес авто-
ра, который отвечает за распро-
странение репринтов; 

– все идентификаторы статьи, 
такие, как DOI, PII и другие номе-
ра статьи;

– полное содержание каждого 
выпуска должно включать сведе-
ния о страницах/номере каждой 
статьи (кроме тех случаев, когда 
в журнале была опубликована 
одна статья);

– информация об источнике 
финансирования и номер гранта 
(если имеется); 

–  присвоение этих иден-
тификаторов как в статьях-
источниках, так и в ссылках 
помогает использованию цити-
рующих и цитируемых статей 
и правильной идентификации 
службами реферирования и ин-
дексирования.

Для рассмотрения вопроса 
о включении журнала в информа-

ционную систему Web of Science 
необходимо:

1. оформить бесплатную подпи-
ску на журнал; 

2. отправить сразу несколько 
последних выпусков журнала; 

3. отправлять каждый после-
дующий номер журнала по адре-
су: thomson reuters Attn: PuB-
LIcAtIOn PrOceSSInG, 1500 
Spring Garden Street, Fourth Floor, 
Philadelphia, PA 19130 uSA. 
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14 мая 2012 г. прошло расширенное заседание 
Научно-издательского совета РАН с представите-
лями компании Thomson Reuters во главе с вице-
президентом Д. Тестой (J.Testa). Г-н Теста выступил 
с докладом о политике отбора научных журналов 
в базу данных Web of Science и ответил на вопросы 
аудитории. 

По итогам расширенного заседания НИСО про-
шла встреча Д. Тесты с вице-президентами РАН 
А.И. Григорьевым и С.М. Алдошиным. На встрече об-
суждалась дальнейшая совместная работа РАН и ком-

пании Thomson Reuters по следующим направлениям:
– возможность расширения охвата российскиx жур-

налов для включения в базу данных Web of Science;
– итоги бесплатного тестового доступа институтов 

РАН к БД Web of Science;
– проведение ИПРАН совместно с компанией Thom-

son Reuters международной конференции по пробле-
мам наукометрии 10–12 октября 2013 г.; 

– создание рабочей группы по вопросам библиоме-
трии и сотрудничества между РАН и компанией Thom-
son Reuters.
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РЕФЕРАТ Цель данного аналитического обзора – определение динамики и структуры публикаций рос-
сийских авторов, а также определение места российской науки в глобальном научном процессе. Методы 
библиометрического анализа позволяют проводить количественный анализ научной кооперации, резуль-
тативности и других аспектов функционирования науки. Информационная база для таких исследований – 
материалы баз данных научного цитирования, которые содержат библиографические описания статей, 
опубликованных в научных журналах (в основном англоязычных) по значительному числу областей науки. 
На основе этих данных рассчитываются различные показатели (общий объем и динамика числа публика-
ций, цитируемость, уровень соавторства, индекс специализации и другие) на разных уровнях агрегирования 
(отдельные исследователи, научные организации, страны и регионы мира). Результаты библиометрических 
исследований могут быть использованы для изучения трендов развития различных научных направлений, 
оценки результативности деятельности научных организаций, общей оценки научного потенциала страны 
(его слабых и сильных мест), выявления наиболее продуктивных ученых в разных областях науки, прове-
дения межстрановых сравнений, изучения сетей взаимодействия научных коллективов.
В статье анализируются базовые показатели публикационной активности ученых в России и ведущих 
странах в период 2001–2011 гг. Публикационная активность российских ученых рассматривается в кон-
тексте отдельных областей науки. Это позволит выявить области специализации отечественных научных 
работ. Также исследуется динамика высокоцитируемых публикаций и показателей международного науч-
ного сотрудничества российских исследователей. Для анализа публикационной активности используются 
материалы базы данных научного цитирования Web of Science, а также аналитического электронного ре-
сурса Essential Science Indicators, разработанного на базе материалов Web of Science компанией Thomson 
Reuters.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА публикационная активность, библиометрические индикаторы, публикации российских 
авторов, уровень цитируемости, межстрановой анализ.

ВВЕДЕНИЕ
В библиометрических исследо-
ваниях используются междуна-
родные и национальные индексы 
научного цитирования, которые 
содержат библиографические 
описания статей, а также приста-
тейные списки литературы. В рос-
сийской статистической практике 
публикационная активность стала 
оцениваться сравнительно недав-
но [1–5]. В последние годы актив-
но развивается российский индекс 
научного цитирования (РИНЦ), 
однако на сегодняшний день он 
не отражает публикационную ак-
тивность российских ученых в до-

статочном объеме. Поэтому в на-
стоящей статье информационной 
базой будут служить материалы 
базы данных научного цитирова-
ния Web of Science и электронного 
аналитического ресурса essential 
Science Indicators, разработанно-
го на базе Web of Science. Web of 
Science была создана Юджином 
Гарфилдом в 1964 г. Это самая 
первая в мире база данных на-
учного цитирования. Владелец 
базы – информационная корпора-
ция thomson reuters. По состоя-
нию на 2011 г. Web of Science со-
держала порядка 48 млн записей 
научных публикаций более чем 

в 15 тыс. названий научных изда-
ний. База также охватывает мате-
риалы более 148 тыс. различных 
конференций. Глубина охвата на-
учных публикаций – до 1900 г. 

В essential Science Indicators 
представлены данные по трем ба-
зовым показателям публикаци-
онной активности (число публи-
каций, число ссылок, полученных 
этими публикациями, а также 
среднее число ссылок на одну пу-
бликацию) для 144 стран мира 
за последние 10 лет. Этот деся-
тилетний промежуток времени 
в свою очередь разбивается на пя-
тилетние подпериоды (на мо-
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мент написания статьи в essential 
Science Indicators были доступны 
данные для 2001–2005, 2002–2006, 
2003–2007, 2004–2008, 2005–2009, 
2006–2010 и 2007–2011 гг.). Публи-
кации сгруппированы по основ-
ным 22 областям науки (согласно 
классификации essential Science 
Indicators).

При межстрановом анализе 
в большинстве случаев мы будем 
рассматривать страны, в которых 
суммарное за 2001–2011 гг. число 
публикаций в научных журналах, 
индексируемых в Web of Science, 
превышало 10000. Полученная 
таким образом выборка состоит 
из 57 стран. В отдельных случаях 
будут рассматриваться все стра-
ны мира. 

Публикация считается принад-
лежащей определенной стране, 
если ее автор (или хотя бы один 
из соавторов) в своем рабочем 
адресе указал эту страну. Такие 
выражения, как «публикации рос-
сийских авторов», «российские пу-
бликации», «публикации России», 
«публикации авторов из России», 
используются как синонимы. 
Под «публикацией» подразумева-
ются следующие типы докумен-
тов – научная статья («article»), 
доклад на конференции («proceed-
ings paper») и обзор («review»).

При межстрановом анализе 
публикационной активности не-
обходимо принимать во внимание 
тот факт, что в базах данных на-
учного цитирования доминируют 
англо язычные публикации. Пу-
бликации на английском языке 
составляли 94.8% от общего числа 
публикаций, охваченных базой 
Web of Science за 1990–2011 гг., 
на французском языке – всего 
лишь 1.2%, на немецком – 1.1%, 
на русском – только 0.6%, на япон-
ском – 0.22%, а на китайском язы-
ке – 0.1%. Кроме того, в этих базах 
данных недостаточно полно отра-
жена публикационная активность 
в таких областях, как математи-
ка, компьютерные, естественные 
и технические науки, и наименее 
полно – в социальных и гумани-
тарных науках. Эти ограничения 
необходимо принимать в расчет 
при интерпретации библиометри-
ческих данных.

МИРОВЫЕ ТРЕНДЫ 
ПУБЛИКАЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ
Базовый показатель публика-
ционной активности – это число 
публикаций в реферируемых на-
учных журналах. При сравне-
нии публикационной активности 
в разных странах также анализи-
руют удельный вес публикаций 

стран в общемировом числе пу-
бликаций и позиции стран в ми-
ровом рейтинге по числу публи-
каций. Ранее уже упоминалось, 
что базы данных международного 
цитирования охватывают незна-
чительное число неанглоязычных 
публикаций. Следовательно, ана-
лиз публикаций авторов из неан-
глоязычных стран будет касаться 
в основном их англоязычных ста-
тей, которые составляют относи-
тельно невысокую долю от сово-
купного потока публикаций этих 
стран. Например, в Web of Science 
индексировалось порядка 10% 
всех российских публикаций [1]. 
Таким образом, для таких стран, 
как Россия, Япония, Китай, Ин-
дия, страны Юго-Восточной Азии, 
Латинской Америки и Ближнего 
Востока, показатели публикаци-
онной активности оказываются 
искусственно заниженными.

В структуре Web of Science вы-
деляются следующие базы дан-
ных:
– Science citation Index expanded 
(ScI-eXPAnDeD);
– Social Sciences citation Index 
(SScI);
– Arts & Humanities citation Index 
(A&HcI);
– conference Proceedings citation 
Index-Science (cPcI-S);

Таблица 1. Языковая структура российских публикаций: 2001–2011 (%)

Язык 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Английский 94.1 91.3 93.0 93.0 93.9 94.2 94.0 95.0 94.7 94.4 94.8

Русский 4.6 6.3 4.5 5.0 4.1 3.8 4.4 3.5 3.1 1.9 3.9

Прочие 1.3 2.5 2.5 2.0 2.0 2.0 1.6 1.5 2.2 3.7 1.3

Примечания. 1. Языковая структура российских публикаций была рассчитана как динамика удельного веса 
российских публикаций на рассматриваемых в таблице языках (английский язык, русский язык и прочие языки) 
в общем числе публикаций российских авторов для каждого рассмотренного в таблице года. 
2. Для получения первичной информации с портала  Web of Science использовалась опция «Analyze results» 
(для выбранной страны «Россия» и выбранного временного периода «2001–2011 гг.»), а затем исходные данные 
загружались из категории  «Languages». Для  анализа отбирались следующие типы документов: научная статья 
(«article»), доклад на конференции («proceedings paper») и обзор («review»).
Источник: расчеты авторов по материалам Web of Science. Использовались все базы данных Web of Science.
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– conference Proceedings citation 
Index-Social Science & Humanities 
(cPcI-SSH).

В настоящей работе во всех рас-
четах, таблицах и рисунках ис-
пользуются материалы всех баз 
данных, входящих в состав Web 
of Science. 

На портале Web of Science 
(с помощью опции «Analyze re-
sults») данные о научных пу-
бликациях можно представлять 
в разных разрезах. В частности, 
языковая структура публикаций 
российских авторов в научных 
журналах, индексируемых в Web 
of Science, выглядит следующим 
образом (табл. 1). Подавляющее 
большинство (93 – 95%) работ – 
это публикации на английском 
языке. В исследуемый период 
на публикации на русском языке 
приходится от 1.9 до 6.3% общего 
числа российских работ в научных 
журналах, индексируемых в Web 
of Science.

Число российских публикаций 
в ведущих мировых журналах 
в 2011 г. по сравнению с 2001 г. не-

значительно сократилось (табл. 2). 
Их наименьшее число за десяти-
летие пришлось на 2006 г. (27462 
публикации), после чего намети-
лась позитивная динамика. Ана-
логично менялся и удельный вес 
российских публикаций в их об-
щемировом потоке. Он снизился 
с 2.97 в 2001 г. до 2.12% в 2011 г. 

В последнее десятилетие США 
были лидером по числу публика-
ций в ведущих научных журналах 
(табл. 3). Россия в этом рейтин-
ге потеряла 6 позиций за 2001–
2011 гг., опустившись с 9-го на 15-е 
место. Россия пропустила вперед 
Испанию, Индию, Австралию, 
Южную Корею, Бразилию и Ни-
дерланды. Положение Канады 
и стран Западной Европы в этом 
рейтинге практически не измени-
лось. 

Среди стран исследуемой вы-
борки наибольший прирост числа 
публикаций (в 11.5 раз за 2001 – 
2011 гг.) показал Иран (табл. 4). 
Высоким (более чем на 200% 
за указанный период) ростом 
числа работ в ведущих научных 

журналах отличались также Ма-
лайзия, Пакистан, Китай, Саудов-
ская Аравия, Таиланд и Турция. 
Из европейских стран наиболь-
ший их прирост показала Порту-
галия (149%). Сокращение числа 
публикаций в научных журналах, 
индексируемых в Web of Science, 
в 2011 г. по сравнению с 2001 г. на-
блюдалось в Японии (на 7.4%), Ве-
несуэле (на 8.2%) и Беларуси (на 
15.9%).

Страны с быстрорастущей 
публикационной активностью 
за указанный период улучшили 
свое положение в рейтинге по чис-
лу публикаций. Иран «отыграл» 
23 рейтинговые позиции (пере-
местившись с 42-го места на 19-е), 
Малайзия – 15 (с 45-го места 
на 34-е), Пакистан – 11, Португа-
лия – 9, Турция – 7, Колумбия – 
6, Саудовская Аравия, Таиланд, 
Бразилия и Китай – по 4. Соот-
ветственно многие государства, 
находящиеся за пределами пер-
вой десятки этого рейтинга, суще-
ственно ухудшили свое положе-
ние. 6 и более позиций потеряли 
(помимо России) такие страны, 
как Венесуэла (6 позиций), Вен-
грия, Болгария, Словакия (по 7 
позиций), Беларусь (8 позиций), 
а также Украина (12 позиций).

Динамичный рост потока на-
учных публикаций в развиваю-
щихся странах привел к тому, 
что доминирование США по чис-
лу публикаций несколько сокра-
тилось. В 2001 г. на долю США 
приходилось 31.5% общемиро-
вого количества научных ра-
бот, а в 2011 г. – 27.1%. При этом 
в 2001 г. удельный вес страны, 
занимавшей второе место в рей-
тинге (Япония), составлял 8.9%, 
а к 2011 г. он вырос до 13.6% 
(в 2011 г. эту позицию занимал 
Китай).

Данные о публикационной ак-
тивности разных стран в элек-
тронном аналитическом ресурсе 
essential Science Indicators, раз-
работанном на базе материалов 

Таблица 2. Динамика российских публикаций: 2001–2011

Год Число российских 
публикаций

Удельный вес российских публикаций 
в общемировом числе публикаций, %

2001 28 665 2.97
2002 29 612 3.00
2003 28 648 2.75
2004 28 835 2.64
2005 28 281 2.45
2006 27 462 2.24
2007 28 926 2.16
2008 30 673 2.16
2009 30 904 2.09
2010 29 224 2.06
2011 28 573 2.12

Примечание. Для получения первичной информации с портала Web of 
Science использовалась опция «Analyze results» (для выбранной страны 
«Россия»), а затем исходные данные загружались из категории «Publica-
tion years». Для анализа отбирались следующие типы документов: научная 
статья («article»), доклад на конференции («proceedings paper») и обзор 
(«review»). 
Источник: расчеты авторов по материалам Web of Science. Использова-
лись все базы данных Web of Science. 
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Таблица 3. Первые 25 стран мирового рейтинга по числу публикаций

№

2001 2011

Страна Число публика-
ций страны

Удельный вес 
страны  

в общемировом 
числе  

публикаций, %

Страна Число публика-
ций страны

Удельный вес 
страны  

в общемировом 
числе  

публикаций, %

1 США 303 917 31.48 США 366 507 27.13

2 Япония 86 096 8.92 Китай 184 029 13.62

3 Великобритания 83 582 8.66 Великобритания 105 411 7.80

4 Германия 77 982 8.08 Германия 97 070 7.19

5 Франция 55 259 5.72 Япония 79 751 5.90

6 Китай 44 575 4.62 Франция 67 990 5.03

7 Канада 38 645 4.00 Канада 58 855 4.36

8 Италия 38 453 3.98 Италия 55 253 4.09

9 Россия 28 667 2.97 Испания 50 256 3.72

10 Испания 26 350 2.73 Индия 46 172 3.42

11 Австралия 25 483 2.64 Южная Корея 45 971 3.40

12 Нидерланды 21 779 2.26 Австралия 44 244 3.28

13 Индия 19 272 2.00 Бразилия 34 122 2.53

14 Южная Корея 19 194 1.99 Нидерланды 33 523 2.48

15 Швеция 17 422 1.81 Россия 28 577 2.12

16 Швейцария 15 566 1.61 Тайвань 28 553 2.11

17 Бразилия 13 324 1.38 Швейцария 24 655 1.83

18 Тайвань 13 018 1.35 Турция 23 470 1.74

19 Польша 12 824 1.33 Иран 21 768 1.61

20 Бельгия 11 964 1.24 Швеция 21 389 1.58

21 Израиль 10 836 1.12 Польша 20 818 1.54

22 Финляндия 8 822 0.91 Бельгия 18 686 1.38

23 Австрия 8 779 0.91 Дания 13 468 1.00

24 Дания 8 754 0.91 Австрия 12 852 0.95

25 Турция 7 233 0.75 Израиль 12 493 0.93

Примечания. 1. Для получения информации об общемировом числе публикаций на портале Web of Science 
во вкладке «Advanced search» вводился поисковый запрос «PY=2001 AND 2011», а затем с использованием 
опции «Analyze results» исходные данные загружались из категории «Document types». Для анализа отбирались 
следующие типы документов: научная статья («article»), доклад на конференции («proceedings paper») и обзор 
(«review»). 
2. Для получения информации о числе публикаций в исследуемых странах на портале Web of Science использо-
валась опция «Analyze results» (для 2001 и 2011 гг.), а затем исходные данные загружались из категории «Coun-
tries/territories». Для анализа отбирались следующие типы документов: научная статья («article»), доклад на кон-
ференции («proceedings paper») и обзор («review»).
3. Сумма удельных весов по всем странам превышает 100%, так как некоторые публикации написаны в соавтор-
стве исследователями из нескольких стран.
Источник: расчеты авторов по материалам Web of Science. Использовались все базы данных Web of Science.
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Таблица 4. Страны исследуемой выборки с наиболее динамично расту-
щим числом публикаций: 2001 – 2011

Страна
Число публикаций Увеличение числа  

публикаций  
в 2001–2011 гг. (раз)2001 2011

Иран 1 891 21 768 11.51

Малайзия 1 216 8 713 7.17

Китай 44 575 184 029 4.13

Пакистан 739 5 682 5.47

Саудовская Аравия 1 451 5 651 3.89

Таиланд 1 727 5 991 3.47

Турция 7 233 23 470 3.24

Примечание. Для получения первичной информации с портала Web of 
Science использовалась опция «Analyze results» (для представленных 
в таблице стран), а затем исходные данные загружались из категории 
«Publication years». Для анализа отбирались следующие типы документов: 
научная статья («article»), доклад на конференции («proceedings paper») 
и обзор («review»).
Источник: расчеты авторов по материалам Web of Science. Использова-
лись все базы данных Web of Science. 

Web of Science, представлены 
в подразделе «countries/territo-
ries» раздела «citation rankings» 
(опция «View table of graph data»). 
Для заданной страны для пяти-
летних временных промежутков 
(а также для 2001–2011 гг.) приво-
дятся следующие показатели (оп-
ция «View table of graph data»):
1) число публикаций – показатель 
«number of papers»;
2) число ссылок на публикации – 
показатель «number of citations»;
3) среднее число ссылок в расчете 
на одну публикацию (средняя ци-
тируемость одной публикации) – 
показатель «Average citations per 
paper».

Последний показатель – это, 
по сути, отношение второго пока-
зателя к первому. Все указанные 
показатели могут быть рассчита-
ны как для каждой из 22 областей 
науки, так и для общего потока пу-
бликаций – категория «All fields» 
(все области науки).

Аналогичные показатели при-
водятся и для общемирового пото-
ка научных публикаций. Данные 
об общемировых показателях пу-
бликационной активности пред-
ставлены в подразделе «Base-
lines» раздела «citation Analysis» 
(опция «View field rankings table»). 
Так же как и в случае отдельных 
стран, общемировые показате-
ли публикационной активности 
можно рассчитать как для 22 об-
ластей науки, так и для общего 
потока публикаций для заданных 
пятилетних периодов, а также 
для 2001–2011 гг. 

Здесь необходимо отметить, 
что сумма числа публикаций 
(и числа ссылок на них) по всем 
областям науки дает общее число 
публикаций страны за определен-
ный пятилетний временной ин-
тервал. То есть 22 области наук, 
выделенные в essential Science 
Indicators, тематически не пере-
секаются друг с другом. В то же 

время сумма публикаций (и чис-
ла ссылок на них) по всем стра-
нам не дает общемирового чис-
ла публикаций (и числа ссылок 
на них) в силу того, что часть пу-
бликаций подготовлена в между-
народном соавторстве, и такие 
публикации приписываются всем 
странам, авторы которых прини-
мали участие в ее подготовке. Со-
ответственно при суммировании 
публикаций (и ссылок на эти пу-
бликации) по странам некоторые 
публикации (и ссылки на такие 
публикации) будут учитывать-
ся несколько раз. Электронный 
аналитический ресурс essential 
Science Indicators позволяет по-
лучить данные о фактическом 
числе научных публикаций (и 
ссылок на них) для всех стран 
мира (раздел «citation Analysis», 
подраздел «Baselines», опция 
«View field rankings table» ука-
занного электронного ресурса).

Российская структура научных 
работ по областям науки отлича-
лась от мировой (табл. 5). Наи-
более значимая область науки 
России – это физика, на которую 
приходилось 28% от суммарного 
за 2001–2011 гг. числа научных 
публикаций. Вторая по значи-
мости область наук – это химия 
(22.2%), а третья – технические 
науки (7.6%). 

В мировой структуре науки са-
мая значимая область – это кли-
ническая медицина, на которую 
в 2001–2011 гг. приходилось 21.0% 
общего числа научных работ. Вто-
рая по значимости область наук – 
химия (12.0%), а третья – физика 
(9.3%). В российской структуре 
науки работы по клинической ме-
дицине, компьютерным наукам 
и общественным наукам были 
представлены гораздо слабее, чем 
в общемировой структуре. Суще-
ственных сдвигов в мировой и рос-
сийской структуре науки в иссле-
дуемый период не наблюдалось. 
Тем не менее следует отметить, 
что в российской структуре на-
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учных работ значительно вырос 
удельный вес публикаций по фар-
макологии и токсикологии, эконо-
мике и бизнесу, мультидисципли-
нарным исследованиям, а также 
по наукам об охране окружающей 
среды и экологии.

Сопоставляя структуру на-
учных работ отдельной страны 
по областям науки с аналогичной 
мировой структурой, можно рас-

считать индекс научной специали-
зации страны [1]. Этот показатель 
рассчитывается как отношение 
удельного веса публикаций в об-
ласти наук i в общем числе публи-
каций страны j к аналогичному по-
казателю для мировой структуры 
публикаций. Если он больше еди-
ницы для научных работ в какой-
либо дисциплине, соответствен-
но данная дисциплина относится 

к сфере научной специализации 
страны.

Главные области специализа-
ции российской науки – это фи-
зика, науки о космосе и науки 
о Земле (рис. 1). К значимым об-
ластям специализации относятся 
математика, химия и материало-
ведение. Отечественные научные 
работы по фармакологии и ток-
сикологии, экономике и бизнесу, 

Таблица 5. Структура публикаций по областям науки (%)

Область науки
Общемировая структура Российская структура

2001–2005 2007–2011 2001–2005 2007–2011

Биология и биохимия 6.08 5.17 4.01 3.48

Иммунология 1.33 1.14 0.16 0.20

Клиническая медицина 20.79 21.24 4.70 5.09

Компьютерные науки 2.97 2.09 1.20 0.84

Математика 2.47 2.81 4.42 5.46

Материаловедение 4.60 4.70 6.25 6.01

Микробиология 1.66 1.69 1.27 1.20

Молекулярная биология и генетика 2.83 2.78 2.12 2.24

Мультидисциплинарные исследования 0.17 0.17 0.07 0.13

Науки о Земле 2.83 2.92 7.11 8.08

Науки о космосе 1.31 1.15 3.31 3.23

Науки о растениях и животных 5.56 5.42 2.29 2.60

Науки об охране окружающей среды и экология 2.57 2.88 0.90 1.50

Нейронауки и поведенческие науки 3.16 2.85 0.78 0.78

Общественные науки 4.06 5.12 1.08 0.95

Психиатрия и психология 2.38 2.49 0.50 0.44

Сельскохозяйственные науки 1.85 2.30 0.70 0.77

Технические науки 8.02 8.66 7.95 7.27

Фармакология и токсикология 1.79 1.96 0.19 0.46

Физика 9.71 8.98 28.29 27.34

Химия 12.31 11.62 22.58 21.76

Экономика и бизнес 1.54 1.84 0.10 0.18

Примечание. Распределение публикаций по областям науки рассчитывается как динамика удельных весов публи-
каций по заданным областям науки в общем числе публикаций.
Источник: расчеты авторов по материалам Essential Science Indicators (раздел «Citation Rankings», подраздел 
«Countries/territories» страна «Russia», опция «View table of graph data» для показателей по России; раздел «Cita-
tion Analysis», подраздел «Baselines», опция «View field rankings table» для общемировых показателей). 
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а также мультидисциплинарным 
исследованиям показали наибо-
лее существенный рост индексов 
специализации в 2007–2011 гг. 
по сравнению с 2001–2005 гг. 
В области общественных наук 
за указанный период, наоборот, 
наблюдалось самое значительное 
сокращение индекса специализа-
ции.

Российские авторы внесли зна-
чительный вклад в мировое ко-
личество научных работ (рис. 2) 
в области физики (7.9% от обще-
мирового числа), наук о космосе 
(7.1%) и наук о Земле (6.7%). Рос-
сийские публикации по химии, 
математике и материаловедению 
также довольно значимо пред-
ставлены в мировой науке: от 3 
до 5% их общемирового потока 
в 2001–2011 гг. Как указывалось 

ранее, вклад отечественных науч-
ных публикаций в общемировой 
поток довольно значительно сни-
зился за 2001– 2011 гг. Проанали-
зируем это сокращение в разрезе 
областей наук. Наиболее сильное 
сокращение вклада российских 
публикаций в общемировой по-
ток в 2007–2011 гг. по сравнению 
с 2001–2005 гг. наблюдалось в об-
ласти общественных наук, пси-
хиатрии и психологии, материа-
ловедения, а также технических 
наук. Значительно сократился 
удельный вес страны и в осталь-
ных областях ее научной специ-
ализации. В то же время позиции 
России в области мультидисци-
плинарных исследований, а так-
же фармакологии и токсикологии 
в исследуемый период усили-
лись.

ОСНОВНЫЕ ТЕНДЕНЦИИ 
В ЦИТИРОВАНИИ ПУБЛИКАЦИЙ
Для оценки научного влияния (im-
pact) публикаций того или иного 
исследователя или страны в це-
лом используют показатели ци-
тируемости. Базовый показатель 
здесь – средняя цитируемость 
одной публикации, который рас-
считывается как отношение числа 
ссылок, полученных публикация-
ми данной страны, к числу этих 
публикаций в научных журналах, 
реферируемых базой научного 
цитирования, за определенный 
период времени. Этот показатель 
обычно оценивается для времен-
ного интервала (чаще всего 3–5 
лет), а не для одного года. За этим 
стоит следующая логика: чтобы 
публикация, размещенная в базе 
данных международного цитиро-

Рис. 1. Индексы специализации российских публикаций по областям науки.
Источник: расчеты авторов по материалам Essential Science Indicators (раздел «Citation Rankings», подраздел 
«Countries/territories» страна «Russia», опция «View table of graph data» для показателей по России; раздел «Cita-
tion Analysis», подраздел «Baselines», опция «View field rankings table» для общемировых показателей).
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вания, успела получить значимое 
число ссылок, необходим опреде-
ленный промежуток времени. От-
метим, что в настоящей работе 
рассматривается именно показа-
тель «средняя цитируемость одной 
публикации», а не «средняя цити-
руемость одной статьи», посколь-
ку в работе под «публикацией» 
подразумевается три типа доку-
ментов: научная статья («article»), 
доклад на конференции («proceed-
ings paper») и обзор («review»).

В essential Science Indicators 
для расчета средней цитируемости 
одной публикации используется 
следующая методика: число ссы-
лок, полученных публикациями 
рассматриваемой страны за опре-
деленный 5-летний промежуток 
времени, делится на общее число 
публикаций этой страны в указан-

ный 5-летний промежуток вре-
мени. Такая методика позволяет 
корректно оценить среднюю ци-
тируемость публикаций страны, 
вышедших в разные годы. 

При межстрановых сопостав-
лениях показатели цитируемости 
необходимо интерпретировать 
с осторожностью. Число цитирова-
ний не всегда адекватно отражает 
качество публикаций, поскольку 
шансы быть процитированны-
ми не равны у авторов из разных 
стран. Действие так называемого 
«эффекта Матфея», в силу которо-
го авторы из менее «престижных» 
стран имеют показатели цити-
рования ниже ожидаемого уров-
ня, многократно подтверждалось 
для различных областей науки [6–
10]. Упоминание эффекта Матфея 
первый раз появляется в работе 

американского социолога Робер-
та Мертона в журнале «Science» 
в 1968 г. [6, 7]. Исследователь ана-
лизировал психосоциальные фак-
торы, влияющие на признание 
и оценку научных работ. Эффект 
Матфея – это потенциальное пре-
имущество, которое имеют науч-
ные работы знаменитых исследо-
вателей перед публикациями их 
менее именитых коллег. Название 
эффекту Мертон дал по цитате 
из Евангелия от Матфея: «Всяко-
му имеющему дастся и приумно-
жится, а у неимеющего отнимется 
и то, что имеет» (Мф. 25, 29).

Страны с небольшим числом 
публикаций, охваченных между-
народными базами данных на-
учного цитирования, зачастую 
имеют чрезвычайно высокие 
значения средней цитируемости 

0.23

0.41

0.42

0.44

0.56

0.57

0.65

0.79

0.95

1.14

1.23

1.60

1.69

1.79

1.91

1.99

2.37

3.03

4.44

4.61

6.57

6.69

7.22

0.20

0.35

0.63

0.80

0.31

0.68

0.74

1.14

1.21

1.23

1.04

1.97

2.28

1.29

2.24

2.97

2.99

4.06

5.49

5.35

7.51

7.56

8.72

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0

Экономика и бизнес

Иммунология

Психиатрия и психология

Общественные науки

Фармакология и токсикология

Клиническая медицина

Нейронауки и поведенческие науки

Сельскохозяйственные науки

Компьютерные науки

Науки о растениях и животных

Науки об окружающей среде и экология

Биология и биохимия

Микробиология

Мультидисциплинарные исследования

Молекулярная биология и генетика

Технические науки

Все области науки

Материаловедение

Химия

Математика

Науки о Земле

Науки о космосе

Физика

2007–2011 2001–2005 

Рис. 2. Удельные веса российских публикаций в общемировом числе публикаций по областям науки (%).
Источник: расчеты авторов по материалам Essential Science Indicators (раздел «Citation Rankings», подраздел 
«Countries/territories» страна «Russia», опция «View table of graph data» для показателей по России; раздел «Cita-
tion Analysis», подраздел «Baselines», опция «View field rankings table» для общемировых показателей).
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Таблица 6. Средняя цитируемость одной публикации в ведущих странах: 2001–2011

№ Страна Средняя цитируемость одной 
публикации страны

Число публикаций  
страны

Позиция страны в рейтинге 
по числу публикаций

1 Швейцария 16.61 194 618 16

2 США 15.83 3 219 337 1

3 Дания 15.83 104 212 23

4 Нидерланды 15.53 268 385 14

5 Швеция 14.82 189 413 18

6 Великобритания 14.79 912 495 2

7 Бельгия 13.69 147 261 21

8 Финляндия 13.59 94 209 25

9 Германия 13.20 836 694 4

10 Канада 13.15 479 354 7

11 Австрия 12.92 102 129 24

12 Израиль 12.72 117 251 22

13 Норвегия 12.56 77 118 29

14 Франция 12.32 598 138 6

15 Австралия 11.97 323 344 10

16 Италия 11.81 458 871 8

17 Ирландия 11.51 49 358 37

18 Новая Зеландия 10.84 61 205 34

19 Испания 10.42 364 197 9

20 Япония 10.35 815 789 5

Примечания. 1. В рассмотрение включены первые 20 стран исследуемой выборки по уровню средней цитируе-
мости одной публикации страны. 
2. Все показатели рассчитаны для суммарного за 2001–2011 гг. числа публикаций в научных журналах, индекси-
руемых в Web of Science. 
3. Средняя цитируемость одной публикации рассчитывается как отношение числа ссылок, полученных 
за 2001–2011 гг. публикациями страны, вышедшими в 2001–2011 гг., к числу публикаций страны, вышедших 
в 2001–2011 гг.
Источник: расчеты авторов по материалам Essential Science Indicators (раздел «Citation Rankings», подраздел «Coun-
tries/territories», опция «View table of graph data» для показателей по странам, представленным в таблице; раздел 
«Citation Analisys», подраздел «Baselines», опция «View field rankings table» для общемировых показателей).

одной публикации. Объясним это 
на следующем примере. Первые 
три позиции в рейтинге по уровню 
средней цитируемости одной пу-
бликации, построенном для сум-
марного за 2001–2011 гг. числа пу-
бликаций, занимали Бермудские 
острова, Панама и Гамбия соответ-
ственно. Средняя цитируемость 
одной публикации в этих странах 
была равна 23.7, 17.9 и 17.0 ссылок 
на публикацию соответственно. 
В первую 20-ку стран также по-
пали Габон и Гвинея-Бисау. Од-

нако во всех этих странах, за ис-
ключением Панамы, суммарное 
за 2001–2011 гг. число публикаций 
в научных журналах, индексиру-
емых Web of Science, было ниже 
1 000 (в Панаме число публикаций 
составляло 2 098).

Согласно данным essential 
Science Indicators, Россия в миро-
вом рейтинге по средней цитируе-
мости одной публикации занимала 
123-е место из 144. Одна россий-
ская публикация в 2001–2011 гг. 
в среднем получала 4.87 ссылок. 

В среднем по миру этот показатель 
составлял 10.57 ссылок на одну пу-
бликацию. Однако по абсолютному 
числу ссылок на публикации (т.е. 
по уровню цитируемости публика-
ций) Россия занимала относитель-
но высокое 21-е место. 

Первые 20 стран исследуемой 
выборки по уровню средней ци-
тируемости одной публикации 
представлены в табл. 6. Первые 
12 позиций в этом рейтинге за-
нимали англоязычные страны 
и страны Северной Европы. Рос-
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сия в этом рейтинге занимала 47 
место из 57. 

Все страны с быстрорастущей 
публикационной активностью 
имели среднюю цитируемость 
одной публикации ниже общеми-
рового показателя. Максимальным 

показателем средней цитируемо-
сти одной публикации среди этих 
стран отличался Таиланд – 7.57 
ссылок на одну публикацию (72-е 
место в мире). Все остальные стра-
ны с быстрым ростом числа на-
учных работ в ведущих мировых 

журналах располагались за пре-
делами первой сотни рейтинга 
по уровню средней цитируемо-
сти одной публикации. Иран, по-
казавший наиболее динамичный 
рост абсолютного числа научных 
публикаций среди стран исследу-

Таблица 7. Первые 25 стран мирового рейтинга по числу ссылок на публикации

№

2001–2005 2007–2011

Страна
Число ссылок 

на публикации 
страны

Удельный вес 
страны  

в общемировом 
числе ссылок 

на публикации, %

Страна
Число ссылок 

на публикации 
страны

Удельный вес 
страны в 

общемировом 
числе ссылок 

на публикации, %

1 США 8 736 259 47.5 США 11 542 290 42.2

2 Великобритания 2 231 223 12.1 Великобритания 3 330 285 12.2

3 Германия 1 900 402 10.3 Германия 2 788 268 10.2

4 Япония 1 576 262 8.6 Китай 2 219 953 8.1

5 Франция 1 244 048 6.8 Франция 1 852 765 6.8

6 Канада 971 332 5.3 Япония 1 840 922 6.7

7 Италия 870 611 4.7 Канада 1 641 349 6.0

8 Нидерланды 650 939 3.5 Италия 1 462 765 5.3

9 Австралия 572 221 3.1 Испания 1 111 348 4.1

10 Китай 569 874 3.1 Нидерланды 1 086 107 4.0

11 Испания 549 353 3.0 Австралия 1 071 029 3.9

12 Швейцария 529 890 2.9 Швейцария 857 170 3.1

13 Швеция 471 150 2.6 Южная Корея 677 451 2.5

14 Бельгия 308 583 1.7 Швеция 666 464 2.4

15 Южная Корея 288 106 1.6 Индия 587 965 2.1

16 Дания 265 646 1.4 Бельгия 551 464 2.0

17 Израиль 262 033 1.4 Бразилия 436 681 1.6

18 Россия 258 172 1.4 Дания 426 175 1.6

19 Индия 225 529 1.2 Тайвань 413 885 1.5

20 Финляндия 217 603 1.2 Австрия 347 819 1.3

21 Австрия 215 013 1.2 Израиль 338 029 1.2

22 Бразилия 185 243 1.0 Россия 317 770 1.2

23 Польша 178 917 1.0 Финляндия 309 117 1.1

24 Тайвань 173 626 0.9 Польша 302 810 1.1

25 Норвегия 140 394 0.8 Турция 267 440 1.0

Примечания. 1. Показатель «число ссылок на публикации страны» – это число ссылок, полученных за 2001–2005 
(и 2007–2011) гг. публикациями страны, вышедшими в 2001–2005 (и 2007–2011) гг. 
2. Общемировое число ссылок на публикации рассчитывается для фактического числа научных публикаций всех 
стран, представленных в Essential Science Indicators (раздел «Citation Analisys», подраздел «Baselines», опция 
«View field rankings table»).
Источник: расчеты авторов по материалам Essential Science Indicators (раздел «Citation Rankings», подраздел «Coun-
tries/territories», опция «View table of graph data» для показателей по странам, представленным в таблице; раздел 
«Citation Analisys», подраздел «Baselines», опция «View field rankings table» для общемировых показателей). 
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емой выборки, имел один из самых 
низких в мире показателей сред-
ней цитируемости одной публика-
ции – 4.19 ссылок на публикацию 
(133-е место в мировом рейтинге). 
Средняя цитируемость одной пу-
бликации в европейских странах 
была выше, чем в азиатских. Наи-
высшую среднюю цитируемость 
одной публикации среди стран 
Азии показала Япония (10.35 ссы-
лок на публикацию), занимавшая 
в мировом рейтинге по этому по-
казателю 35-е место.

В странах БРИК максимальное 
значение средней цитируемости 
одной публикации имела Брази-
лия – 6.37 ссылок на публикацию 
(100-е место в мире). В Китае и Ин-
дии средняя цитируемость одной 
публикации также была выше, 
чем в России: 102-е и 108-е места 
в мире соответственно. Эстония 
отличалась самым высоким уров-
нем средней цитируемости одной 
публикации среди стран бывшего 
СССР – 9.35 ссылок на публика-
цию (45-е место в мире). Во всех 
Прибалтийских странах средняя 
цитируемость одной публикации 
была выше, чем в России, а во всех 
странах Средней Азии, а также 
в Беларуси и Украине, наобо-
рот, – ниже. Самое низкое значе-
ние средней цитируемости одной 
публикации в странах бывшего 
СССР наблюдалось в Азербайд-
жане (2.55 ссылок на публикацию, 
130-е место в мире). Последнее, 
131-е место, в мировом рейтин-
ге занимала Сербия, где каждая 
публикация, вышедшая в 1996–
2010 гг., получала в среднем 2.66 
ссылок.

Как уже упоминалось выше, 
аналитический ресурс essential 
Science Indicators позволяет про-
водить сравнение средней цитиру-
емости одной публикации, а также 
абсолютного числа ссылок, полу-
ченных публикациями в динамике. 
Среди стран исследуемой выбор-
ки наиболее существенный (более 
чем на 50%) рост средней цитируе-

мости одной публикации показали 
такие страны, как Сингапур, Ту-
нис, Иран, Китай, Египет, Алжир, 
Греция, Турция, Таиланд, Индия. 

Лидером по абсолютному чис-
лу ссылок, полученных публи-
кациями, также были США. 
Доминирование США над осталь-
ными странами по этому пока-
зателю выражено еще сильнее, 
чем по числу самих публикаций 
(табл. 7). Публикации авторов 
из США в 2001–2011 гг. получили 
45.3% общемирового потока ссы-
лок. Однако за указанный период 
этот показатель несущественно 
сократился: с 47.5 до 42.2%. Доли 
Великобритании и Германии, за-
нимавших в 2001–2011 гг. 2-е и 3-е 
места соответственно в рейтинге 
по числу ссылок на публикации, 
за указанный период остались 
неизменными. Россия в этом рей-
тинге занимала 22-е место. За ука-
занный период Россия потеряла 4 
позиции, переместившись с 18-го 
места на 22-е. 

Китай, занимавший 2-е место 
в рейтинге по числу публикаций, 
в рейтинге по числу ссылок на пу-
бликации занимал 7-е место (5% 
их общемирового количества). 
За исследуемый период Китай 
«отыграл» 6 рейтинговых пози-
ций, переместившись с 10-го места 
на 4-е. Помимо Китая, среди стран 
исследуемой выборки существен-
ное продвижение наверх в этом 
рейтинге за указанный период по-
казали Иран (10 позиций), Паки-
стан (8 позиций), Малайзия (7 по-
зиций), Китай (6 позиций), а также 
Бразилия, Сингапур и Тайвань 
(по 5 позиций). В странах иссле-
дуемой выборки более чем трех-
кратное увеличение числа ссылок 
на публикации за 2001–2011 гг. на-
блюдалось в Иране (7.4 раз), Паки-
стане (5.9 раз), Малайзии (4.8 раз), 
Китае (3.9 раз), Алжире (3.7 раз), 
Таиланде (3.4 раз), Нигерии (3.2 
раз) и Колумбии (3.1 раз). Однако 
бурный рост числа ссылок на на-
учные работы не помог этим стра-

нам получить высокие показатели 
цитируемости. 

Аналогично можно рассмотреть 
страны, которые, наоборот, теря-
ли позиции в рейтинге по числу 
ссылок на публикации: 4 и более 
позиции в этом рейтинге потеряли 
(помимо России) Эстония, Израиль 
(по 4 позиции), Новая Зеландия, 
Словакия (по 5 позиций), Украина 
(6 позиций), Венгрия и Венесуэла 
(по 8 позиций). Так же как и в слу-
чае с числом самих научных работ, 
позиции стран Западной Европы 
и Северной Америки в рейтинге 
по числу ссылок на них за 2001–
2011 гг. существенно не измени-
лись. Несмотря на существенные 
потери позиций в рейтинге по чис-
лу публикаций, Венгрия, в отли-
чие от Венесуэлы, располагалась 
на относительно высоком 38-м ме-
сте в рейтинге по уровню цитиру-
емости научных работ (Венесуэла 
занимала 84-е место). Израиль, 
Новая Зеландия и Эстония также 
занимали сравнительно высокие 
позиции: 17-е, 28-е и 45-е. 

Российское распределение ссы-
лок на публикации по областям 
науки, аналогично структуре са-
мих публикаций, сильно отлича-
лось от мирового (табл. 8). 

37.5% всех ссылок в 2001 – 
2011 гг. получили российские пу-
бликации по физике. Доля всех 
остальных областей науки в об-
щем числе ссылок на научные 
работы российских авторов была 
значительно меньше. Тем не ме-
нее в 2007–2001 гг. по сравнению 
с 2001–2005 гг. удельный вес ссы-
лок, полученных отечественными 
работами по физике, снизился. 
В то же время доля ссылок, по-
лученная публикациями по кли-
нической медицине, значительно 
увеличилась: с 3.8 до 7.8%. 

В мировой структуре ссылок 
доминировала область клиниче-
ской медицины – 25.2% от их об-
щего потока. Второй по числу по-
лученных ссылок областью наук 
была химия (12.1% от общего числа 
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ссылок), а третьей – физика (8%). 
В мировой структуре науки силь-
нее всего сократилась доля ссы-
лок, полученных работами в обла-
сти биологии и биохимии.

Удельные веса ссылок на оте-
чественные работы в общеми-
ровом потоке в разрезе областей 
наук представлены на рис. 3 . 
Российские публикации по физи-
ке и астрономии получили наи-
большую (в сравнении с работами 
по остальным областям науки) 
долю мирового потока ссылок (6.1% 
в сумме за 2001 – 2011 гг.). От 2 
до 4% мирового потока ссылок 

получили отечественные работы 
по математике, наукам о Земле 
и наукам о космосе. Такие обла-
сти науки, как физика и техниче-
ские науки, показали серьезное 
сокращение соответствующих 
удельных весов за 2001–2011 гг. 
С другой стороны, в области муль-
тидисциплинарных исследований 
указанный показатель, наоборот, 
существенно вырос за исследуе-
мый период: с 0.3 до 1.9%.

В табл. 9 представлены по-
казатели средней цитируемости 
российских публикаций в разре-
зе областей науки в 2001–2011 гг. 

Наиболее высокий уровень сред-
ней цитируемости одной публи-
кации имели работы российских 
ученых по иммунологии. Однако 
среднемировой уровень средней 
цитируемости одной публикации 
по иммунологии был выше россий-
ского показателя. 

Наименьшее число ссылок 
в расчете на одну публикацию 
в 2001–2011 гг. получали рос-
сийские работы по математике, 
общественным и компьютерным 
наукам. В 2001–2005 гг. уровень 
средней цитируемости одной пу-
бликации, сопоставимый с миро-

Таблица 8. Распределение ссылок на публикации по областям науки (%)

Область науки
Общемировое распределение Российское распределение

2001–2005 2007–2011 2001–2005 2007–2011

Биология и биохимия 10.47 7.63 6.66 5.54

Иммунология 2.98 2.29 0.36 0.59

Клиническая медицина 25.56 25.09 3.79 7.81

Компьютерные науки 0.82 0.91 0.32 0.27

Математика 0.68 0.94 1.36 1.86

Материаловедение 2.46 3.75 3.26 3.78

Междисциплинарные науки 0.07 0.12 0.01 0.20

Микробиология 2.64 2.35 1.59 1.52

Молекулярная биология и генетика 7.82 6.20 3.60 3.33

Науки о Земле 2.19 2.58 4.93 6.48

Науки о космосе 2.02 1.81 5.18 5.61

Науки о растениях и животных 3.69 3.69 1.59 1.94

Науки об охране окружающей среды и экология 2.16 2.98 0.96 1.42

Нейронауки и поведенческие науки 5.68 4.79 1.33 1.17

Социальные науки 1.48 2.10 0.19 0.27

Психиатрия и психология 2.00 2.36 0.25 0.21

Сельскохозяйственные науки 1.04 1.46 0.20 0.39

Технические науки 2.92 4.37 4.90 4.39

Фармакология и токсикология 2.05 2.29 0.31 0.52

Физика 8.60 7.67 43.49 35.49

Химия 12.09 13.71 15.65 17.15

Экономика и бизнес 0.58 0.91 0.08 0.09

Примечание. Распределение ссылок на публикации по областям науки рассчитывается как динамика удельных 
весов ссылок на публикации по заданным областям в общем числе ссылок на публикации.
Источник: расчеты авторов по материалам Essential Science Indicators (раздел «Citation Rankings», подраздел 
«Countries/territories» страна «Russia», опция «View table of graph data» для показателей по России; раздел «Cita-
tion Analysis», подраздел «Baselines», опция «View field rankings table» для общемировых показателей).
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вым значением, имели российские 
публикации по экономике и бизне-
су. Однако в 2007–2011 гг. средняя 
цитируемость этих российских ра-
бот, а также работ по фармаколо-
гии и токсикологии сократилась: 
на 28 и 19% соответственно.

Российские публикации в об-
ласти мультидисциплинарных 
исследований показали невероят-
но высокий рост уровня средней 
цитируемости одной публикации: 
с 0.39 в 2001–2005 гг. до 3.65 в 2007–
2011 гг. В 2007–2011 гг. только 
публикации в области мульти-
дисциплинарных исследований 
имели среднюю цитируемость, 
сопоставимую со среднемировым 
значением. Относительно высокий 
(в 2.28 раза) рост уровня средней 
цитируемости одной публика-

ции наблюдался также для работ 
по клинической медицине. В обще-
мировой структуре науки наивыс-
шую среднюю цитируемость име-
ли публикации по молекулярной 
биологии и генетике.

ДИНАМИКА 
ВЫСОКОЦИТИРУЕМЫХ 
ПУБЛИКАЦИЙ1

Высокоцитируемые публика-
ции (highly cited papers) – это 
сравнительно небольшая группа 
наиболее влиятельных научных 
публикаций. Публикация в опре-
деленной области наук является 
высокоцитируемой, если она попа-

1 Автор благодарит О.И. Кирчик за пре-
доставление ценных информационно-
аналитических материалов, использованных 
при написании данного раздела.

дает в 1% наиболее часто цитиру-
емых публикаций в этой области 
науки. Так как тренды цитиро-
вания (частота и распределение 
ссылок во времени) существен-
но варьируют в разных областях 
науки, а статьи, вышедшие ра-
нее, цитируются чаще, чем вновь 
появившиеся, при определении 
«высокоцитируемых публикаций» 
учитывается распределение цити-
рований по отдельным годам и по 
отдельным областям знания.

Зачастую высокоцитируемые 
публикации являются результа-
том международного сотрудниче-
ства, которое может объединять 
соавторов из разных стран мира. 
Многие из них формируют иссле-
довательские фронты (research 
fronts) – наиболее актуальные 
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Рис. 3. Удельный вес ссылок на российские публикации в общемировом числе ссылок на публикации по областям 
науки (%).
Источник: расчеты авторов по материалам Essential Science Indicators (раздел «Citation Rankings», подраздел 
«Countries/territories» страна «Russia», опция «View table of graph data» для показателей по России; раздел «Cita-
tion Analysis», подраздел «Baselines», опция «View field rankings table» для общемировых показателей).
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и динамично развивающиеся об-
ласти исследований и разработок 
в мире. Высокоцитируемые пу-
бликации – это в некоторой степе-
ни показатель качества научной 
системы страны [11, 12].

Индекс специализации по вы-
сокоцитируемым публикаци-
ям рассчитывается так же, 
как и для «обычных» публикаций.

Динамика числа российских 
высокоцитируемых публикаций 
представлена на рис. 4, а их рас-

пределение по областям науки 
в табл. 10. В 2010 г. после довольно 
сильного их сокращения произо-
шло еще более существенное уве-
личение количества таких работ. 

Если обратиться к распреде-
лению высокоцитируемых ста-
тей по областям науки, то в сред-
нем в мире в данную категорию 
чаще всего попадают публикации 
по клинической медицине (22.0%), 
за которой следуют химия (11.8%), 
физика (8.7%) и технические науки 

(8%) (табл. 10). В российском кла-
стере высокоцитируемых статей 
со значительным перевесом лиди-
рует физика, на которую прихо-
дится почти половина (48.6%) всех 
публикаций, пользующихся наи-
большим мировым признанием. 
Клиническая медицина, техниче-
ские науки, химия и науки о Зем-
ле дают еще 28.6% всех высокоци-
тируемых публикаций.

Физика лидирует по индексу 
специализации: ее удельный вес 

Таблица 9. Средняя цитируемость российских публикаций по областям науки: 2001–2011

Область науки

2001–2005 2007–2011
Средняя  

цитируемость 
одной публикации 

российских 
авторов

Отношение 
к общемировому 

показателю

Средняя  
цитируемость 

одной публикации  
российских 

авторов

Отношение 
к общемировому 

показателю

Иммунология 4.6 0.48 7.21 0.73

Науки о космосе 3.15 0.48 4.18 0.54

Биология и биохимия 3.35 0.45 3.83 0.53

Клиническая медицина 1.62 0.31 3.69 0.64

Мультидисциплинарные исследования 0.39 0.23 3.65 1.04

Нейронауки и науки о поведении 3.41 0.44 3.6 0.44

Молекулярная биология и генетика 3.42 0.29 3.58 0.33

Физика 3.1 0.81 3.12 0.74

Микробиология 2.52 0.37 3.03 0.44

Фармакология и токсикология 3.35 0.68 2.71 0.47

Науки об окружающей среде 2.16 0.60 2.28 0.45

Науки о Земле 1.39 0.42 1.93 0.44

Химия 1.39 0.33 1.9 0.33

Науки о растениях и животных 1.39 0.49 1.8 0.54

Материаловедение 1.05 0.46 1.51 0.39

Технические науки 1.24 0.79 1.45 0.58

Сельскохозяйственные науки 0.58 0.24 1.22 0.39

Экономика и бизнес 1.6 0.99 1.15 0.48

Психиатрия и психология 1.01 0.28 1.13 0.24

Математика 0.62 0.53 0.82 0.50

Компьютерные науки 0.53 0.45 0.78 0.36

Общественные науки 0.35 0.22 0.67 0.33

Публикации по всем областям науки 2.02 0.47 2.41 0.49

Примечание. Все показатели рассчитаны для суммарного за 2001–2011 гг. числа публикаций в научных журна-
лах, индексируемых в Web of Science.
Источник: расчеты авторов по материалам Essential Science Indicators (раздел «Citation Rankings», подраздел 
«Countries/territories» страна «Russia», опция «View table of graph data» для показателей по России; раздел «Cita-
tion Analysis», подраздел «Baselines», опция «View field rankings table» для общемировых показателей). 
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в общем числе высокоцитируемых 
публикаций российских авторов 
превышает аналогичный средне-
мировой показатель более чем 
пятикратно. В России удельный 
вес высокоцитируемых публика-
ций по физике в общем числе вы-
сокоцитируемых ~48%, в то вре-
мя как для общемирового числа 
высокоцитируемых публикаций 
этот показатель равен ~8.6%. Со-
ответственно индекс специализа-
ции российских высокоцитируе-
мых публикаций по физике равен 
48%/8.6% = 5.6. Следует отметить 
более значительное в сравнении 
с общемировым распределением 
присутствие высокоцитируемых 
статей в сфере наук о Земле, наук 
о космосе и математики. Имен-
но эти области российской науки 
вносят наиболее значимый вклад 

в мировой научный процесс. На-
против, наименьшие шансы по-
пасть в число высокоцитируемых 
имеют российские публикации 
в области иммунологии, фармако-
логии и токсикологии, нейронауки 
и поведения, психиатрии и психо-
логии, экономики и бизнеса, ком-
пьютерных и общественных наук.

Соответственно позиции России 
в мировой науке наиболее сильны 
в области физики. На эту область 
науки приходится половина рос-
сийских высокоцитируемых пу-
бликаций и значительная часть об-
щего числа российских публикаций 
в ведущих научных журналах. 

Проанализируем позиции 
российских высокоцитируемых 
публикаций в мире (табл. 11). 
Как и в случае с общим числом пу-
бликаций, мировым лидером здесь 

снова являются США: 34.1% обще-
мирового потока высокоцитируе-
мых публикаций за 2001–2011 гг. 
Второе место принадлежало 
Великобритании (8.9%), а тре-
тье – Германии. Китай, имевший 
наибольшее количество высокоци-
тируемых публикаций среди ази-
атских стран, занимал 6-е место 
в данном рейтинге. России при-
надлежала 21-я позиция. 

Швейцария в 2001–2011 гг. име-
ла наивысшую долю высокоцити-
руемых публикаций в общем чис-
ле своих публикаций среди стран, 
представленных в табл. 11. В Рос-
сии этот показатель был, наоборот, 
наименьшим среди стран, приве-
денных в табл. 11. Вклад отече-
ственной науки в общемировой 
поток высокоцитируемых публика-
ций также был невысоким – 0.64%.
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Рис. 4. Динамика числа российских высокоцитируемых публикаций: 2001–2010. 
Источник: расчеты авторов по материалам аналитического ресурса Essential Science Indicators (раздел «Most 
cited papers», подраздел «Highly cited papers»).
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Таблица 10. Распределение высокоцитируемых публикаций по областям науки: 2001–2011 

Область науки Страны 
мира Россия

Удельный вес российских 
высокоцитируемых 

публикаций в их  
общемировом числе, %

Индекс специализации 
российских  

высокоцитируемых 
публикаций

Биология и биохимия 5501 46 0.84 0.79

Иммунология 1252 2 0.16 0.15

Клиническая медицина 21783 104 0.48 0.45

Компьютерные науки 2544 3 0.12 0.11

Математика 2377 27 1.14 1.08

Материаловедение 4572 27 0.59 0.56

Микробиология 1646 6 0.36 0.35

Молекулярная биология и генетика 2806 18 0.64 0.61

Мультидисциплинарные исследования 180 4 2.22 2.11

Науки о растениях и животных 2872 55 1.92 0.23

Науки о Земле 1240 27 2.18 1.82

Науки о космосе 5789 14 0.24 2.07

Науки об окружающей среде и экология 2762 16 0.58 0.55

Нейронауки и поведенческие науки 3012 4 0.13 0.13

Общественные науки 4562 5 0.11 0.10

Психиатрия и психология 2477 3 0.12 0.11

Сельскохозяйственные науки 2041 3 0.15 0.14

Технические науки 7890 91 1.15 1.09

Фармакология и токсикология 1848 4 0.22 0.21

Физика 8600 508 5.91 5.61

Химия 11699 77 0.66 0.62

Экономика и бизнес 1722 1 0.06 0.06

Всего 99175 1045 1.05

Примечания. 1. Все показатели рассчитаны для суммарного за 2001–2011 гг. числа высокоцитируемых публика-
ций в научных журналах, индексируемых в Web of Science.
2. Данные за 2011 г. представлены на начало декабря 2011 г.
Источник: расчеты авторов по материалам аналитического ресурса Essential Science Indicators (раздел «Most 
cited papers», подраздел «Highly cited papers»). 

МЕЖДУНАРОДНОЕ 
СОАВТОРСТВО1

В последнем разделе настоящей 
работы приводится краткий обзор 
основных направлений междуна-
родного сотрудничества россий-
ских авторов (методы оценивания 
международного соавторства рас-
сматриваются, например, в ра-
ботах [13–15]). Интенсивность 

1 Автор благодарит О.И. Кирчик за пре-
доставление ценных информационно-
аналитических материалов, использованных 
при написании данного раздела.

и направления международного 
сотрудничества обычно измеряют-
ся при помощи анализа показате-
лей соавторства ученых из разных 
стран (см., например, [1–5, 14, 16–
18]). Международное соавторство 
предполагает принадлежность 
авторов на момент публикации 
к разным странам. Публикация 
считается написанной в междуна-
родном соавторстве, если в списке 
ее авторов представлены авторы 
из двух и более стран. Авторство 
в таких публикациях засчиты-

вается всем соавторам в равной 
степени независимо от их роли 
в создании публикации. Высокий 
удельный вес публикаций в меж-
дународном соавторстве в общем 
потоке публикаций страны может 
свидетельствовать как о ее цен-
тральном положении в междуна-
родных исследовательских сетях, 
так и о несамодостаточности на-
циональной науки.

В соответствии с изменениями 
в научном производстве на миро-
вом уровне, предполагающими, 
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в частности, формирование все 
более крупных исследовательских 
групп, в некоторых областях зна-
ния наметилась тенденция к ги-
перавторству и мегаавторству, 
объединяющим десятки авторов 
из разных стран (методы и методо-
логия оценки «мультинациональ-
ности» публикаций в международ-
ном соавторстве рассматриваются 
в работах [10, 19, 20]). 

Доля публикаций, написанных 
в международном соавторстве, 
в общем потоке публикаций рас-
сматривается как относительный 

показатель уровня интеграции 
исследователей страны в мировое 
научное сообщество. 

Базовые показатели интегра-
ции российских ученых в мировое 
научное сообщество приведены 
на рис. 5. Доля публикаций, под-
готовленных в международном со-
авторстве, в общем потоке работ 
российских авторов колебалась 
в пределах от 29 до 33% в 2001–
2011 гг. В абсолютном выраже-
нии это составило порядка 9000 
публикаций. Однако с 2008 г. на-
метилось сокращение количества 

публикаций в международном со-
авторстве. 

Исследователи из США и Гер-
мании были ведущими зарубеж-
ными партнерами российских 
ученых (табл. 12). На публикации 
в соавторстве с коллегами из этих 
стран приходилось 26–27% от их 
общего объема. Значимыми пар-
тнерами российских ученых 
были исследователи из Франции 
и Великобритании. Необходимо 
отметить заметное укрепление 
научных связей России со стра-
нами Азии. За 2001–2011 гг. число 

Таблица 11. Основные показатели высокоцитируемых публикаций ведущих стран: 2001–2011 

Страна 
Число  

высокоцитируемых 
публикаций

Позиция в рейтинге 
по числу  

высокоцитируемых 
публикаций

Удельный вес 
высокоцитируемых 
публикаций страны 

в общемировом числе 
высокоцитируемых 

публикаций, %

Удельный вес  
высокоцитируемых 

публикаций в общем 
числе публикаций 

страны, %

США 55953 1 34.10 1.83

Великобритания 14505 2 8.84 1.76

Германия 12649 3 7.72 1.61

Франция 7155 4 4.37 1.28

Канада 6717 5 4.09 1.49

Китай 5856 6 3.57 0.70

Япония 5659 7 3.45 0.73

Италия 5097 8 3.11 1.19

Нидерланды 4808 9 2.93 1.91

Австралия 4210 10 2.57 1.38

Швейцария 4171 11 2.55 2.30

Испания 3584 12 2.18 1.06

Швеция 2747 13 1.68 1.53

Бельгия 2310 14 1.41 1.68

Дания 1940 15 1.18 1.98

Южная Корея 1773 16 1.08 0.63

Израиль 1450 17 0.88 1.31

Австрия 1438 18 0.87 1.50

Индия 1238 19 0.76 0.42

Финляндия 1172 20 0.72 1.32

Россия 1045 21 0.63 0.39

Примечания. 1. Все показатели рассчитаны для суммарного за 2001–2011 г. числа высокоцитируемых публика-
ций в научных журналах, индексируемых в Web of Science.
2. В таблице приведены данные на начало декабря 2011 г.
Источник: расчеты авторов по материалам базы данных Essential Science Indicators (раздел «Most cited papers», 
подраздел «Highly cited papers»).
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публикаций российских авторов 
в соавторстве с коллегами из Ин-
дии выросло в 3.6 раза, с авторами 
из Китая и Тайваня – в 3.1 раза, 
а с авторами из Южной Кореи – 
в 4.6 раза. Научные связи России 
с европейскими странами раз-
вивались не столь интенсивно. 
Из стран бывшего СССР только 
Украина и Беларусь попали в ко-
горту 25 наиболее значимых науч-
ных партнеров России.

С другой стороны, сама Рос-
сия была значимым научным 
партнером для стран Средней 
Азии и Кавказа, а также Мон-
голии, Эквадора, Украины и Бе-
ларуси (табл. 13). В то же время 

для США, Германии, Франции 
и Великобритании Россия была 
незначимым научным партнером. 
Удельный вес публикаций, напи-
санных в соавторстве с Россией, 
в общем числе публикаций этих 
стран был меньше 3.5%. 

В странах Северной Европы 
уровень интеграции исследовате-
лей страны в мировое научное со-
общество был существенно выше, 
чем в России – порядка 50%. В Ин-
донезии, на Кипре, Таджикистане, 
Туркменистане, Киргизии и Узбе-
кистане этот показатель был еще 
выше: 60–65% в последние годы 
[21–23]. Высокий уровень данного 
показателя имеют также страны 

с переходной экономикой (напри-
мер, Латвия, Эстония и Беларусь). 
Он неизменно высок у таких круп-
ных мировых научных держав, 
как Германия, Франция, Канада: 
почти половина всех публикаций 
каждой из этих стран являются 
продуктом международного со-
трудничества. Напротив, наибо-
лее низкие значения среди стран-
лидеров по числу публикаций 
данный показатель имеет у Китая, 
Индии, Турции и Ирана. В целом 
в странах Европы уровень инте-
грации исследователей в мировое 
научное сообщество был выше, 
чем в странах Азии. 

Библиометрические исследо-

Рис. 5. Основные показатели международного сотрудничества российских авторов: 2001–2011.
Число публикаций российских авторов, написанных в международном соавторстве, рассчитывается по материа-
лам Web of Science следующим образом. Для каждого года исследуемого периода в опции «Analyze results» 
портала Web of Science для страны «Россия» по категории «Countries/territories» суммировали публикации 
по всем странам за исключением России. Для анализа отбирались следующие типы документов: научная статья 
(«article»), доклад на конференции («proceedings paper») и обзор («review»).
Источник: расчеты авторов по материалам базы данных Web of Science.
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вания паттернов академического 
соавторства на мировом уровне 
в последние двадцать-тридцать 
лет показывают существенный 
рост числа статей, подготов-
ленных авторами из двух-трех 
и большего числа стран, что от-
ражает углубляющуюся специ-

ализацию и глобализацию про-
изводства знания. В частности, 
наблюдается возрастающая роль 
в международном сотрудничестве 
стран БРИК, причем лидирует 
по данному показателю в четвер-
ке стран Россия. Число статей, 
опубликованных российскими 

учеными в международном соав-
торстве, в период с 1980 по 2011 г. 
возросло с 3 до 31%, достигнув 
уровня США.

Их предметное распределение 
в целом соответствует областям 
научной специализации России: 
со значительным преимуществом 

Таблица 12. Основные научные партнеры России

№

2001 2011

Страна
Число  

публикаций 
в соавторстве 

Удельный вес 
публикаций 

в общем числе 
российских 
публикаций 

в международном 
соавторстве, %

Страна
Число  

публикаций 
в соавторстве 

Удельный вес 
публикаций 

в общем числе 
российских 
публикаций 

в международном 
соавторстве, %

1 Германия 2389 27.18 Германия 2564 28.95

2 США 2158 24.55 США 2366 26.71

3 Франция 1076 12.24 Франция 1499 16.92

4 Великобритания 902 10.26 Великобритания 1390 15.69

5 Япония 681 7.75 Италия 924 10.43

6 Италия 651 7.41 Испания 730 8.24

7 Швеция 493 5.61 Япония 665 7.51

8 Нидерланды 432 4.91 Китай 635 7.17

9 Польша 423 4.81 Польша 621 7.01

10 Швейцария 346 3.94 Швейцария 582 6.57

11 Канада 319 3.63 Украина 540 6.10

12 Украина 318 3.62 Канада 514 5.80

13 Испания 315 3.58 Швеция 508 5.73

14 Финляндия 260 2.96 Нидерланды 494 5.58

15 Бельгия 246 2.80 Финляндия 490 5.53

16 Южная Корея 220 2.50 Чехия 457 5.16

17 Чехия 216 2.46 Бельгия 425 4.80

18 Китай 202 2.30 Австрия 405 4.57

19 Израиль 185 2.10 Южная Корея 398 4.49

20 Австрия 151 1.72 Бразилия 361 4.08

21 Бразилия 150 1.71 Индия 331 3.74

22 Дания 150 1.71 Тайвань 310 3.50

23 Мексика 149 1.69 Беларусь 299 3.38

24 Норвегия 147 1.67 Австралия 299 3.38

25 Австралия 140 1.59 Греция 288 3.25

Примечания. 1. Сумма удельных весов по странам превышает 100%, так как некоторые статьи написаны в соав-
торстве с исследователями более чем из одной зарубежной страны. 
2. Методика расчетов общего числа публикаций российских авторов, написанных в международном соавтор-
стве, приведена в подписи к рис. 5.
Источник: расчеты авторов по материалам базы данных Web of Science.
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лидируют физические науки, 
в особенности физика твердого 
тела и разделы физики, изучаю-
щие ядерные процессы, поля и ча-
стицы, оптика и спектроскопия, 
физика плазмы. За ними следуют 
астрономия и астрофизика, ма-
териаловедение, физическая хи-
мия, приборостроение, биохимия 
и молекулярная биология, нау-
ки о Земле, а также математика 
и электроника.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе был про-
веден обзор публикационной 
активности российских ученых 
и научной результативности ве-
дущих научных держав. В стра-
нах исследуемой выборки была 
проанализирована динамика чис-
ла публикаций в научных жур-

налах, индексируемых в Web of 
Science, и базовых показателей 
цитируемости публикаций. Так-
же были выявлены области на-
учной специализации России. 
Кроме того, проведенный анализ 
показывает, что позиции России 
в мировой науке за 2001–2001 гг. 
ослабились, и Россия пропустила 
вперед страны с быстрорастущей 
публикационной активностью. 
При этом наиболее существенное 
ослабление позиций России на-
блюдается как раз в традицион-
ных для нашей страны областях 
специализации (физика, техни-
ческие науки, материаловедение, 
химия, математика). К тому же 
средняя цитируемость одной пу-
бликации в России была одной 
из самых низких в мире.

Анализ распределения публи-

каций по областям науки позво-
ляет сделать выводы о научной 
специализации России. Бόльшая 
часть российских публикаций – 
это работы в области естествен-
ных и технических наук, в то вре-
мя как в мировой структуре 
науки доминировали публикации 
по медицинским и биологическим 
наукам. Наиболее весомый вклад 
в позиционирование России в ми-
ровой науке внесли российские 
публикации по физике. Эти рабо-
ты составляли практически 50% 
российских высокоцитируемых 
публикаций и 20% общего числа 
российских публикаций. Работы 
российских авторов по физике 
в общемировом числе публикаций 
были представлены намного шире 
в сравнении с работами по осталь-
ным областям науки. Кроме того, 
российские научные публикации 
по физике внесли и самый зна-
чимый вклад (в сравнении с пу-
бликациями по другим областям 
науки) в общее число российских 
публикаций в международном со-
авторстве.

Уровень интеграции российских 
исследователей в мировое науч-
ное сообщество был относительно 
высоким. Однако в европейских 
странах (и особенно в странах Се-
верной Европы) этот показатель 
был выше, чем в России. Основны-
ми научными партнерами России 
были исследователи из США, Гер-
мании, Великобритании и Фран-
ции. Научные связи российских 
авторов с коллегами из стран 
Азии (в первую очередь из Китая, 
а также Индии и Южной Кореи) 
в 1996–2010 годах существенно 
укрепились. 

Анализ публикационной актив-
ности в других странах позволя-
ет сделать следующие выводы. 
В 2001–2011 гг. явным лидером 
мировой науки были США. В ази-
атских странах публикационная 
активность росла намного более 
быстрыми темпами, чем в странах 
Европы. Наивысшие темпы роста 

Таблица 13. Удельный вес публикаций в соавторстве с российскими иссле-
дователями в общем числе публикаций страны: 2001–2011 (%)

Страна 2001 Страна 2011

Туркменистан 40.00 Грузия 30.94

Таджикистан 24.00 Беларусь 27.66

Армения 19.83 Армения 26.29

Казахстан 17.87 Киргизия 23.44

Грузия 17.56 Казахстан 23.18

Эквадор 16.35 Монголия 19.29

Узбекистан 13.02 Азербайджан 18.04

Монголия 12.50 Узбекистан 15.45

Беларусь 8.48 Таджикистан 14.81

Украина 6.40 Эквадор 13.61

Азербайджан 5.44 Украина 10.34

Примечания. 1. Показатели, приведенные в таблице, рассчитываются 
следующим образом. Для каждой из рассматриваемых стран число 
публикаций в соавторстве с российскими исследователями – это значение 
показателя «Record count» в графе «Russia» при запуске функции «Search 
within results for Countries/territories» в опции «Analyze results» портала 
Web of Science. Для анализа отбирались следующие типы документов: 
научная статья («article»), доклад на конференции («proceedings paper») 
и обзор («review»).
2. Указаны страны, в которых удельный вес публикаций в соавторстве 
с российскими исследователями в общем числе публикаций страны превы-
шал 10% в 2001 г. или в 2011 г. 
Источник: расчеты авторов по материалам базы данных Web of Science.
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показателей публикационной ак-
тивности в странах исследуемой 
выборки демонстрировал Иран. 
Однако в европейских странах 
показатели цитируемости публи-
каций и уровень международно-
го научного сотрудничества были 
выше, чем в азиатских странах. 
Соответственно в последние 10 
лет произошла значительная пе-
рестановка сил в мировой науке. 

Развивающиеся страны (в пер-
вую очередь Китай, а также Иран, 
Таиланд, Турция, Малайзия, Бра-
зилия, Пакистан и Индия) стали 
теснить устоявшихся лидеров 
(страны Северной Америки, За-
падной Европы и Япония). Уси-
ление такой тенденции приведет 
к тому, что отставание России 
проявится еще сильнее. Очевидно, 
что необходимо принимать меры 

по стимулированию публикаци-
онной активности российских уче-
ных в крупных международных 
изданиях, иначе Россия может 
потерять статус мировой научной 
державы. 

Автор выражает огромную 
благодарность О.И. Кирчик   

за помощь в подготовке данной 
работы.
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РЕФЕРАТ Рассмотрены основные этапы становления физико-химической биологии в ХХ веке, развитие ко-
торой было обусловлено установлением Уотсоном и Криком пространственной структуры ДНК и успехами 
рентгеноструктурного анализа биополимеров. Высказаны соображения о новых приоритетных задачах 
и методах физико-химической биологии в ХХI веке, в число которых входят динамика биохимических 
процессов, функции неструктурированных белков, а также ферментативные процессы и формирование 
пространственной структуры биополимеров на уровне единичных молекул. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА структура ДНК, активные центры ферментов, неструктурированные белки, динамика 
биохимических процессов, наблюдение отдельных молекул.

Вторая половина ХХ века ознаменовалась 
фантастическим прорывом технических воз-
можностей человечества. Освоение ядерной 

энергии привело к появлению сети атомных электро-
станций, покрывшей всю планету. Создание сверх-
мощных ракет-носителей открыло человечеству 
дорогу в космос, которая началась с полета Юрия 
Гагарина, привела к высадке первых астронавтов 
на Луну и к созданию международной космической 
станции, а сегодня позволяет планировать полет 
людей на Марс. Успехи электроники и материало-
ведения позволили создать вычислительные маши-
ны, способные осуществлять триллионы операций 
в секунду, запоминающие устройства меньше спи-
чечного коробка, но с очень большой емкостью, раз-
работать системы сверхскоростной передачи инфор-
мации и создать одно из наиболее выдающихся чудес 
техники – Интернет.

Не столь впечатляющие, но не менее значимые 
для человечества события произошли в результате 
проникновения методов и представлений физики, 
химии и биологии в объяснение механизмов функ-
ционирования живых организмов. Хотя, конечно, 
углубление наших пониманий этих механизмов было 
постепенным, многоступенчатым процессом; можно 
указать критическую точку, которая в наибольшей 
мере стимулировала бурный рост наших познаний 
в этой области. Этой точкой стала опубликованная 
в 1953 году в журнале «nature» эпохальная работа 

Джеймса Уотсона и Френсиса Крика, построивших 
пространственную модель дезоксирибонуклеиновой 
кислоты (ДНК) [1].

Среди всего многообразия вопросов, задаваемых 
ученым живой природой, наиболее интригующим 
несомненно был вопрос, каким образом все огром-
ное богатство информации, содержащееся в одной 
клетке, передается с высокой степенью точности по-
следующим поколениям. Для ответа прежде всего 
требовалось понять, что служит материальным но-
сителем этой информации. Нуклеиновые кислоты 
были открыты Мишером в 1869 году, однако до се-
редины 20-х годов ХХ века ответственными за ге-
нетические функции живых организмов считались 
белки. И только в 1944 году Эвери и его сотрудники 
показали, что носителем генетической информации 
является ДНК [2].

Было очевидно, что такой носитель должен об-
ладать тремя главными функциями. Во-первых, он 
должен иметь огромную информационную емкость, 
чтобы хранить информацию обо всем разнообра-
зии свойств живого организма со всей его структу-
рой и всеми функциями, присущими данному виду 
или даже индивиду. Во-вторых, этот носитель дол-
жен обладать механизмом, позволяющим реализо-
вать эту информацию в виде конкретных структур 
живого организма и всех его многочисленных функ-
ций (осуществить экспрессию этой информации). 
В-третьих, что и было наиболее серьезным камнем 
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преткновения, должен существовать механизм пере-
дачи этой информации последующим поколениям. 

Принципиальная возможность того, что носи-
телем огромных массивов информации могла быть 
ДНК, вытекала из ее химической структуры. ДНК 
представляет собой линейный полимер, построенный 
из четырех различных мономеров – нуклеотидов, 
каждый из которых состоит из трех фрагментов – 
остатка углевода (дезоксирибозы), связанного с ним 
остатка ортофосфорной кислоты и одного из четырех 
гетероциклических остатков (оснований) – аденина, 
гуанина, тимина и цитозина. 

Нуклеотиды связаны между собой фосфодиэ-
фирными связями между остатками дезоксирибозы 
и фосфорной кислоты (рис. 1).

Такой принцип построения делает возможным су-
ществование невообразимо большого числа разных 
полимерных структур, отличающихся набором и по-
следовательностями нуклеотидов. У полимера дли-
ной в n звеньев число вариантов составляет 4n = 100.6n. 
Даже у очень короткого полимера длиной 200 моно-
мерных звеньев это число (10120) на много порядков 
превышает число атомов во всей доступной наблю-
дению части Вселенной (1080). А ДНК даже у простей-
ших организмов построена из сотен тысяч и даже 
миллионов нуклеотидов.

Приведенные расчеты означают, что подавляю-
щее большинство мыслимых последовательностей 
нуклеотидов в принципе не могло появиться за время 
существования Вселенной и, следовательно, соответ-
ствующие им живые организмы не могли появить-
ся и быть предметом естественного отбора. Значит, 
не исключено появление или создание организмов 
более совершенных, чем существующие в настоящее 
время.

Однако ни сам факт установления роли ДНК 
как носителя информации, ни огромная потенци-
альная информационная емкость молекул ДНК еще 
не давали ответа на наиболее интригующий вопрос – 
как эта необъятная информация передается из по-
коления в поколение. Оказалось, что эта способность 
заложена в пространственной структуре ДНК. Со-
гласно модели, предложенной Уотсоном и Криком 
и нашедшей полное подтверждение в последующих 
бесчисленных экспериментальных работах, ДНК по-
строена из двух полинуклеотидных цепей, основания 

которых попарно связаны между собой водородными 
связями. Причем в рамках предложенной структуры 
аденин может взаимодействовать только с тимином, 
а гуанин – с цитозином. Такие последовательности 
в двух полинуклеотидных цепях получили название 
комплементарных. Наличие данного соответствия 
означает, что какой бы ни была последовательность 
нуклеотидов в одной из цепей, ей однозначно соот-
ветствует последовательность нуклеотидов во второй 
цепи. Отсюда следовал механизм передачи информа-
ции при клеточном делении от материнской клетки 
к двум образующимся дочерним. Согласно этому ме-
ханизму, перед клеточным делением две полинукле-
отидные цепи расходятся, и каждая из них управля-
ет образованием (синтезом) новой комплементарной 
цепи, т.е. в каждой из двух дочерних клеток оказы-
ваются двухцепочечные структуры, идентичные 
структуре ДНК в материнской клетке. Существова-
ние этого процесса было подтверждено работой Ме-
зельсона и Шталя [3] вскоре после появления работы 
Уотсона и Крика. Мезельсон и Шталь растили клетки 
Еscherichia coli на среде, содержащей 15nH

4
cl в ка-

честве единственного источника азота. Затем клетки 
инкубировали на протяжении нескольких поколений 
в среде, содержащей обычный изотоп азота. Во всех 
последующих поколениях клеток в ДНК присутство-

Рис. 1. Структура фрагмента молекулы ДНК.
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вала 15n-ДНК, т.е. тяжелая ДНК, которая образова-
лась на первой ступени эксперимента, оставалась ин-
тактной и просто передавалась при каждом делении 
одной из образующихся дочерних клеток. 

Важнейшей особенностью работы Уотсона и Крика 
было установление структуры биологически значи-
мой молекулы по известным к тому времени геоме-
трическим параметрам отдельных химических свя-
зей. Они объяснили биологическое явление исходя 
из физико-химических характеристик молекул, обу-
славливающих это явление. Поэтому работу Уотсо-
на и Крика можно считать днем рождения физико-
химической биологии.

На сегодняшний день физико-химическая биоло-
гия объединяет несколько крупных научных дисци-
плин – биологическую химию, биофизику, биоорга-
ническую химию, молекулярную биологию. Конечно, 
исторически сложившееся разделение этих дис-
циплин не всегда полностью оправдано. Например, 
молекулярная биология в Википедии определяет-
ся как «наука о молекулярных основах биологиче-
ской активности». Однако и биологическая химия 
уже достаточно давно опирается на молекулярные 
представления, описывая важнейшие биохимиче-
ские процессы как превращения молекул опреде-
ленной, как правило, известной химической струк-
туры, а катализаторы этих процессов рассматривая 
как индивидуальные соединения, т.е. как молекулы. 
Поэтому вся современная биологическая химия яв-
ляется наукой молекулярной и могла бы претендо-
вать на название «молекулярная биология». В связи 
с этим в настоящей статье автор будет избегать этого 
термина, и в дальнейшем речь будет идти о физико-
химической биологии как науке, рассматривающей 
биологические явления на основе физико-химических 
свойств отдельных атомов и химических связей. 

Работа Уотсона и Крика стимулировала бурное 
развитие исследований, что, в конечном итоге, по-
зволило установить основные биохимические меха-
низмы, обеспечивающие передачу и экспрессию ге-
нетической информации. Важным элементом этих 
механизмов было представление о матричном био-
синтезе биополимеров, согласно которому каждый 
шаг удлинения создаваемой новой молекулы биопо-
лимера не только катализируется специальным фер-
ментом, но и контролируется специальной матричной 
нуклеиновой кислотой, указывающей, какой именно 
мономер следует присоединять к растущей полимер-
ной цепи на данном шаге. Описание этих механизмов 
содержится во всех современных зарубежных и оте-
чественных учебниках и пособиях по биологической 
химии, например [4, 5].

Открытие ферментов, катализирующих синтез 
комплементарных молекул ДНК, привело к созданию 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) [6], нашедшей 
применение в медицинской диагностике, криминали-
стике и археологии. 

Установление механизмов экспрессии ДНК и до-
стижения химиков в синтезе олигонуклеотидов за-
данной последовательности привели к появлению 
генетической инженерии [7]. Стало возможным вы-
резать из ДНК определенный ген, внести в него же-
лаемые изменения и вернуть его в соответствующий 
геном, т.е. осуществить сайт-направленный мутаге-
нез [8].

Крупнейшей научной программой физико-
химической биологии стала провозглашенная в 1990 
году международная программа «Геном человека» – 
программа определения полной последовательности 
нуклеотидов (секвенирования) ДНК человека [9]. Уже 
в 2001 году Вентер (Venter) и 272 его соавт. опубли-
ковали первую черновую версию полной последо-
вательности нуклеотидов генома человека [10]. Соз-
данные в рамках этой программы и продолжающие 
совершенствоваться методы открыли дорогу, с одной 
стороны, к созданию генетических карт каждого че-
ловека, а с другой, к определению структуры гено-
мов всех животных, растений и микроорганизмов, 
существующих на земле. В этом отношении, даже 
несмотря на замечательные успехи в создании вы-
сокоэффективных скоростных методов секвениро-
вания, молекулярные биологи обеспечены работой 
не на один десяток лет.

Весь путь, проделанный физико-химической био-
логией от работы Уотсона и Крика до установления 
структуры генома человека, можно рассматривать 
как поступательное движение, при котором постав-
ленные задачи были ясны, речь шла лишь о создании 
методов их решения и проведении исследований. Но, 
наряду с этим открывались и новые, неожиданные 
факты. К числу их можно отнести открытие рибо-
зимов Томасом Цехом [11] и Сидни Альтманом [12] 
и установление регуляторной роли малых интерфе-
рирующих РНК [13].

Естественно, что нельзя a priori исключить вы-
явление в будущем новых, не вытекающих из все-
го предыдущего, физико-химических особенностей 
живой материи. Так, нельзя считать окончательно 
установленным полное информационное содержа-
ние генома человека. Всего 1.5% генома приходится 
на 23000 генов, кодирующих белки. Значительная 
часть генома определяет синтез различных некоди-
рующих РНК – транспортных, рибосомных, интро-
нов. Но это отнюдь не все оставшиеся 98.5% генома, 
огромная часть которого пока что квалифицирует-
ся как «мусорная» ДНК (junk DnA). Установление 
функции этой ДНК – одна из интригующих проблем 
физико-химической биологии. До сих пор неясным 
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остается функциональное значение внеклеточных 
нуклеиновых кислот, присутствующих в ощутимых 
количествах, например в плазме крови [14]. 

Среди успехов физико-химической биологии 
в прошедшем веке следует отметить существенный 
прогресс в понимании механизмов биологического 
катализа, достигнутый при помощи рентгенострук-
турного анализа белков и изучения их структуры ме-
тодом ЯМР-спектроскопии. К настоящему времени 
накоплен огромный материал по атомной структу-
ре активных центров ферментов и их комплексов со 
специфическими лигандами, что позволило сформу-
лировать разумные гипотезы о механизме узнава-
ния и каталитических превращений. Чтобы получить 
представление об уровне получаемой информации 
о природе активных центров ферментов, на рис. 2 
приведена схема расположения в активном центре 
фермента фенилаланил-тРНК-синтетазы промежу-
точного продукта реакции – фенилаланиладенила-
та, и связей, образуемых группами активного центра 
фермента с интермедиатом, включая участвующие 
во взаимодействии молекулы воды [15].

Однако в XXI веке, по мнению автора, основные 
акценты физико-химической биологии должны сме-
щаться. Можно выделить несколько аспектов, кото-

рые требуют приоритетного развития как теорети-
ческого, так и экспериментального. Прежде всего, 
существенно большего внимания требует вопрос 
о роли молекулярной динамики в биологических про-
цессах. 

Динамический характер поведения биополимеров 
в ходе их функционирования естественно не был от-
кровением. Однако органическая химия, в том числе 
биоорганическая, в основном оперировала со струк-
турой, по сути своей статической. Динамические 
события рассматривались, в основном, как переход 
от статических структур реагентов к статическим 
структурам продуктов реакции. В лучшем случае 
рассматривались промежуточные соединения, но они 
тоже представлялись как некие статические струк-
туры. Конечно, любой образованный химик прекрас-
но понимал, что молекулы, в том числе и молекулы 
биополимеров, подвержены внутренним движени-
ям, таким, как атомные колебания, происходящие 
в субпикосекундной шкале времени, флуктуациям 
боковых радикалов в пико-наносекундной времен-
ной шкале, конформационным перегруппировкам 
в миллисекундном диапазоне и еще более медленным 
внутримолекулярным движениям. Встающий перед 
молекулярной динамикой биополимеров вопрос со-

Рис. 2. Струк-
тура актив-
ного центра 
фенилаланил-
тРНК-синтетазы 
в комплексе 
с промежуточ-
ным фенилала-
ниладенилатом. 
Пунктирными 
линиями отмече-
ны водородные 
связи между ато-
мами интерме-
диата и фермен-
та со связанными 
с ним молекула-
ми Н

2
О. 
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стоит не в констатации и описании таких движений, 
а в установлении роли такого рода динамических 
событий в процессах узнавания, в каталитических 
превращениях, во внутри- и межклеточной сигнали-
зации. На сегодняшний день наиболее широко обсуж-
дается роль динамических факторов в ферментатив-
ном катализе [16].

Применительно к ферментативному катализу 
вопрос о роли динамики впервые четко прозвучал 
в гипотезе вынужденного соответствия (induced fit), 
сформулированной Кошландом [17]. Согласно его 
предположению, в структуре активного центра фер-
мента и субстрата изначально не существует иде-
ального соответствия, позволяющего сразу же после 
образования комплекса фермент–субстрат присту-
пить к осуществлению химического превращения. 
Этому процессу должна предшествовать конфор-
мационная подстройка комплекса, т.е. определен-
ные перемещения атомов, которые обеспечивают 
необходимое соответствие претерпевающих пре-
вращение химических связей субстратов и участ-
ков активного центра фермента, осуществляющих 
каталитический процесс.

Эта концепция получила экспериментальное под-
тверждение в данных по предстационарной кине-
тике. Наблюдать подобные изменения в настоящее 
время удается с использованием методов быстрой 
кинетики, таких, как метод остановленной струи 
(stopped flow) для миллисекундного диапазона и ре-
лаксационные методы (t-jump, температурный ска-
чок) для микросекундного диапазона [18]. В качестве 
примера на рис. 3 приведены полученные методом 

остановленной струи кривые для реакции выщепле-
ния основания (8-оксогуанина), катализируемого 
8-оксогуанин-ДНК-гликозилазой. За превращением 
наблюдали по флуоресценции остатков триптофана. 
На первом этапе отчетливо видны изменения кон-
формации, причем регистрируется несколько стадий 
и лишь на заключительной происходит отчетливо 
регистрируемое освобождение продукта реакции – 
8-оксогуанина [19].

Временной диапазон применимости релаксацион-
ных методов значительно расширило применение со-
временных лазеров, позволяющих облучать системы 
фемтосекундными импульсами, создавая за такое ко-
роткое время скачок температуры [20, 21]. Более того, 
если в растворе присутствуют соединения, у которых 
рКа

 электронно-возбужденного состояния достаточно 
сильно отличается от рК

а
 основного состояния, то ла-

зерным импульсом можно осуществить скачок рН 
[22, 23].

Важную динамическую проблему представляет 
механизм переключения функционирующей систе-
мы с одного режима на другой, достаточно сильно 
отличающийся от предыдущего. Этот вопрос возни-
кает уже применительно к катализу теми фермен-
тами или ферментативными комплексами, которые 
обладают несколькими каталитическими функция-
ми, проявляющимися в определенном порядке. Это 
касается всех мультифункциональных ферментов, 
в которых последовательное включение разных 
функций обеспечивается «качающейся ножкой», до-
стающей разные активные центры. Таких примеров 
довольно много, одним из них может служить синтаза 
жирных кислот – комплекс белков, катализирующий 
последовательное наращивание двууглеродными 
фрагментами углеродного скелета жирной кислоты 
[24]. Растущая цепь углеродного остатка на протя-
жении всего процесса связана тиоэфирной связью 
с SH-группой остатка фосфопантетеина,

-ОРО
2

–-O-СН
2
-С(СН

3
)

2
-СНОН- 

-СО-nH-(cH
2
)

2
-cO-nH-(cH

2
)

2
-SH,

который ковалентно присоединен фосфоэфирной свя-
зью к остатку серина ацилпереносящего белка (АСР – 
acyl-carrier protein). Ножка содержит большое число 
σ-связей и поэтому обладает высокой гибкостью. Это 
позволяет ацильному остатку попеременно переме-
щаться между активными центрами, катализирую-
щими последовательные стадии биосинтеза жирных 
кислот из ацетильных остатков. Первичным источ-
ником ацетильных групп является ацетилированный 
кофермент А, СоАS-СОСН

3 
– основной продукт ка-

таболизма сахаров, жиров и ряда аминокислот. Аце-
тильный остаток карбоксилируется, а образовавший-

Рис. 3. Кинетическая кривая изменения флуоресцен-
ции (произвольные единицы) в начальной фазе реак-
ции выщепления 8-оксогуанина из олигонуклеотида, 
содержащего окисленный остаток гуанина.
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ся малонильный остаток переносится от кофермента 
А на АСР в соответствии с реакцией: 

СоАS-СОСН
2
СОО- + АСРSH →  

→ АСРS-СОСН
2
СОО-

 
+ СоАSН.

На рис. 4 представлена схема процессов, проис-
ходящих с каждым введенным в процесс двуугле-
родным фрагментом. Непосредственным донором 
этих фрагментов является малонил-АСР, который 
присоединяется к растущей цепи с отщеплением СО

2
 

и разрывом связи фрагмента с белком, восстанов-
лении фрагмента до –СНОНСН

3
, его дегидратации 

до –СН=СНСН
3 
и восстановлении до –СН

2
СН

3
.

Каждая из этих реакций протекает, естествен-
но, с участием своего активного центра. Активные 
центры могут располагаться либо на разных поли-
пептидных цепях (у эубактерий), либо на одном по-
лифункциональном белке (эукариоты, в том числе 
человек). Качающаяся ножка АСР должна в опреде-
ленном порядке доставить фрагмент СОСН

2
r в четы-

ре активных центра для прохождения всех последо-
вательных превращений.

Новую важную проблему, требующую рассмотре-
ния с позиций молекулярной динамики, представ-
ляет изучение внутренне неупорядоченных белков 
(intrinsically unordered proteins) [25–27]. В настоящее 
время обнаружено большое число таких белков, ко-
торые, вопреки установившейся точке зрения, функ-
ционируют в отсутствие определенной третичной 

структуры. Едва ли такие белки представляют собой 
просто статистический клубок полипептидной цепи. 
Скорее всего, в растворе они представляют собой це-
лый ансамбль быстро переходящих друг в друга кон-
формаций. Преобладание белков с неупорядоченной 
конформацией характерно для многих нейродегене-
ративных заболеваний, таких, как болезнь Гентинг-
тона и спиномозжечковая атаксия (нарушение поход-
ки и других видов координации движений). Однако 
многие белки с неупорядоченной пространственной 
структурой или, по крайней мере, содержащие до-
статочно протяженные (свыше 50 аминокислотных 
остатков) неупорядоченные участки, встречаются 
в норме, причем у эукариот их существенно больше, 
чем у одноклеточных организмов. Среди таких белков 
особенно часто встречаются факторы транскрипции, 
белки, участвующие в ремоделировании хроматина 
и во внутриклеточной сигнализации. Речь, конеч-
но, не идет о полной неупорядоченности. Это видно 
хотя бы по тому, что многие неупорядоченные белки 
становятся структурированными при связывании со 
своими мишенями. Неупорядоченность, точнее не-
полная структурная упорядоченность многих бел-
ков, создает серьезную проблему на пути установ-
ления пространственной структуры, так как такие 
белки не дают рефлексов при рентгеноструктурном 
анализе. В то же время накапливается все больше 
данных о том, что такие неупорядоченные участки 
наиболее характерны для полифункциональных 
белков. По-видимому, среди конформаций подобных 

Рис. 4. Схе-
ма наращивания 
двууглеродного 
фрагмента, 
катализируе-
мого синтазой 
жирных кислот. 

CoA – кофермент А 

ACP – ацилпереносящий фермент 
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псевдонеупорядоченных белков есть и конформации, 
в которых белок проявляет сродство к разным пар-
тнерам. Для подобных белков характерно небольшое 
содержание аминокислотных остатков с объемными 
гидрофобными радикалами, повышенным содержа-
нием полярных и заряженных остатков.

Теоретическое изучение молекулярной динамики 
биополимеров в значительной мере ограничено воз-
можностями существующей к настоящему времени 
вычислительной техники. Расчет молекулярной ди-
намики естественно предполагает пошаговую про-
цедуру. При этом размер шага должен составлять 
фемтосекунды. С таким шагом в случае молекул 
биополимеров, состоящих из тысяч атомов, даже 
для современных суперкомпьютеров и программ 
возможно продвижение лишь на десятки наносе-
кунд. Между тем наиболее интересные конформа-
ционные события протекают в диапазоне микро- 
и даже миллисекунд.

Преобладающая часть работ в области физико-
химических основ процессов жизнедеятельности, 
особенно в случае количественных характеристик 
этих процессов, выполнена in vitro. По-видимому, 
полученные в большинстве исследований величины 
можно в значительной мере отнести и к внутрикле-
точным процессам, особенно к процессам в клетках 
эукариот. Каждая обычная эукариотическая клетка 
может нести большое число молекул биополимеров, 
и ее цитозоль не столь сильно отличается от условий 
в пробирке. Это можно продемонстрировать простым 
расчетом клетки сферической формы с линейным 
размером 20 мкм, типичным для клеток эукари-
от. Расчет более наглядно вести в единицах массы 
в дальтонах (Да) и длины в ангстремах (Å) (услов-
но их можно называть «клеточными»). Поскольку 
1 г = 6 × 1023 Да, а 1 см = 105 Å, то плотность в этих 
единицах будет измеряться в 1 г/cм3 = 0.6 Да/Å3. 
Объем клетки составит примерно 4 × 1015, а объем 
достаточно крупной белковой молекулы (пример-
но 100 кДа) в этих единицах будет равен примерно 
105 Å3, т.е., если принять, что белки занимают 10% 
объема цитозоля, даже таких молекул в клетке мо-
жет разместиться около 4 млрд штук. Таким образом, 
можно считать, что условия в цитозоле (с поправкой 
на повышенную вязкость 10%-ного раствора белка) 
непринципиально отличаются от условий в пробир-
ках. Таким же образом можно оценить размещение 
белков на поверхности клетки. Полагая, что 10% по-
верхности плазматической мембраны занято «вмон-
тированными» в нее белками, легко подсчитать, 
что на ней может разместиться (в качестве рецеп-
торов, транспортных белков, каналообразователей 
etc.) порядка 4 × 105 белков с молекулярной массой 
100 кДа.

Исследования как in vitro, так и на уровне целых 
клеток дают информацию о физико-химических ха-
рактеристиках биохимических процессов, усреднен-
ных по всему ансамблю вовлеченных в них молекул. 
В связи с этим новым важным направлением являют-
ся открывающиеся в результате развития техники 
исследований возможности работать с отдельными 
молекулами. Эти исследования направлены, с одной 
стороны, на создание методов установления нукле-
отидной последовательности единичной молекулы 
ДНК, в настоящее время такие работы достаточно да-
леко продвинулись [28]. Второе направление – функ-
ционирование отдельных молекул. Работа в этом 
направлении нуждается в высокочувствительных 
методах, поэтому такие исследования проводятся 
с использованием флуоресцирующих компонентов. 

Наибольшее внимание в настоящее время уделя-
ется изучению реакций, катализируемых одной мо-
лекулой фермента. В этом случае реакция должна 
сопровождаться изменением флуоресценции. В ка-
честве примера можно привести холестериноксидазу 
[КФ 1.1.3.6] [29], катализирующую окисление холе-
стерина молекулярным кислородом. Реакция про-
текает в две стадии: 

холестерин + FAD ↔  
↔ окисленный холестерин + FADН2

,
FADН

2 
+ О

2
 ↔ FAD.

Холестерин окисляется связанным с белковой 
частью фермента флуоресцирующим кофактором 
флавинадениндинуклеотидом (FAD). При окислении 
холестерина FAD переходит в нефлуоресцирующую 
восстановленную форму FADН

2
. На второй стадии 

реакции FADН
2 
окисляется молекулярным кислоро-

дом до исходного FAD. Каждый отдельный каталити-
ческий акт характеризуется затуханием и возгорани-
ем флуоресценции, что позволяет следить за каждым 
актом функционирования фермента. На рис. 5 при-
ведены результаты регистрации флуоресценции 
при каталитическом окислении холестерина. 

Второе важное применение спектроскопии единич-
ных молекул – исследование свертывания макромо-
лекул. Так, с помощью флуоресценции единичных 
молекул можно наблюдать динамику формирования 
пространственной структуры РНК, которую можно 
регистрировать с помощью метода Fret (резонансный 
перенос энергии флуоресценции) [30]. Интенсивность 
переноса энергии флуоресценции между связанными 
с определенными точками флуорофорами облучае-
мого донора флуоресценции и ее акцептора обратно 
пропорциональна шестой степени расстояния между 
ними. Если в ходе формирования пространственной 
структуры расстояние между флуорофорами меня-
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Рис. 5. Реги-
страция флуо-
ресценции ко-
фактора в ходе 
окисления 
холестерина.
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ется, это будет сказываться на флуоресценции акцеп-
тора между ними. При изменении пространственной 
структуры интенсивность флуоресценции акцептора 
энергии будет изменяться.

Рассмотренные выше задачи, встающие перед 
физико-химической биологией, касаются белков 
и нуклеиновых кислот, исследованию которых в ХХ 
веке уделялось приоритетное внимание. Говоря о но-
вых горизонтах физико-химической биологии, сле-
дует отметить необходимость усиления внимания 
и к другим группам соединений. В первую очередь, 

это относится к углеводам нерегулярного строения, 
которые играют важную роль в обеспечении ряда 
высокоселективных процессов, таких, как распреде-
ление биохимических процессов по клеточным орга-
неллам. Помимо важного познавательного значения, 
указанные направления несомненно будут вносить 
большой вклад в конструирование новых лекарствен-
ных препаратов, в изучение их взаимодействий с жи-
выми организмами, их трансформации и побочных 
эффектов и тем самым станут важнейшим звеном 
медицины XXI века. 
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РЕФЕРАТ На концах хромосом находятся специальные структуры – теломеры, от длины которых зависит 
пролиферативный потенциал клетки, или число делений, которые клетка может совершить до своей ги-
бели. Длину теломер поддерживает фермент теломераза. К примеру, в эмбриональных клеточных линиях 
теломераза активна, и длина теломер в них остается постоянной, т.е. эти клетки обладают неограниченным 
потенциалом деления. В стволовых клетках активность теломеразы ниже, что позволяет лишь частично 
компенсировать укорачивание теломер. В соматических клетках активность теломеразы обычно отсут-
ствует. Укорачивание теломер продолжается до тех пор, пока теломера не теряет способность защищать 
концы хромосомы, тогда клетка достигает предела Хейфлика и переходит в состояние старения, а после 
этого наступает кризис, сопровождающийся массовой гибелью клеток. Уцелевшие клетки превращаются 
в иммортальные или в злокачественные (раковые), способные к неограниченному делению и поддержанию 
длины теломер (как правило, с помощью теломеразы). Теломераза является обратной транскриптазой. Она 
состоит из двух основных компонентов – теломеразной РНК (TER) и обратной транскриптазы (TERT). TER 
относится к некодирующим РНК, она содержит участок, служащий матрицей для синтеза теломер. В по-
следнее время появляется все больше работ об альтернативных функциях компонентов теломеразы. В на-
стоящем обзоре суммированы данные о структуре, биогенезе и функциях теломеразы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА теломераза, обратная транскриптаза, теломеры, митохондрия, повреждения ДНК, экс-
прессия генов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ TER – теломеразная РНК; TERT – теломеразная обратная транскриптаза.

ВВЕДЕНИЕ
В клетках эукариот генетическая информация хра-
нится в линейных молекулах ДНК – хромосомах [1]. 
Еще в 1930-х гг. обнаружили, что целые хромосомы 
и их обломки по-разному ведут себя в клетках. Разо-
рванные хромосомы сливаются друг с другом, пере-
страиваются и характеризуются нестабильностью 
[2, 3]. Тогда же предположили, что подобные разли-
чия обусловлены присутствием на концах хромосом 
специальных нуклеотидных последовательностей, 
которые назвали теломерами [3–5]. Теломеры состо-
ят из повторяющихся последовательностей и набо-
ра специальных белков, которые взаимодействуют 
с такими повторами и организуют их в пространстве 
особым образом, образуя нуклеопротеидный ком-
плекс – теломерный гетерохроматин [6, 7]. В ходе 

репликации генома, происходящей при делении кле-
ток, в результате удаления концевой РНК-затравки 
и, как следствие, неполной репликации линейных 
молекул ДНК наблюдается укорачивание 5'-конца 
дочерней цепи. Эту «проблему концевой недоре-
пликации» в 1970-х гг. независимо сформулировали 
А.М. Оловников и Дж. Уотсон [8, 9]. Оловников пред-
положил, что существует специальный фермент – 
теломераза,который может компенсировать «про-
блему концевой недорепликации». Этот фермент был 
открыт в 1987 г. Э. Грейдер и К. Блэкберн [10]. 

В состав теломеразы входят два основных компо-
нента – обратная транскриптаза (tert) и теломе-
разная РНК (ter), содержащая матричный участок 
для синтеза теломерных повторов [9]. Кроме того, 
в теломеразный комплекс входят многочисленные 
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дополнительные компоненты, обеспечивающие ак-
тивность фермента in vivo. Дополнительные белки 
участвуют в разных процессах. Часть из них необхо-
дима для посадки теломеразы на теломеру в опреде-
ленный момент клеточного цикла [10], другие бел-
ки регулируют активность фермента [11]. Известно, 
что теломераза работает не во всех клетках выс-
ших эукариот, однако, ее компоненты присутству-
ют в клетке практически всегда. В последнее время 
стали появляться данные о функциях компонентов 
теломеразы, не связанных с теломерами. 

СТРУКТУРА ТЕЛОМЕР
Теломеры представляют собой повторяющиеся ну-
клеотидные последовательности, с которыми связаны 
специальные белки, защищающие концы хромосом 
от деградации и систем репарации двухцепочечных 
разрывов [12, 13]. По мере накопления данных была 
высказана гипотеза о том, что теломеры состоят 
из трех частей. Они содержат, во-первых, так назы-
ваемый кеп – концевую структуру, которая защища-
ет концы хромосом от деградации и системы репара-
ции двухцепочечных разрывов (DDr – DnA damage 
response), а также контролирует удлинение теломер. 
Основная часть теломеры представлена двухцепо-

чечной ДНК (дцДНК), состоящей из повторяющихся 
и транскрибируемых последовательностей. Третью 
часть теломеры также занимают повторяющиеся по-
следовательности, так называемые субтеломерные 
области [14, 15]. Нуклеотидная последовательность 
теломер обогащена остатками тимидина и гуанозина 
и достаточно консервативна. Теломеры млекопитаю-
щих представляют собой двухцепочечный участок, 
который состоит из повторов ttAGGG и 3'-выступа-
ющего участка G-цепи длиной 150–200 нуклеотидов. 
Согласно одной из гипотез, выступающий участок 
G-цепи переплетается с двухцепочечным участком 
теломеры, образуя t-петлю. В месте взаимодействия 
выступающего 3'-конца с двухцепочечным участком 
образуется так называемая D-петля (рис. 1). t-Петли 
были обнаружены методом электронной микроско-
пии после выделения и специальной обработки ДНК. 
Однако существование таких структур в клетках 
однозначно не доказано, поэтому D-петли рассма-
триваются как предполагаемые структуры.

Функции теломер зависят от минимальной длины 
теломерных повторов и активности ассоциированного 
с ними белкового комплекса. Этот комплекс называ-
ется шелтерином и состоит из шести белков: trF1, 
trF2, POt1, tIn2, tPP1 и rAP1. Белки trF1, trF2 

TERT-TER

t-петля

D-петля

а

Б

Рис. 1. Струк-
тура теломер. 
а – Схематиче-
ское изображе-
ние комплекса 
теломерной 
ДНК, белков 
шелтеринового 
комплекса и те-
ломеразы. Б – 
Схематическое 
изображение 
шелтеринового 
комплекса, свя-
занного с тело-
мерной ДНК, 
в конформации 
t-петли.
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(telomeric repeat binding factor 1 и 2) и POt1 (protec-
tion of telomere protein 1) связаны с теломерной ДНК. 
trF1 и trF2 связываются с двухцепочечными участ-
ками теломер, а РОТ1 – с 3'-выступающим одноцепо-
чечным участком G-цепи [16]. trF1 и trF2 связывают 
теломеры независимо, между собой они не взаимо-
действуют. Оба белка в виде гомодимера и олигомера 
специфично связывают ДНК-дуплекс с теломерной 
последовательностью 5'-YtAGGGttr-3' [16–20]. 
POt1 высокоспецифично связывается с теломерной 
одноцепочечной ДНК (оцДНК) 3'-tAGGGttAG-3', 
указывая на возможность взаимодействия как с вы-
ступающей G-цепью, так и с вытесняемой ею после-
довательностью D-петли [13, 21–23]. POt1 взаимодей-
ствует c trF1. Считается, что таким образом trF1 
способствует связыванию РОТ1 с одноцепочечным 
участком теломеры. Своими независимыми домена-
ми tIn2 (trF1-interacting protein 2) взаимодействует 
одновременно с trF1 и trF2, а также с комплексом 
ТРР1–РОТ1, образуя мостик между компонентами 
шелтеринового комплекса [24, 25]. С-Концевой до-
мен tPP1 связывается с tIn2, а центральный с РОТ1 
[26–29], привлекая таким образом РОТ1 на теломеры 
[30, 31]. Кроме того, на n-конце ТРР1 находится до-
мен, взаимодействующий с теломеразой. Этот факт 
подтверждает предположение о том, что ТРР1 при-
влекает теломеразу на конец хромосомы [32]. Белок 
rAP1 образует комплекс с trF2 и с теломерой [33, 34]. 
В работах нескольких групп показано, что rAP1 не ва-
жен для кепирования теломер, но он препятствует ре-
комбинации на теломерных участках и повышает их 
стабильность [35, 36]. Таким образом, rAP1, в отличие 
от trF1, trF2, POt1 и tPP1, не защищает теломеры 
[32, 35, 36]. 

Существует гипотеза о формировании в тело-
мерных областях хромосом G-квадруплексных 
структур. Четыре теломерных повтора способны 
образовывать G-квадруплекс, который ингибирует 
теломеразную активность [37–41]. С помощью анти-
тел, специфичных к G-квадруплексным структу-
рам, прямо показано образование таких структур 
в клетках ресничных [42, 43]. Косвенно способность 
теломерных областей высших эукариот к формиро-
ванию G-квадруплексных структур подтверждается 
экспериментальными данными. Согласно [44], длин-
ные 3'-выступающие теломерные концы образуют 
G-квадруплекс in vitro. Известно, что лиганды, свя-
зывающие G-квадруплексные структуры, вызывают 
укорачивание теломер в клетках. При этом актив-
ность теломеразы не изменяется, но нарушается вза-
имодействие шелтеринового комплекса с теломерной 
ДНК. Теломеры становятся при этом нестабильными, 
связывание РОТ1 с ними нарушается, и в клетках 
активируется система ответа на повреждения ДНК. 

Это может свидетельствовать о вредных для клетки 
последствиях стабилизации G-квадруплексов в те-
ломерных областях. Образование таких структур, 
по-видимому, возможно в переходных состояниях, 
но теломеры не способны постоянно поддерживать 
структуру G-квадруплексов [45].

Известно, что хромосомы в клетках эукариот упа-
кованы специальными белками в хроматин. Считается, 
что в конденсированном состоянии хроматин не транс-
крибируется, а с эухроматином ассоциирован аппарат 
транскрипции клетки [46]. Теломерные участки хро-
мосом образуют также так называемый теломерный 
хроматин [47]. Предполагается, что удлинение тело-
мер может зависеть от эпигенетического статуса тело-
мерного хроматина [48]. Известно, что как теломерные, 
так и субтеломерные участки обогащены гистонами, 
обычно связанными с репрессированными участками 
гетерохроматина, такими, как гистоны Н3 (Н3К9m3) 
и Н4 (Н4К20), триметилированные по остаткам лизина 
9 и лизина 20 соответственно. С этими участками свя-
заны и гетерохроматинсвязывающие белки 1α, 1β и 1γ 
(известные как СВХ5, СВХ1 и СВХ3 соответственно) 
[49–51]. Кроме того, установлено, что теломерная ДНК 
сильно метилирована. Хромосомы в клетках, в кото-
рых отсутствуют n-метилтрансферазы (SuV420H1 
и SuV39H1), модифицирующие остатки лизина в ги-
стонах, содержат слишком длинные теломеры [49, 50]. 
Такой же эффект наблюдается и в клетках со снижен-
ным за счет дефицита DIcer1 или ДНК-(цитозин-5)
метилтрансфераз 1, 3А и 3В (DnMt1, 3A и 3В) ста-
тусом метилирования субтеломерных областей [52]. 
Не так давно обнаружили РНК, содержащую тело-
мерные повторы – terrA (telomeric repeat contain-
ing rnA), или теломерную РНК – telrnA, которая 
образуется в результате транскрипции теломер. Эта 
РНК может взаимодействовать с теломерным хрома-
тином и подавлять удлинение теломер in vitro, дей-
ствуя как потенциальный ингибитор теломеразы [48, 
53, 54]. Можно предположить, что в случае онкотранс-
формации клеток синтез terrA должен репресси-
роваться, чтобы она не могла подавлять активность 
теломеразы.

Теломерный хроматин динамичен и его состояние 
может изменяться. В результате ядерного перепро-
граммирования дифференцированные соматические 
клетки могут стать индуцированными плюрипотент-
ными клетками (iPS – induced pluripotent cell) [55]. 
Переход клеток в плюрипотентное состояние сопро-
вождается изменениями в эпигенетическом статусе 
теломер. Теломерный хроматин становится менее 
конденсированным, в нем снижается содержание ги-
стонов, что приводит к образованию большего коли-
чества terrA, учащению рекомбинации теломер, 
длина теломер при этом увеличивается и становится 



ОБЗОРЫ

ТОМ 4  № 2 (13)  2012 | ActA nAturAe | 47

такой же, как и в эмбриональных стволовых клетках 
[56]. Хотя прямых доказательств регуляции длины 
теломер за счет изменения состояния хроматина еще 
не получено, приведенные наблюдения позволяют 
предположить такую возможность. 

СТРУКТУРА ТЕЛОМЕРАЗЫ
Сборка теломеразы, ее существование в клетке 
и посадка на теломеры – процессы, в чем-то сход-
ные, а в чем-то отличные у эволюционно далеких 
организмов [57–59]. Общие свойства обнаружены 
у всех компонентов теломеразы: обратной транс-
криптазы (tert – telomerase reverse transcriptase), 
теломеразной РНК (ter – telomerase rnA) и ter-
связывающих белков, которые стабилизируют 
РНК и способствуют сборке активного фермента. 
Необходимо отметить, что только tert является 
высококонсервативным компонентом теломеразы. 
Результаты изучения компонентов, входящих в со-
став теломеразы, весьма противоречивы [60–64]. По-
видимому, в процессе жизнедеятельности теломе-
раза, взаимодействуя с различными компонентами, 
может находиться в разных комплексах. 

Структура TER
Теломеразная РНК – один из основных компонен-
тов теломеразы, она содержит участок, который 

служит матрицей для синтеза теломер [65, 66]. Не-
смотря на различия в длине и нуклеотидной после-
довательности теломеразных РНК из разных орга-
низмов, вторичные структуры ter демонстрируют 
высокое сходство и содержат одинаковые структур-
ные элементы [65, 67]. Консервативными в структу-
ре ter являются матричный участок, псевдоузел, 
транс-активируемый домен и домены, необходимые 
для стабильности in vivo (рис. 2). Таким образом, в со-
став ter входят элементы, необходимые для теломе-
разной активности, а также для сборки, локализации 
и стабильности РНК, но не требуемые для фермента-
тивной активности. Матричный участок ter взаимо-
действует с 3'-выступающей частью G-цепи теломер 
и направляет синтез ДНК. Этот участок должен быть 
одноцепочечным, хотя анализ вторичной структу-
ры полученного in vitro транскрипта и ter в экс-
периментах in vivo выявляет различия в структуре, 
что свидетельствует о его взаимодействии с другими 
компонентами клетки [68–70]. Не так давно методом 
ЯМР получены данные об образовании триплексной 
структуры между элементами псевдоузла и матрич-
ным участком. Возможно, именно образованием этой 
структуры и объясняются различия в структуре 
матричного участка ter [71]. Предполагается так-
же, что в отсутствие terТ и других необходимых 
компонентов ter не образует правильную струк-

Матрица (СR1)

H/ACA-домен 
(CR6/CR7)

Теломеразная РНК человека

Матрица

Теломеразная РНК T. thermophila

Шпилька  IV

Псевдоузел
Элемент, связывающий матрицу      
Трансактивирующий домен           
Cтабилизирующая шпилька           

Рис. 2. Структура 
теломеразной 
РНК. Схематиче-
ское изображение 
вторичных струк-
тур теломеразной 
РНК человека 
и T. thermophila. 
Консервативные 
элементы выделе-
ны цветом.
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туру. Матричный участок фланкируют два элемен-
та: 5'-матричный ограничивающий и 3'-матричный 
узнающий [72–75]. 5'-Элемент представляет собой 
двухцепочечный участок, расположенный непосред-
ственно перед матричным участком, он регулирует 
добавление нуклеотидов в ходе обратной транскрип-
ции и, по-видимому, является участком связывания 
с tert. С помощью мутагенеза показали, что для эф-
фективного функционирования теломеразы важ-
на не нуклеотидная последовательность, а именно 
вторичная структура этого участка. 3'-Узнающий 
элемент – это одноцепочечная структура, располо-
женная после матричного участка, которая позволя-
ет 3’-концу матрицы занять активный центр, стиму-
лирует теломеразную активность и процессивность 
при добавлении повторов, а также содержит участок 
связывания n-конца tert [76, 77]. 

Из элементов вторичной структуры теломераз-
ной РНК наиболее интенсивно изучается псевдо-
узел. Изменения стабильности псевдоузла приводят 
к снижению активности теломеразы, что указывает 
на важную биологическую роль этого структурно-
го элемента [78, 79]. Полученные за последнее время 
результаты изучения олигонуклеотидов, имитирую-
щих элементы структуры псевдоузла ter, методом 
ЯМР и молекулярного моделирования подтвердили, 
что именно динамика третичной структуры псевдо-
узла играет важную роль в функционировании тело-
меразы [80–85]. Псевдоузел формируется благодаря 
образованию эволюционно консервативного Хугсте-
новского триплета u*A*u между u-богатой петлей 
1 (J2b/3) и основной шпилькой в стебле (Р3), которая 
помогает поддерживать структурную целостность 
и требуется для активности теломеразы. В то же 
время А-богатая петля 2 (часть J2a/3) вступает еще 
в два неканонических триплетных взаимодействия, 
которые способствуют стабилизации псевдоузла [86, 
87]. Между этими двумя структурными элементами, 
состоящими из триплетов, находится еще одна Хуг-
стеновская пара A*u, которая создает стэкинговое 
взаимодействие двух основных стеблей, что приводит 
к формированию окончательной структуры тройной 
спирали [85]. Мутации нуклеотидов внутри псевдо-
узла приводят к разрушению третичной структу-
ры и значительно снижают активность теломеразы, 
а компенсаторные мутации восстанавливают тело-
меразную активность. Эти данные свидетельствуют 
о том, что третичная структура более существенно 
влияет на каталитическую активность фермента, чем 
последовательность нуклеотидов [71, 87, 88]. Предпо-
лагается, что псевдоузел позволяет правильно ори-
ентировать дуплекс, состоящий из матрицы и прай-
мера, в активном центре теломеразы [71]. Возможно, 
что способность этой структуры существовать в двух 

конформациях – псевдоузла и шпильки – важна 
для функционирования теломеразы [83].

В отличие от псевдоузла, структура транс-
активирующего домена ter изучена менее подробно. 
Первичные структуры этого домена из разных орга-
низмов характеризуются высоким уровнем гомологии 
[7, 9, 87]. Транс-активирующий домен представляет 
собой длинную шпильку из нескольких очень стабиль-
ных спиралей, разделенных асимметричными петля-
ми и однонуклеотидными выпетливаниями. Этот домен 
необходим для правильного формирования псевдоуз-
ла, добавления нуклеотидов и процессивности тело-
меразы при добавлении повторов [88–90]. Наиболее 
хорошо изучена спираль Р6.1 транс-активирующего 
домена ter человека. Этот элемент крайне важен 
для работы фермента [90–93]. Роль Р6.1 у позвоноч-
ных понятна не до конца, но известно, что правильная 
структура этой спирали необходима для сборки те-
ломеразы, а специфичные последовательности в пет-
лях играют важную роль в катализе [93]. Считается, 
что в результате взаимодействия петли Р6.1 с матрич-
ным участком формируется третичная структура 
ter, чем и объясняется роль этих элементов в актив-
ности и процессивности теломеразы [94]. 

На самом 3'-конце ter позвоночных находится до-
мен Н/АСА, который встречается в малых ядрышко-
вых РНК (мякРНК, small nucleolar rnA) и в малых 
РНК, специфичных для телец Кахаля (мкаРНК, small 
cajal body specific rnA). Н/АСА-домен представляет 
собой одноцепочечный участок, содержащий Н-бокс 
(AnAnnA, где n – любой нуклеотид), следующую 
за ним шпильку, в которой находится САВ-бокс, 
и одноцепочечный 3'-конец, содержащий АСА-бокс 
[94, 95]. Н/АСА-домен необходим для стабильности 
теломеразной РНК in vivo [96]. Внутри этого доме-
на находится САВ-бокс, служащий сигналом лока-
лизации в тельцах Кахаля. САВ-бокс не участвует 
в 3'-концевом процессинге теломеразной РНК [97].

В последнее время стали появляться данные о том, 
что первые 17 нуклеотидов ter человека очень важ-
ны для активности теломеразы, отсутствие этого 
участка или мутации в нем существенно снижают 
активность фермента. Показано, что рибоолиго-
нуклеотид с такой последовательностью образует 
G-квадруплекс. Можно предположить, что структура 
этого элемента должна влиять на структуру спирали 
Р1 и позиционирование матричного участка теломе-
разной РНК [98–100]. 

Структура теломеразной обратной транскриптазы 
Каталитическая субъединица теломеразы, tert, на-
много более консервативна, чем ter. Она имеет много 
мотивов, общих с другими обратными транскрипта-
зами. В структуре всех известных tert можно вы-
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делить три домена: РНК-связывающий (этот домен, 
названный trBD, подразделяют на rID1 и rID2), 
обратнотранскриптазный и малоконсервативный 
С-концевой [57, 95, 101]. Некоторые tert содержат 
дополнительный n-концевой домен ten, который во-
влечен в связывание праймера, а также способствует 
процессивному добавлению теломерных повторов [57, 
102]. Первичная структура обратнотранскриптазно-
го домена сходна со структурами других полимераз 
и содержит семь консервативных мотивов (1, 2, А, 
В, С, D и Е). Предполагается, что tert произошла 
от ретротранспозонов [103]. Наибольшее сходство 
tert имеет с интронсодержащими, так называемы-
ми Penelope-подобными элементами.

Недавно были получены структуры высокого раз-
решения доменов ten и trBD tert простейшего 
Tetrahymena thermophila [102, 103] и полноразмер-
ной tert Tribolium castaneum [104], открывающие 

новые особенности структуры и функций теломе-
разы. Как следует из анализа структуры tert T. 
castaneum, между tert и другими полимеразами, 
включая субъединицу р66 обратной транскриптазы 
HIV, существует высокая структурная гомология 
[105]. Пространственное расположение основных до-
менов, а также ключевых аминокислотных остатков 
в них остается постоянным и соответствует струк-
туре «правой руки», впервые описанной для фраг-
мента Кленова ДНК-полимеразы I Escherichia coli. 
В таких структурах принято выделять так назы-
ваемые субдомены «ладонь», «пальцы» и «большой 
палец» [106]. Обнаружено, что петля, отвечающая 
за связывание и позиционирование матрицы и ну-
клеотида, расположена между β-листами мотивов 
1 и 2 и направлена в сторону активного центра [107, 
108]. В то же время в структуре tert и других по-
лимераз (рис. 3) существуют и различия. Например, 
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Рис. 3. Структура теломеразной обратной транcкриптазы. а – Схематическое изображение доменной ор-
ганизации TERT разных организмов и обратной транскриптазы HIV. Гомологичные домены выделены цветом. 
Б – Пространственная структура комплекса TERT T. castaneum и РНК-ДНК-дуплекса. Рисунок получен с использо-
ванием PDB-файла 3KY. В – Пространственная структура TERT T. castaneum. Рисунок получен с использованием 
PDB-файла 3DU5. Г – Пространственная структура HIV RT. Рисунок получен с использованием PDB-файла 1N6Q. 
Красным выделены остатки Asn каталитических центров ферментов.
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tert содержит дополнительный домен, который на-
зывается IFD (insertion in fingers domain). Этот домен 
находится вне центрального кольца между «пальца-
ми» и «ладонью». Из структуры tert T. castaneum 
видно, что три полностью консервативных домена 
образуют кольцеобразную структуру. Консерва-
тивный обратнотранскриптазный домен формиру-
ет «пальцы» и «ладонь», как и другие полимеразы, 
и занимает одну сторону кольца, а С-домен образу-
ет «большой палец» и находится в непосредствен-
ной близости от n-концевого РНК-связывающего 
домена, замыкая кольцо. Внутренний диаметр этой 
структуры равен 26 Å, а ее глубина составляет 21 Å, 
что примерно соответствует размерам А-спирали, 
состоящей из 8 п.н. Именно такую структуру имеет 
ДНК-РНК-дуплекс, находящийся в активном сай-
те полимеразы [109]. Поверхность отверстия пред-
ставляет собой спиральную структуру из положи-
тельно заряженных аминокислотных остатков. Такая 
структура позволяет белку образовать плотный кон-
такт с РНК-ДНК-гетеродуплексом [110]. Спирали 
10 и 19 взаимодействуют с большой и малой борозд-
кой ДНК-РНК-дуплекса, находящегося в активном 
центре [111–115]. Нуклеотидсвязывающий участок 
располагается на границе «пальцев» и «ладони», 
что подтверждает высокое сходство с другими по-
лимеразами. Определены несколько консервативных 
аминокислотных остатков, формирующих нуклео-
тидсвязывающий карман [115]. В активный центр 
фермента входят несколько неизменяемых остатков 
аспарагиновой кислоты и остаток лизина, который 
активирует уходящую пирофосфатную группу. 

trBD-домен tert из T. thermophila и T. castaneum, 
как следует из анализа его структуры, обогащен спи-
ральными структурами и разделен на две части. Эти 
два структурных элемента соединяются при помощи 
СР- и Т-мотивов. СР-мотив содержит положительно 
заряженный карман, а Т-мотив представляет собой 
узкую гидрофобную щель, которая содержит поло-
жительно заряженные остатки вблизи СР-мотива. 
Вместе они формируют протяженную борозду на по-
верхности trBD, с которой и связывается ter [100, 
103, 116–119]. Т-мотив содержит β-шпильку, вытяну-
тую в направлении С-концевого домена, который об-
разует «большой палец», и соединяет его с пальцами 
обратнотранскриптазного домена. Такое расположе-
ние trBD-домена позволяет остаткам, находящимся 
на внутренней стороне кольца, располагаться непо-
средственно вблизи от активного центра. Кроме того, 
расщелина между trBD и обратнотранскриптазным 
доменами дает возможность ter попадать в активный 
центр. Можно предположить, что теломеразная РНК 
проходит через эту щель и таким образом приносит 
матрицу в активный центр фермента [120]. 

БИОГЕНЕЗ ТЕЛОМЕРАЗЫ
Как уже отмечалось, теломераза состоит из двух 
основных компонентов, но синтез, процессинг каж-
дого из них, а также формирование активного фер-
мента требуют участия большого числа дополни-
тельных факторов. Регуляция экспрессии tert 
на стадии транскрипции подробно рассмотрена в об-
зоре Скворцова и соавт. [121]. В результате альтер-
нативного сплайсинга первичного транскрипта гена 
hTERT образуются 13 разных вариантов мРНК [122–
125]. Наиболее распространены и хорошо изучены 
два из них, так называемые α- и β-формы. При об-
разовании α-формы из шестого экзона удаляются 
36 нуклеотидов, что приводит к изменению после-
довательности обратнотранскриптазного мотива А. 
Открытая рамка считывания при этом не наруша-
ется [126, 127]. Делеция 182 нуклеотидов из экзонов 
7 и 8 и вставка из 38 нуклеотидов вызывают пре-
ждевременную остановку трансляции, что приво-
дит к образованию β-формы htert, в которой нет 
трех важных обратнотранскриптазных мотивов [128, 
129]. Сплайсинг может проходить в разных сайтах 
независимо друг от друга, поэтому в клетках часто 
сосуществуют разные формы мРНК hTERT. Комби-
нация разных форм мРНК, а также их количество 
зависят от типа клеток. Так один из вариантов мРНК 
(α-/β+-форма) выполняет регуляторные функции, 
действуя как доминантно-негативный ингибитор те-
ломеразы и в нормальных, и в опухолевых клетках. 

До сих пор не понятно, влияет ли соотношение 
полноразмерной мРНК hTERT и ее сплайсирован-
ных форм на активность теломеразы. В одних ра-
ботах показано, что общий уровень экспрессии 
htert соответствует уровню теломеразной актив-
ности [126–129], тогда как в других не выявлено за-
кономерностей в изменении теломеразной активно-
сти при изменении содержания какой-либо формы 
мРНК hTERT [130]. Предполагается, что регулятор-
ные функции, выполняемые продуктами альтерна-
тивного сплайсинга hTERT, зависят от типа клеток. 
В ходе развития плода человека изменяется набор 
транскриптов hTERT. На ранних стадиях все ткани 
содержат полноразмерную мРНК hTERT и актив-
ную теломеразу, а в дальнейшем набор форм мРНК 
меняется в зависимости от типа ткани [131]. Можно 
предположить, что изменение экспрессии tert не-
обходимо для дифференцировки клеток в процессе 
развития организма. 

Важную роль в регуляции работы теломеразы 
играет обратимое фосфорилирование tert [132]. Из-
вестны многочисленные киназы и фосфатазы, кото-
рые влияют на фосфорилирование остатков серина, 
треонина и тирозина, меняя таким образом структу-
ру, локализацию и активность ферментов. В первич-
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ной структуре htert обнаружены неспецифические 
участки фосфорилирования, однако только несколь-
ко из них действительно подвергаются модификации 
и их фосфорилирование влияет на активность тело-
меразы. 

Теломеразная РНК относится к классу некоди-
рующих РНК, т.е. она не служит матрицей для син-
теза белка. Как уже было сказано, теломеразная 
РНК содержит структурные элементы, характер-
ные и для малых ядрышковых РНК, и для РНК, 
специфичных для телец Кахаля. У человека все 
Н/АСА-РНК кодируются интронами, они синтезиру-
ются в виде пре-мРНК, а затем процессируются с об-
разованием зрелых РНК, лишенных кеп-структуры 
на 5'-конце [133]. В отличие от них, ter человека 
транскрибируется РНК-полимеразой II со своего 
собственного промотора. В результате процессинга 
первичного транскрипта образуется зрелая форма 
из 451 нуклеотида, содержащая триметилгуанино-
вый кеп на 5'-конце. Частично процессинг теломе-
разной РНК изучен в клетках дрожжей. Известно, 
что в клетках Schizosaccharomyces pombe 3'-конце-
вой процессинг ter осуществляется сплайсосомой. 
Для образования активной теломеразной РНК необ-
ходима только первая стадия сплайсинга, которая 
приводит к высвобождению 5'-концевого экзона [134]. 
Если произойдет лигирование экзонов, то образуется 
продукт, который подвергается быстрой деградации. 
Совершенно непонятно, каким образом сплайсинг 
останавливается на промежуточной стадии. 

Триметилирование 5'-концевого гуанина ter 
в клетках дрожжей осуществляется метилтранс-
феразой tgs1. Предполагается, что и у позвоночных 
этот фермент (htgs1р) участвует в гиперметилиро-
вании 5'-кепа ter в тельцах Кахаля, в которых он 
и содержится [135]. 

Изучение процессинга теломеразной РНК чело-
века затрудняется ее низким содержанием в клет-
ках. Теломеразная РНК человека экспрессируется 
и подвергается процессингу в клетках дрожжей [136]. 
При экспрессии в клетках дрожжей образуются 
как полиаденилированные, так и неполиаденилиро-
ванные, процессированные и непроцессированные 
формы htЕr. Процессинг htЕr в этой системе осу-
ществляют дрожжевые белки cbf5p (гомолог дис-
керина), nhp2p и nop10p, которые участвуют в про-
цессинге малых ядрышковых РНК, содержащих 
Н/АСА-домен [137–139]. Н/АСА-белки связывают-
ся с Н/АСА-доменом теломеразной РНК, который 
определяет 3'-границу зрелой htЕr. Предполагает-
ся, что в ходе процессинга htЕr ее 3'-конец отще-
пляется экзонуклеазами, а связавшиеся Н/АСА-
белки определяют границу зрелой формы hter [136]. 
Предложена также гипотеза об активации нуклеаз 

в результате связывания Н/АСА-белков с теломе-
разной РНК [140]. 

В 2011 году установили, что в состав теломераз-
ного комплекса входит белок DHX36, или rHAu, 
известный как РНК-хеликаза. Он участвует также 
в деградации мРНК, содержащих Au-богатые эле-
менты, и является резолвазой как ДНК, так и РНК 
G-квадруплексов [141–145]. Оказалось, что этот бе-
лок взаимодействует с 5'-концевым участком htЕr, 
который образует G-квадруплекс, и стабилизирует 
hter. Это происходит до триметилирования 5'-кон-
цевого гуанозина теломеразной РНК и, по-видимому, 
необходимо для защиты htЕr от деградации. После 
кепирования htЕr формирование G-квадруплекса 
становится невозможным, и rHAu перестает связы-
ваться с hter [146]. Кроме того, rHAu стимулирует 
образование спирали Р1, и за счет этого достигается 
правильное позиционирование матричного участка 
htЕr [147].

В состав теломеразного комплекса входят допол-
нительные белки, которые участвуют в процессах 
биогенеза фермента [148]. Теломеразный комплекс 
всегда содержит РНК-связывающий белок диске-
рин, который узнает Н/АСА-мотив как в теломе-
разной, так и в других некодирующих РНК (малых 
ядрышковых и ассоциированных с тельцами Ка-
халя) [149, 150]. Считается, что дискерин прини-
мает участие в биогенезе теломеразного РНП (ри-
бонуклеопротеида) и поддерживает стабильность 
теломеразной РНК [151, 152]. В состав теломераз-
ного комплекса могут входить дискеринсвязываю-
щие белки nOP10, nHP2 и GAr1 [153, 154]. ДНК-
хеликазы понтин и рептин, обладающие АТР-азной 
активностью, взаимодействуют с htЕr, htert 
и дискерином [155]. Содержание комплекса htert 
с этими белками максимально в S-фазе клеточного 
цикла. Именно в этот момент происходит удлине-
ние теломер у дрожжей [156], а в клетках челове-
ка теломераза ассоциирована с теломерами [157, 
158]. Можно предположить, что понтин и рептин 
влияют на регуляцию содержания htert на раз-
ных стадиях клеточного цикла или на сборку ак-
тивной теломеразы в S-фазе. Дискерин постоянно 
связан с htЕr, а понтин и рептин взаимодействуют 
с htert. В S-фазе понтин и рептин взаимодейству-
ют с дискерином, участвуя в образовании теломе-
разного РНП de novo.

Выявлению еще одного белка, участвующего 
в сборке и влияющего на активность теломеразы, по-
священа одна из последних работ [159]. Оказалось, 
что этим белком является АТР-аза nVL2. При по-
мощи двухгибридной системы показано, что htert 
взаимодействует с белком nVL2. Ген NVL кодирует 
две изоформы АТР-азы nVL – nVL1 и nVL2, ко-
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торые относятся к ААА (AtPase associated with a 
variety of cellular activities) семействуАТР-аз [160, 
161]. htert взаимодействует с обеими изоформа-
ми, но комплекс с nVL2 оказался более прочным. 
В клетках htert колокализована с nVL2, который 
содержит два АТР-азных домена. Мутация Lys311 
в первом домене нарушает связывание этого белка 
с htert, а нокдаун nVL2 снижает активность тело-
меразы в клетках [159].

В состав теломеразного холофермента входит бе-
лок WDr79/tcAB1 (telomerase cajal body protein 1) 
[58]. Тельца Кахаля обогащены этим белком, ассо-
циированным с tert, ter и дискерином. При этом 
ТСАВ1 не взаимодействует с факторами сборки те-
ломеразы nAF1, понтином и рептином. Предпола-
гается, что на первом этапе созревания теломеразы 
nAF1 понтин и рептин способствуют сборке мини-
мально активного фермента, состоящего из tert, 
terc и дискерина. После этого tcAB1 взаимодей-
ствует с активной теломеразой и определяет ее лока-
лизацию в тельцах Кахаля, способствуя связыванию 
с теломерами. 

Данные об архитектуре теломеразного холофер-
мента весьма противоречивы. Так показано, что те-
ломераза обладает каталитической активностью 
только в виде димера, однако утверждается так-
же, что в физиологических условиях димеризация 
не обязательна [162–164]. При помощи метода им-
мунопреципитации изучен состав белков, которые 
выделяются вместе с теломеразой [165]. Оказалось, 
что теломераза образует несколько комплексов, от-
личающихся по набору входящих в них белков. Пред-
полагается, что состав теломеразного комплекса из-
меняется в процессе созревания. На первом этапе 
Н/АСА-белки связываются с 3'-концевой шпилькой 
htЕr, после чего второй комплекс Н/АСА-белков 
с белком GAr1 взаимодействуют со стеблем шпиль-
ки Сr4/cr5. На второй стадии GAr1 вытесняется 
белком ТСАВ1 из теломеразного РНП и связывается 
с htert. При этом в комплексе tert и tcAB1 пред-
ставлены в субстехиометрическом соотношении. Это 
может свидетельствовать о существовании как одно-
го комплекса, содержащего сразу оба компонента, 
так и двух разных комплексов, каждый из которых 
содержит один из компонентов. Предполагается, 
что в клетках оба комплекса присутствуют одновре-
менно, но при этом между ними происходит постоян-
ный обмен компонентами.

Взаимодействие теломеразы с другими белками 
(La, Staufen, L22, гяРНП c1/c2, teP1, p23 и Hsp90) 
необходимо для формирования правильной струк-
туры и ее стабилизации [132, 166, 167]. Однако влия-
ют ли эти белки на теломеразную активность, неиз-
вестно. 

УДЛИНЕНИЕ ТЕЛОМЕР
Основная активность теломеразы обеспечивает РНК-
зависимое удлинение теломер [168]. Каталитический 
цикл теломеразы состоит из нескольких последова-
тельных стадий. После связывания субстрата про-
исходит добавление одного теломерного повтора. 
Образовавшийся продукт может диссоциировать 
из активного центра фермента, а может транслоци-
роваться с дальнейшим удлинением. Способность 
теломеразы перемещать синтезируемую ДНК в на-
чало матрицы позволяет описывать ее работу двумя 
типами процессивности. Добавление нуклеотида – 
процессивность типа I – присуща всем полимеразам, 
тогда как добавление повтора – процессивность типа 
II – уникальна для теломеразы и определяет способ-
ность фермента копировать матричный участок РНК 
много раз, удлиняя при этом одну молекулу субстра-
та [169, 170]. 

Связывание праймера на первой стадии реакци-
онного цикла теломеразы обусловлено его компле-
ментарным взаимодействием с матричным участком 
tЕr. При использовании праймеров с различной 
последовательностью эффективность образования 
комплекса с ферментом не коррелирует с длиной об-
разуемого ДНК-РНК-дуплекса [171], так как теломе-
раза связывается с субстратом при непосредственном 
участии не только матричного участка теломераз-
ной РНК. Структурные элементы активного центра 
tert контролируют эффективность формирования 
дуплекса, а также процесс транслокации новосинте-
зированного продукта в ходе процессивного синте-
за теломерных повторов. Якорные участки в tert 
и ter также принимают участие в первичном свя-
зывании праймера. 

На второй стадии реакционного цикла теломеразы 
нуклеотиды присоединяются к праймеру [168, 172]. 

Основная особенность теломеразы – способность 
к процессивному добавлению повторов [170]. Меха-
низм транслокации теломеразы после синтеза повто-
ра остается неизвестным, не ясно также, нужна ли 
процессивность фермента этого типа для эффектив-
ного удлинения теломер или нет. Недавно обнаружи-
ли, что критически короткие теломеры удлиняются 
процессивно [173]. В ходе работы теломеразы обра-
зуется набор продуктов, отличающихся друг от дру-
га числом теломерных повторов. После добавления 
одного теломерного повтора реакция останавлива-
ется или замедляется, т.е. транслокация и отжиг ма-
трицы являются скоростьлимитирующими стадиями. 
Показано, что белки POt1 и ТРР1 эффективно сти-
мулируют процессивность теломеразы [174]. Предпо-
лагается, что процессивность теломеразы регулиру-
ется комплексом РОТ1–ТРР1. Когда этот комплекс 
связан с 3'-концом праймера, теломеразная актив-
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ность ингибируется, если же он связан с 5'-концом, 
то теломераза работает процессивно. 

Известно, что теломераза активна не во всех клет-
ках, тем не менее, теломеразная РНК представлена 
во всех клетках, а обратная транскриптаза – в боль-
шинстве клеток. Локализация компонентов теломе-
разы не всегда совпадает с местом ее «работы». Те-
ломеразную РНК часто обнаруживают в цитоплазме, 
а обратную транскриптазу в митохондриях и других 
органеллах. Эти данные позволили предположить, 
что теломераза может не только поддерживать дли-
ну теломер, но и выполнять дополнительные функ-
ции в клетке.

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ ФУНКЦИИ КОМПОНЕНТОВ 
ТЕЛОМЕРАЗЫ
Первые данные об альтернативных функциях тело-
меразы появились уже на ранних этапах изучения 
этого фермента. При изучении активности, субстрат-
ной специфичности и других свойств теломеразы 
были обнаружены продукты других ферментатив-
ных активностей. Оказалось, что теломераза способ-
на катализировать и другие реакции (рис. 4).

Нуклеазная активность теломеразы
Изучение каталитической активности и субстратной 
специфичности теломеразы из Thermus thermophila 
показало, что длина получаемого продукта зависит 
от степени комплементарности праймера и матрич-
ного участка теломеразной РНК [175]. Если 3'-конец 
праймера некомплементарен матричному участку, 
то происходит разрыв на границе спаренной и не-
спаренной областей субстрата. Кроме того, разрыв 
возможен и в полностью комплементарном праймере. 
Место и вероятность разрыва в этом случае будут 
зависеть от длины и места предпочтительного отжи-
га праймера на матричном участке. Таким образом, 
теломераза Th. thermophila обладает нуклеазной 
активностью. Позже обнаружили, что теломеразы 
дрожжей и человека также обладают такой актив-
ностью [176–181]. Детальное изучение механизма 
эндонуклеазной активности показало, что субстрат 
может расщепляться и в случае его полной компле-
ментарности матрице с целью более предпочтитель-
ного позиционирования в каталитическом центре те-
ломеразы. Эндонуклеазная активность теломеразы 
не является сиквенс-специфичной. Праймеры, имею-
щие в предпочтительных местах разрезания неги-
дролизуемые межнуклеотидные связи, подвергаются 
расщеплению в других местах [179, 182]. 

Трансферазная активность
Теломераза дрожжей и человека может обладать 
и трансферазной активностью. В присутствии ионов 

Mn2+ теломераза способна присоединять нуклеотиды 
независимо от матрицы. При этом предпочтение от-
дается Gt-богатым на 5'-конце теломероподобным 
праймерам. Не известно, бывают ли ситуации in vivo, 
когда внутриклеточная концентрация Mn2+ достигает 
таких значений, при которых трансферазная актив-
ность выявлена in vitrо. Тем не менее предполагает-
ся, что какие-то небольшие молекулы могут стиму-
лировать эту способность теломеразы [183, 184]. 

Теломераза и митохондрии
На ранних этапах изучения теломеразы обнаружили, 
что htert экспрессируется и в клетках, в которых 
не выявляется теломеразная активность [185, 186]. 
Недавно показали, что белок htert присутствует 
в каждой соматической клетке, преимущественно 
в S-фазе [187], причем не только в ядре, но и в цито-
плазме, и в митохондриях [188–194]. В иммортализо-
ванных фибробластах человека при обработке Н

2
О

2
 

и в условиях окислительного стресса htert экс-
портируется из ядра и перемещается в митохондрии 
[194]. Известно, что фибробласты эмбрионов мыши 
стареют быстрее, если их культивировать при по-
вышенном содержании кислорода [195]. Недостаток 

Окислительный 
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Регуляция 
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Рис. 4. Теломераза – фермент с множеством функ-
ций. Схематическое изображение механизмов функ-
ционирования теломеразы в клетке.

TERT-TER



54 | ActA nAturAe | ТОМ 4  № 2 (13)  2012

ОБЗОРЫ

кислорода, как показано в сходных опытах на клет-
ках человека, приводит к увеличению продолжи-
тельности жизни [196, 197]. Окислительный стресс 
может активировать опухолевые белки-супрессоры 
р53 и rb [198, 199]. Существует несколько причин, 
приводящих к старению клеток при окислительном 
стрессе. Во-первых, повреждения ДНК, которые 
возникают при окислительном стрессе и индуциру-
ют активность регуляторов клеточного цикла р21 
и р16, способствующих старению клеток и задержке 
клеточного цикла [200, 201]. В результате снижения 
пролиферации теломеры становятся критически ко-
роткими, а клетки находятся в состоянии кризиса. 
На этой стадии клетки либо гибнут, либо в них ак-
тивируется теломераза и они становятся бессмерт-
ными. Во-вторых, окислительный стресс может 
приводить к повреждению теломер. ДНК, входящая 
в состав теломер, обогащена остатками гуанина, чув-
ствительными к окислению. Окисление этих остат-
ков приводит к тому, что теломеры становятся более 
чувствительными к повреждению, а степень их уко-
рачивания возрастает [202, 203]. Показано, что обра-
ботка клеток MitoQ-антиоксидантом, специфичным 
для митохондрий, снижает уровень повреждения те-
ломер и увеличивает продолжительность жизни фи-
бробластов, подвергнутых окислительному стрессу 
[204]. В-третьих, преждевременное старение, вызван-
ное окислительным стрессом, может быть следствием 
прямой инактивации теломеразной активности. 

Недавно предсказали, что на n-конце tert на-
ходится сигнал локализации в митохондриях (MtS – 
mitochondria transport signal), состоящий из 20 амино-
кислотных остатков [205]. MtS высококонсервативен 
в tert высших эукариот, таких, как растения, рыбы 
и млекопитающие, но этой сигнальной последователь-
ности нет у дрожжей и ресничных [192]. Если MtS 
добавить к зеленому флуоресцентному белку (GFP), 
то можно наблюдать появление флуоресценции 
в митохондриях. А синтезированный in vitro белок 
А, содержащий на n-конце MtS из htert, посту-
пает в очищенные митохондрии за счет мембранного 
потенциала [205]. Локализация htert в митохон-
дриях установлена разными методами, в том числе 
при помощи иммуноблотинга и коиммунопреципита-
ции [191, 192, 194, 206–208]. Экстракты митохондрий 
из различных клеток человека обладают теломераз-
ной активностью. htert находится в матриксе ми-
тохондрий и соосаждается вместе с белками ТОМ20, 
ТОМ40 и tIM23 [191]. Показано также, что htert 
выделяется вместе с мтДНК-связывающим бел-
ком tFAM, с HSP60 и tIM23, но не с tOM20 [205]. 
Повышение содержания htert в митохондриях, 
подвергнутых окислительному стрессу, приводит 
к стабилизации мтДНК и стимулирует функцио-

нирование митохондрий. При этом снижается об-
разование активных форм кислорода и повышается 
мембранный потенциал митохондрий [194]. htert 
взаимодействует с участками мтДНК, кодирующими 
субъединицы 1 и 2 nADH-убихиноноксидоредуктазы 
(nD1 и nD2). В клетках сердца, но не печени мышей, 
экспрессирующих htert, наблюдаются измене-
ния в дыхательной цепи [191]. Тем не менее позднее 
обнаружили, что htert неспецифически взаимо-
действует с мтДНК [205]. С помощью метода имму-
нопреципитации хроматина, модифицированного 
для митохондрий, показано, что обратная транскрип-
таза теломеразы взаимодействует как с участками, 
кодирующими nD1, nD2, так и 12S и 16S рРНК, nD4 
и nD5, cOXI и cOXIII, тРНК и субъединицы 6 и 8 
АТР-синтазы [205]. Известно, что повышенная экс-
прессия htert в фибробластах человека не пре-
дотвращает их индуцированное стрессом старение, 
но защищает от апоптоза и некроза [209]. Продемон-
стрирован и противоположный эффект повышенной 
экспрессии htert в условиях окислительного стрес-
са, т.е. увеличение степени повреждения ДНК [192, 
206]. В таких клетках возрастает содержание био-
доступного железа, которое может стимулировать 
образование гидроксил-радикалов, повреждающих 
ДНК [192]. 

Факторы, отвечающие за внутриклеточную ло-
кализацию htert, до сих пор не известны. htert 
содержит сигнал локализации в митохондриях и сиг-
нал экспорта из ядра (neS). Предсказано, что htert 
содержит несколько сигналов ядерной локализа-
ции (nLS) [210, 211]. Однако остается непонятным, 
как регулируется локализация этого белка внутри 
клетки. Известно, что при окислительном стрессе 
внутриклеточное распределение htert изменяет-
ся в результате посттрансляционных модификаций 
[189, 194, 208, 210, 212–216]. Показано, что Src-киназа 
контролирует экспорт htert из ядра в цитоплазму 
при окислительном стрессе [189, 194], а дефосфори-
лирование htert фосфатазой Shp-2 приводит к им-
порту htert из цитоплазмы в ядро [212]. Во время 
окислительного стресса киназа Src фосфорилирует 
tyr707 tert. Модифицированная htert взаимо-
действует с белком ran, компонентом ядерной поры, 
после чего экспортируется из ядра при участии ка-
риоферина crM1. При обработке клеток перекисью 
водорода уровень htert дикого типа в митохондри-
ях снижается, а уровень htert, в которой tyr707 за-
менен на Phe и не может быть фосфорилирован Src-
киназой, не изменяется. Экспрессируемая в клетках 
мутантная htertY707P накапливается в ядре 
во время окислительного стресса, а уровень апоптоза 
этих клеток ниже, чем клеток, содержащих htert 
дикого типа [189]. Показано также, что при обработ-
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уровень htert дикого типа в мито-

хондриях увеличивается за несколько часов, тогда 
как в условиях гипероксии для развития подобного 
эффекта требуется несколько дней. В клетках, кото-
рые вернули «к нормальной жизни» после культиви-
рования в условиях гипероксии, htert возвращает-
ся в ядро [194]. 

Несколько лет назад обнаружили, что htert 
может образовывать комплекс не только с htЕr, 
но и с РНК-компонентом эндорибонуклеазы, уча-
ствующей в процессинге митохондриальной РНК 
(mitochondrial rnA processing endoribonuclease) 
rMrP. Оказалось, что комплекс htert c rMrP 
обладает активностью РНК-зависимой РНК-
полимеразы и синтезирует двухцепочечные РНК, 
используя в качестве матрицы РНК-компонент 
rMrP. Эти РНК процессируются ферментативным 
комплексом DIcer с образованием малых интер-
ферирующих РНК (sirnA), которые в дальнейшем 
снижают уровень rMrP в клетке, т.е. работа rMrP 
регулируется по принципу отрицательной обратной 
связи [217].

Достоверно установлено, что функционирование 
htert в митохондриях не зависит от htЕr, и hter 
не импортируется в митохондрии [205]. Оказалось, 
что вместе с htert из митохондрий выделяются ми-
тохондриальные тРНК, которые служат праймера-
ми в реакции обратной транскрипции, катализируе-
мой htert. При этом добавление htЕr и мутация 
в одном из обратнотранскриптазных доменов htert 
ингибируют эту реакцию. Отсутствие htert в ми-
тохондриях приводит к митохондриальной дисфунк-
ции. Предполагается, что htert может участвовать 
в репликации и репарации мтДНК [205]. 

Из всего сказанного следует, что данные о функ-
циях htert и о компонентах, взаимодействующих 
с ней в митохондриях, весьма противоречивы. По-
видимому, это можно объяснить ограниченным коли-
чеством фермента в клетке. Все работы, посвященные 
функциям теломеразы в митохондриях, выполнены 
в условиях сверхэкспрессии белка. Дополнительные 
домены, которые используют для выделения и де-
текции белка, могут быть причиной недостоверных 
результатов. Следует отметить, что к настоящему 
времени в научном сообществе не сформировано 
определенного мнения о функциях теломеразы в ми-
тохондриях. 

Теломераза и повреждения ДНК
Известно, что нефункциональные теломеры взаи-
модействуют с набором белков, вовлеченных в ответ 
клеток на повреждения ДНК [218–220]. Эти белки 
участвуют в передаче сигнала в ответ на различные 
воздействия. Atr и AtM входят в семейство про-

теинкиназ, родственных фосфоинозитид-3-киназам 
(PIKK) [221]. АТМ – основной белок, который акти-
вируется на двухцепочечных разрывах ДНК (DSB) 
[222], а Atr – при появлении одноцепочечных концов 
ДНК, возникающих при образовании аддуктов ДНК, 
во время процессинга DSB или при остановке репли-
кативной вилки [223, 224]. Отсутствие АТМ приводит 
к декепированию и укорочению теломер, кроме того, 
trF2 связывается c AtM-киназой и ингибирует ее 
активацию [225]. В условиях повышенной экспрес-
сии htЕr наблюдается подавление активности Atr-
киназы, а снижение количества теломеразной РНК 
в клетках, напротив, способствует повышению актив-
ности Atr. Эти процессы не зависят от уровня актив-
ности теломеразы и длины теломер. При снижении 
уровня экспрессии htЕr в клетках увеличивается 
количество белка р53, супрессора опухолевого роста 
и основного игрока в пути передачи сигнала при он-
когенных стрессах. При этом в клетках возрастает 
содержание белка СНК1 – регулятора клеточного 
цикла. р53 и СНК1 являются основными субстратами 
Atr-киназы. htЕr ингибирует Atr-киназу in vivo 
и нарушает регуляцию прохождения контрольных 
точек при повреждении ДНК [226].

Мутации в матричном участке теломеразной РНК 
вызывают снижение уровня белка trF2, что стиму-
лирует вступление клеток в апоптоз. Этот эффект 
зависит от АТМ. В результате активации АТМ на-
блюдается фосфорилирование р53, который, в свою 
очередь, активирует транскрипцию гена GADD45γ, 
а повышение уровня GADD45γ приводит к всту-
плению клеток в апоптоз. Таким образом, мутации 
в матричном участке теломеразной РНК вызывают 
появление в ДНК повреждений, которые клеточные 
системы распознают как двухцепочечные разрывы 
[227].

В клетках эукариот в ответ на повреждения ДНК 
гистон H2

AX фосфорилируется AtM-киназой. Фос-
форилированный γН

2
АХ связывается с ДНК в местах 

двухцепочечных разрывов. В клетках без htert, 
подвергнутых воздействию ионизирующего излуче-
ния, система DDr не функционирует. Фибробласты, 
в которых экспрессия htert стабильно подавлена 
при помощи РНК-интерференции, количество АТМ 
и γН

2
АХ снижено, тогда как длина теломер в них из-

меняется незначительно, но изменяются структу-
ра хроматина и посттрансляционные модификации 
гистонов [187]. Известно, что при сверхэкспрессии 
htert в фибробластах крайней плоти человека в 20 
раз снижается частота спонтанных разрывов хро-
мосом в фазе G1, а также повышается уровень АТР 
[228], возможно, вследствие защитного действия 
htert на митохондрии. АТР необходим для работы 
факторов ремоделирования хроматина [229] и акти-
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вации АТМ-киназы [230]. По-видимому, защищая 
митохондрии, htert опосредованно влияет на син-
тез АТР в клетке и на все процессы, для которых не-
обходим его гидролиз.

Теломераза и регуляция экспрессии генов
Развитие методов изучения функционирования 
клетки и экспрессии генов позволило исследовать, 
как активность одних генов влияет на экспрессию 
других. При помощи анализа на кДНК-микрочипах 
установлено, что в клетках надпочечников быка, 
сверхэкспрессирующих tert, изменяется уровень 
экспрессии 284 генов [231]. 

В настоящий момент известно, что теломераза, ре-
гулируя экспрессию различных генов, может влиять 
на клеточный цикл. Повышение уровня tert при-
водит к увеличению пролиферативного потенциала 
стромальных клеток костного мозга человека [232], 
гиперплазии и гипертрофии кардиомиоцитов мыши 
[233]. Повышение уровня экспрессии hTERT в эпи-
телиальных клетках молочной железы человека, 
в которых делетирован ген р16, придает им устой-
чивость к антипролиферативному действию транс-
формирующего фактора β (tGF-β) [234]. При этом 
не обнаружено зависимости между длиной теломер 
и чувствительностью клеток к tGF-β. Известно так-
же, что активация теломеразы в клетках эпителия 
молочной железы человека стимулирует их переход 
к митозу [235]. 

Получены доказательства того, что теломераза 
влияет на сигнальный путь prB/e2F. При стимуля-
ции митоза циклины D образуют комплекс с cDK4 
и cDK6 и фосфорилируют белок ретинобластомы 
prB, при этом инактивируя его. В результате взаи-
модействие prB с фактором транскрипции e2F на-
рушается. e2F при этом активируется, и начинают 
экспрессироваться гены, необходимые для перехо-
да клетки из G1- в S-фазу. Сверхэкспрессия htert 
в клетках хрусталика глаза человека приводит к уси-
лению их роста. При этом наблюдается гиперфосфо-
рилирование prB и ингибирование экспрессии р53, 
р21 и GcIP [236]. р21 и GcIP являются ингибиторами 
комплексов циклинов с циклин-зависимыми кина-
зами [237, 238], а р53 активирует транскрипцию р21 
[239]. Таким образом htert активирует prB/e2F-
зависимый путь прохождения по клеточному циклу. 
С другой стороны, укорачивая фазу G1 клеточного 
цикла, htert стимулирует пролиферацию эмбрио-
нальных стволовых клеток человека [240]. Этот про-
цесс ассоциирован с повышением экспрессии ци-
клина D1 и гиперфосфорилированием prB. Можно 
предположить, что транскрипционная активность 
e2F возрастает, поскольку увеличен уровень одно-
го из его активаторов – cDc6. Кроме того, prB ги-

перфосфорилирован в htert-иммортализованных 
фибробластах крайней плоти человека и в эпители-
альных клетках аденоидов человека, которые прео-
долели кризис после сверхэкспрессии htert [241]. 
Интересно, что в этом случае экспрессия р21 и р53 
не изменяется, а белок р16, который является инги-
битором циклин-зависимой киназы cDK4/6 в ком-
плексе с циклином D, в этих клетках отсутствует 
[242].

Таким образом, htert-зависимая стимуляция 
пролиферации клеток обусловлена ингибированием 
белка prB и активацией фактора транскрипции e2F. 
В то же время, согласно [243, 244], этот же механизм 
обеспечивает индукцию апоптоза 

Известно, что при сверхэкспрессии htert в клет-
ках повышается содержание рецептора эпидермаль-
ного фактора роста (eGFr), трансмембранной рецеп-
торной тирозинкиназы, которая принимает участие 
в процессах роста, выживания, пролиферации 
и дифференцировки клеток млекопитающих [235, 
245]. После связывания лиганда eGFr приобретает 
способность активировать разные сигнальные пути. 
Два из них (ras/raf/MeK/erK и PI3K/Akt-киназы) 
участвуют в развитии опухолей. Эти киназные ка-
скады совместно стимулируют вхождение клеток 
в S-фазу клеточного цикла, влияя на экспрессию, 
стабильность и внутриклеточную локализацию ци-
клинов D-типа [246–250]. Об этом свидетельствуют 
результаты опытов, в которых клетки, сверхэкспрес-
сирующие ген hTERT, имеют такой же фенотип, 
как и клетки, в которых сверхэкспрессируется ген 
EGFR или активированы киназные каскады. 

Показано, что сверхэкспрессия htert в эпители-
альных клетках приводит к повышению количества 
фактора роста фибробластов (FGF), а также рецеп-
тора этого фактора (FGFr) [228, 235]. Кроме того, 
в htert-иммортализованных фибробластах значи-
тельно повышено содержание эпирегулина, одного 
из лигандов рецептора фактора роста эпидерми-
са, который играет ключевую роль в поддержании 
статуса пролиферации этих клеток [251]. Известно, 
что в нормальных клетках человека эпирегулин ре-
прессирован, но он активируется в опухолях с высо-
ким пролиферативным потенциалом [252]. Возможно, 
что теломераза стимулирует его антиапоптотиче-
ские, пропролиферативные и пронеопластичеcкие 
свойства.

Экспрессия двух изоформ фактора роста сосуди-
стого эндотелия (VeGF) активирована в клетках рака 
молочной железы человека, а также в клетках HeLa 
и в нормальных клетках легкого эмбриона, трансфи-
цированных hterТ [253]. Известно также, что VeGF 
стимулирует экспрессию htert и активирует тело-
меразу при помощи сигнальных каскадов ras- и Akt-
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киназ. Таким образом, htert и факторы роста взаи-
модействуют по механизму положительной обратной 
связи в процессах регуляции клеточного цикла, об-
разования опухолей и ангиогенеза.

В 2003 году обнаружили, что активация теломе-
разы может приводить к эпигенетическому сай-
ленсингу генов-супрессоров в раковых клетках 
[254]. При экспрессии htert в нормальных фи-
бробластах человека активируется промотор гена 
ДНК-метилтрансферазы I (DNMT1). Механизм это-
го воздействия до сих пор не установлен, но можно 
предположить, что одним из основных участников 
активации транскрипции может быть фактор транс-
крипции StAt3. Известно, что именно этот белок 
индуцирует экспрессию DNMT1 в злокачественных 
Т-клеточных опухолях [255]. Передавать сигнал 
от htert к StAt3 в этом случае может уже упомя-
нутый eGFr, который фосфорилирует и таким об-
разом активирует StAt3 [256]. DnMt1, метилируя 
промоторные участки генов, участвует в регуляции 
их экспрессии. 

Недавно было обнаружено, что теломераза взаи-
модействует и с сигнальным путем Wnt/APc/β-
катенин. Показано, что tert взаимодействует 
с фактором BrG1, ремодулирующим хроматин. 
BrG1 является кофактором β-катенина в процес-
сах регуляции транскрипции генов, относящихся 
к Wnt-сигнальному пути. Оказалось, что tert мо-
жет взаимодействовать непосредственно с промо-
торами, которые регулируются Wnt и β-катенином. 
Известно, что сигнальный путь Wnt играет важную 
роль в процессах дифференцировки и пролиферации 
клеток, а влиянием компонентов теломеразы на этот 

регуляторный каскад, по-видимому, можно объяс-
нять эффекты, наблюдаемые при экспрессии tert 
в стволовых клетках [257]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последнее время появляются данные, указываю-
щие на разнообразие функций, выполняемых основ-
ными компонентами теломеразы в клетках. Некото-
рые из них, такие, как нуклеазная и трансферазная 
активность, ассоциированы с основной ролью теломе-
разы и ее полимеразной активностью. Другие, напри-
мер, регуляция экспрессии генов, защита от апоптоза 
и участие в ответе на повреждение ДНК, не связаны 
непосредственно с полимеразной активностью. Не-
обходимо отметить, что клетки высших эукариот со-
держат очень мало теломеразы, поэтому практиче-
ски все данные получены в условиях искусственной 
экспрессии ее компонентов. В таких условиях можно 
сделать выводы о наличии взаимодействий, которые 
на самом деле не существуют. Часто ученые из раз-
ных лабораторий получают противоречащие друг 
другу данные, которые сложно интерпретировать. 
Скорее всего, такие противоречия обусловлены ис-
пользованием разных систем и моделей. Тем не менее 
все новые появляющиеся данные позволяют предпо-
лагать, что теломераза выполняет более разнообраз-
ные функции, и ее влияние на клетку не ограничива-
ется регуляцией длины теломер. 

Работа выполнена в рамках Государственного 
контракта № 02.740.11.0706, Программы 

развития МГУ ПНР 5.13 и при поддержке РФФИ 
(№ 11-04-01233-а и 11-04-12051-офи-м-2011).
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РЕФЕРАТ Фактор свертывания крови IX является проферментом протеазы, играющей центральную роль 
в каскаде свертывания крови. Врожденное отсутствие функционального фактора IX или его низкий уро-
вень приводят к развитию гемофилии В, заболеванию, требующему проведения постоянной заместитель-
ной терапии препаратами фактора IX. В обзоре рассмотрены текущие достижения в области получения 
рекомбинантного фактора IX и его модифицированных вариантов, способы получения фактора IX в транс-
генных организмах и возможности генотерапии гемофилии B. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА фактор свертывания крови IX, гемофилия B, гетерологичные системы экспрессии ре-
комбинантных белков.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ FIX – фактор IX; FIXa – активированный FIX; МЕ – международная единица; ЭФР – 
эпидермальный фактор роста. Добавление буквы «a» к номеру соответствующего фактора свертывания – 
активированный фактор.

ВВЕДЕНИЕ
Фактор IX свертывания крови (FIX, фактор Крист-
маса) является проферментом сериновой протеазы, 
которая в присутствии Са2+ и мембранных фосфоли-
пидов гидролизует связь аргинин–изолейцин в мо-
лекуле фактора X с образованием активированного 
фактора Х (FХа) [1]. Каталитическая эффективность 
FIXа сильно возрастает при связывании кофактора – 
активированного фактора свертывания крови VIII 
(FVIIIa). Нековалентный комплекс FIXа, FVIIIa и FX, 
связанных с фосфолипидной мембраной, называется 
«X-аза» или «теназа» и представляет собой основной 
элемент петли положительной обратной связи в ка-
скаде свертывания крови (рис. 1).

Фактор IX синтезируется в печени в виде неактив-
ного белка-предшественника, который процессиру-
ется в эндоплазматическом ретикулуме и аппарате 
Гольджи, где подвергается множественным пост-
трансляционным модификациям различных типов 
и секретируется в кровоток после протеолитического 
отщепления пропептида. Циркулирующий зрелый 
FIX имеет молекулярную массу 57 кДа и среднюю 
концентрацию в плазме крови около 90 нМ. В ка-
скаде свертывания крови FIX активируется после 
протеолитического расщепления активированным 
фактором XI (внутренний путь) или активированным 
фактором VII (внешний путь) с образованием двух 

полипептидных цепей, связанных дисульфидной 
связью. Активированный FIX постепенно инакти-
вируется, в основном путем медленного связывания 
с антитромбином III, нексином-2, белок Z-зависимым 
ингибитором протеаз и рецепторами эндоцитоза ге-
патоцитов, а также подвергается расщеплению эла-
стазой нейтрофилов [3].

Ген фактора IX человека, расположенный 
на X-хромосоме, состоит из 33.5 т.п.н. и содержит 
восемь экзонов. Мутации единственной копии это-
го гена, приводящие к нарушению функции коди-
руемого белка, обуславливают нарушение системы 
свертывания крови – гемофилию B. Список мутаций 
гена FIX, выявленных у больных гемофилией В, при-
веден в специализированной базе данных [4]. Тяже-
лая форма гемофилии В, требующая регулярной 
заместительной терапии, встречается с частотой 1 
случай на 30 тыс. мужчин, что составляет около 20% 
всех больных гемофилией. Недавно было установ-
лено, что представители европейских королевских 
семей страдали именно гемофилией В, и последний 
предполагаемый носитель заболевания скончался 
в 1940 г. [5]. В данной группе семей заболевание было 
обусловлено точечной мутацией, которая привела 
к нарушению сплайсинга мРНК FIX и вызвала по-
явление альтернативной укороченной формы белка. 
В некоторых случаях мутации в области промотора 
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гена FIX приводят к менее тяжелой форме заболева-
ния, гемофилии B «Лейден» [6], характеризующейся 
почти полным отсутствием FIX в детстве и устойчи-
вым увеличением уровня FIX в период полового со-
зревания до близких к норме значений.

Современная практика, применяемая при гемо-
филии B, сводится к заместительной белковой те-
рапии, исключительно дорогостоящей для больных 
и системы здравоохранения. Всего лишь около 20% 
больных гемофилией В могут оплачивать такую те-
рапию, и гемофилия B до сих пор смертельна для де-
тей из слаборазвитых стран [7].

ЗАМЕСТИТЕЛЬНАЯ ТЕРАПИЯ ГЕМОФИЛИИ В
Первоначально терапия гемофилии В ограничива-
лась периодическими переливаниями плазмы крови, 
впоследствии замененными на более эффективные 
концентраты протромбинового комплекса – смеси ви-

тамин К-зависимых факторов свертывания крови IX, 
II, VII и X. Основным ограничением такой терапии 
был существенный риск развития тромботических 
эпизодов. Лекарственные препараты FIX с большей 
степенью чистоты были получены из фракций плаз-
мы крови, разделяемой методом Кона, при помощи 
дополнительной очистки ионообменной хроматогра-
фией. Безопасность всех лекарственных препаратов 
FIX, получаемых из донорской плазмы, была суще-
ственно улучшена после внедрения процессов вирус-
инактивации, включающих прогревание, обработку 
тиоцианатом натрия или детергентом и раствори-
телем для удаления оболочечных вирусов, а также 
процесса нанофильтрации для удаления безоболо-
чечных вирусов [8].

Безопасность плазменных концентратов FIX так-
же лимитируется существенным уровнем примеси 
активированного FIX (FIXa) и остаточных количеств 

# Название Свойства Путь

I Фибриноген E, I

II Протромбин ВКЗ, СП E, I

III
Тканевый фактор,  
тромбопластин НЭК E

IV Са++ НЭК E, I

V
АС-глобулин,  
проакселерин НЭК E, I

VII Проконвертин ВКЗ, СП E

VIII
Антигемофильный  
глобулин НЭК I

IX Фактор Кристмаса ВКЗ, СП I

X Фактор Стюарта-Прауэра ВКЗ, СП E, I

XI
Предшественник  
тромбопластина СП I

XII Фактор Хагеманна СП I

XIII
Фибринолигаза (a),  
фибринстабилизирующий 
фактор

ТГ E, I

vWF Фактор Виллебранда НЭК I

PK
Фактор Флетчера,  
плазменный прекалликреин СП E, I

HMWK
Фактор Фитцжеральда, 
высокомолекулярный  
кининоген плазмы

НЭК I

Рис. 1. Схема системы свертывания крови и международная номенклатура факторов свертывания [2]. ВКЗ – ви-
тамин К-зависимый, СП – сериновая протеаза, ТГ – трансглутаминаза, НЭК – неэнзиматический кофактор; 
E – внешний; I – внутренний, FC – конечный общий путь свертывания крови.
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других факторов свертывания, достаточных для уве-
личения риска возникновения тромботических эпи-
зодов. Дополнительная очистка FIX при помощи 
иммуноаффинной хроматографии позволяет полно-
стью удалить эти примеси [9], однако, как и в случае 
других продуктов переработки плазмы крови, риск 
вирусного или прионного инфицирования больных 
не может быть полностью устранен [10]. 

РЕКОМБИНАНТНЫЙ fIX
В 1982 г. клонировали кДНК FIX [11], а вслед за этим 
в 1985 г. на основе клеток гепатомы крысы, фибробла-
стов мыши и линии клеток почки хомячка (BHK) по-
лучили клеточные линии, секретирующие биологи-
чески активный FIX в культуральную среду [12–14]. 
В 1986 г. была получена линия клеток cHO (яичник 
китайского хомячка), продуцирующая FIX и пригод-
ная для промышленного культивирования [15].

В настоящий момент зарегистрирован один ле-
карственный препарат рекомбинантного FIX – но-
наког альфа (торговое название Бенефикс), одобрен-
ный для применения в США и странах ЕС в 1997 г. 
Нонаког альфа получают в клетках cHO, культи-
вируемых в питательной среде, не содержащей сы-
воротки или других продуктов животного происхо-
ждения. Выделение и очистку рекомбинантного FIX 
проводят при помощи четырех хроматографических 
стадий, не используя иммуноаффинную хромато-
графию, потенциально присутствующие вирусы 
удаляют при помощи нанофильтрации на фильтре 
с порогом отсечения 70 кДа [16]. В готовой лекар-
ственной форме нонакога альфа не используется 
альбумин человека. Таким образом, в процессе по-
лучения лекарственного препарата исключено ис-
пользование веществ животного происхождения 
и компонентов донорской плазмы [17]. Исходные ва-
рианты готовой лекарственной формы рекомбинант-
ного FIX были рассчитаны на изготовление флако-
нов, содержащих 250–1000 МЕ лиофилизованного 
белка. В дальнейшем был разработан вариант фар-
мацевтической композиции, позволяющий увели-
чить содержание основного вещества до 2000 МЕ 
на флакон [18] и хранить препарат при комнатной 
температуре. 

В ходе клинических испытаний рекомбинантно-
го FIX было установлено, что безопасность и кли-
ническая эффективность рекомбинантного и полу-
чаемого из плазмы крови вариантов FIX не имеют 
существенных различий. После проведения 1514 
инфузий рекомбинантного FIX 56 больным не выяв-
лено ни одного случая вирусной инфекции [19]. Уро-
вень иммунного ответа на вводимый препарат также 
был сходным у рекомбинантного FIX и получаемого 
из плазмы крови [20].

Различия в структуре рекомбинантного и природ-
ного FIX, а также функциональная значимость таких 
различий подробно изучены в ряде работ. Первона-
чально было установлено, что структура рекомби-
нантного и природного FIX весьма сходна [21]. В то же 
время уровень восстановления активности FIX in 
vivo после инфузии рекомбинантного препарата был 
значительно ниже, чем при использовании природ-
ного FIX [22], что привело к увеличению рекомен-
дуемой терапевтической дозы рекомбинантного FIX 
в 1.5–2 раза относительно природного [23]. Детальное 
сравнение паттернов посттрансляционных модифи-
каций в партиях рекомбинантного FIX, полученных 
на двух различных производственных площадках, 
не выявило никаких структурных различий [24]. Та-
ким образом, различия природного и рекомбинант-
ного FIX не могут быть обусловлены особенностями 
производственных процессов.

СТРУКТУРА И ПОСТТРАНСЛЯЦИОННЫЕ 
МОДИФИКАЦИИ fIX
FIX принадлежит к семейству витамин К-зависимых 
факторов свертывания крови, он состоит из четырех 
структурных доменов – Gla, двух ЭФР-подобных 
доменов и c-концевого домена сериновой протеазы 
(рис. 2). n-Концевой лидерный пептид FIX отделя-
ется при транслокации полипептида в эндоплазма-
тический ретикулум, пропептид, непосредственно 
предшествующий домену Gla, отделяется при се-
креции зрелого белка. Активационный пептид, рас-
положенный между вторым ЭФР-подобным доме-
ном и доменом сериновой протеазы, специфически 
отделяется факторами XIa или VIIa при активации 
FIX. 

Наличие домена Gla, расположенного на n-конце 
молекулы зрелого FIX, является общим признаком 
для витамин К-зависимых белков. Этот домен обе-
спечивает связывание FIX и FIXa с поверхностью 
эндотелиальных клеток, причем такое взаимодей-
ствие полностью нарушается при блокировании 
γ-карбоксилирования остатков Asp в составе до-
мена [25]. Первый ЭФР-подобный домен FIX со-
держит высокоаффинный сайт связывания иона 
кальция, а также обуславливает взаимодействие 
FIX с фактором VIIIa [26] и с тканевым фактором 
[1]. В состав первого ЭФР-подобного домена вхо-
дит редко встречающийся модифицированный 
остаток β-гидроксиаспартата (Hya), возникающий 
при β-гидроксилировании Asp64. Уровень дан-
ной посттрансляционной модификации не влияет 
на прокоагуляционную активность FIX [25], но заме-
на Asp64 на остаток основной или нейтральной ами-
нокислоты приводит к понижению активности FIX 
[27]. Второй ЭФР-подобный домен FIX принимает 
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участие в образовании комплекса FIXa–FVIIIa–FX 
[28, 29]. Он соединяется с доменом сериновой про-
теазы при помощи активационного пептида и един-
ственной дисульфидной связи. 

Активационный пептид FIX содержит большую 
часть сайтов посттрансляционных модификаций, 
влияющих на свойства FIX (табл. 1). Домен серино-
вой протеазы составляет около половины общей мас-
сы FIX, содержащийся в нем активный сайт скрыт 
активационным пептидом и экспонируется после его 
отделения. Домен сериновой протеазы не содержит 
известных посттрансляционных модификаций, по-
сле активации FIX он остается ковалентно связан-
ным с n-концевой частью молекулы FIX при помощи 
одной дисульфидной связи, расположенной с обрат-
ной стороны домена (относительно области актив-
ного сайта). c-Конец FIXa также пространственно 
удален от активного сайта протеазы, что позволяет 
создавать слитные белки FIX и c-концевых белков-
партнеров. 

Из всех посттрансляционных модификаций только 
γ-карбоксилирование в домене Gla непосредственно 
определяет прокоагуляционную активность FIX [30]. 
Влияние остальных модификаций на функции FIX 
выражено в меньшей степени, в ряде случаев оно от-
сутствует или остается неизвестным. 

В работах исследовательской группы Genetics In-
stitute, Inc. показано, что наблюдающееся уменьше-
ние уровня восстановления FIX in vivo при инфу-
зиях рекомбинантного белка вызвано отсутствием 

фосфорилирования остатка Ser158 и очень низким 
уровнем сульфатирования tyr155 [21]. Было уста-
новлено, что инфузии препарата рекомбинантного 
FIX, обогащенного сульфатированной формой, при-
водят к увеличению уровня восстановления FIX in 
vivo. Одновременно с этим при выделении FIX чело-
века из плазмы крови собак с гемофилией В, полу-
чивших инъекцию рекомбинантного FIX, наблюда-
лось увеличение доли сульфатированного варианта 
белка. Необходимо отметить, что сульфатированный 
tyr155 и фосфорилированный остаток Ser158 в со-
ставе активационного пептида расположены в не-
посредственной близости друг от друга и от олиго-
сахаридной группы, связанной с остатком Asn157, 
что может привести к затруднениям при разделе-
нии фосфорилированной и сульфатированной форм 
FIX. 

Природный FIX подвергается как О-, так и 
n-гликозилированию. Сайты прикрепления 
О-гликанов расположены в первом ЭФР-подобном 
домене [31] и активационном пептиде.

Два О-связанных олигосахарида в ЭФР-подобном 
домене природного и рекомбинантного FIX присут-
ствуют полностью, четыре потенциальных сайта 
О-гликозилирования в активационном пептиде FIX 
замещены частично в обоих случаях [32, 33]. Акти-
вационный пептид FIX также содержит два сайта 
n-гликозилирования – Asn157 и Asn167 [11], в при-
родном FIX оба сайта полностью заняты олигосаха-
ридами с высоким содержанием сиаловой кислоты 
[34]. Энзиматическое удаление всех остатков сиа-
ловой кислоты в составе О- и n-связанных олигоса-
харидных групп не влияет на скорость активации 
FIX и его способность активировать фактор X [35]. 
В то же время пониженный уровень сиалирования 
n-гликанов, выявляемый в вариантах рекомбинант-
ного FIX, может быть причиной изменений в связы-
вании FIX с поверхностью эндотелиальных клеток, 
скорости вывода из кровотока или чувствительности 
к протеолизу.

Уровень последней известной посттрансляционной 
модификации FIX – β-гидроксилирования остатка 
Asp64 в первом ЭФР-подобном домене, в рекомби-
нантном FIX несколько выше, чем в природном [25]. 
Неполная модификация Asp64 в природном FIX ука-
зывает на отсутствие биологической значимости дан-
ной посттрансляционной модификации для функцио-
нирования FIX [36]. 

Лекарственный препарат рекомбинантного FIX 
не превосходит препараты природного FIX, по край-
ней мере, по требуемой инфузионной дозе и времени 
жизни в кровотоке, поэтому дальнейшее изучение 
рекомбинантных вариантов FIX и его производных 
может иметь клинические перспективы.

Рис. 2. Структура FIX. S – сигнальный пептид, P – про-
пептид, Gla – домен Gla, EGF1 и EGF2 – ЭФР-подоб ные 
домены, AP – активационный пептид, Protease – до-
мен сериновой протеазы. Сайты посттрансляционных 
модификаций: Gla – γ-карбоксилирование, Hya – 
β-гидроксилирование; S – сульфатирование, P – фос-
форилирование, ♦ – N-связанное и ● – O-связанное 
гликозилирование; точки протеолитического расщепле-
ния обозначены треугольниками. Серым обозначены 
ферменты, участвующие в посттрансляционном про-
цессинге FIX, и варианты искусственной модификации 
FIX.

PACE
PC5

PEG

S     P       Gla       EGF1     EGF2         AP            Protease
Gla          Hya                           S   P
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УЛУЧШЕНИЕ ПРОЦЕССОВ ПОЛУЧЕНИЯ 
РЕКОМБИНАНТНОГО fIX
Уровень продукции рекомбинантного FIX, обеспечи-
ваемый промышленной линией-продуцентом [37], от-
носительно низок и составляет около 30 мг/л культу-
ры. Секреция FIX может быть увеличена на 30–50% 
при добавлении к культуральной среде тестостеро-
на до 1 нМ [38] или увеличена вдвое при добавле-
нии активатора протеинкиназы c – 4-форбол-12-
миристата-13-ацетата и кальциевого ионофора [39]. 
Уровень нежелательной примеси активированного 
FIX в кондиционированной среде можно значитель-
но уменьшить при понижении концентрации ионов 
кальция с 1.12 до 0.5 мМ [40]. В другой работе той же 
исследовательской группы сообщается о 30% повы-
шении уровня секретируемого FIX при увеличе-
нии концентрации ионов кальция в среде до 1.3 мМ, 
при этом существенного роста содержания активи-
рованного FIX не наблюдалось [41].

В исходных работах, описывающих экспрессию 
FIX в клетках cHO, обнаружено, что секретируемый 
FIX содержит значительную долю неактивных мо-
лекул с непроцессированным пропептидом. Полное 
или почти полное отщепление пропептида достига-
ется только при коэкспреcсии субтилизин/кексин-
подобной конвертазы PAce/фурин [42] или гомоло-
гичной ей конвертазы Pc5 [43, 44].

Прокоагулянтная активность FIX зависит 
от уровня γ-карбоксилирования домена Gla – в пол-
ностью активном FIX первые 10 остатков Glu долж-
ны быть конвертированы в остатки Gla, при этом 
уровень конверсии двух последних остатков Glu 
не влияет на свойства FIX [45]. В молекуле при-
родного FIX все 12 остатков Glu в домене Gla пол-
ностью γ-карбоксилированы, в то время как в ре-
комбинантном FIX, получаемом в клетках cHO, 
уровень модификации двух последних остатков 
Glu несколько снижен. Общее число остатков Gla 
в рекомбинантном FIX из клеток cHO достигает 
11.5 на одну молекулу белка. Удельная прокоагу-
лянтная активность такого FIX составляет не ме-
нее 200 МЕ/мг и не отличается от удельной актив-
ности природного FIX [37]. В случае экспрессии 
FIX в клетках линии BHK наблюдалось снижение 
удельной прокоагулянтной активности продукта, 
синтезируемого высокопродуктивными линиями, 
что компенсировалось коэкспрессией витамин-К-
2,3-эпоксид-редуктазы (VKOr), обеспечивающего 
восстановление эпокси-формы витамина К до ак-
тивной формы, использующейся в качестве кофак-
тора в реакции γ-карбоксилирования [46].

Стадия посттрансляционных модификаций, опре-
деляющая скорость секреции FIX культивируемыми 
клетками, к настоящему моменту не выявлена, поэ-

тому увеличение уровня секреции правильно процес-
сированного FIX в клетках cHO возможно при сверх-
экспрессии или нокдауне различных ферментов 
и шаперонов cHO. Известно, что по крайней мере 
одна посттрансляционная модификация FIX – про-
цессинг пропептида, может производиться не на по-
верхности клеток, а в культуральной среде после 
секреции продукта при коэкспрессии укороченного 
растворимого варианта PAce/фурин [37]. При изу-
чении стадии, определяющей скорость посттрансля-
ционных модификаций гомологичного FIX витамин 
К-зависимого белка С человека, получаемого в клет-
ках линии 293, установлено, что скорость секреции 
продукта лимитирована n-гликозилированием [47]. 
Скорость секреции другого гомолога FIX – фактора 
VII, получаемого в клетках cHO, определялась двумя 
стадиями – посттрансляционным гликозилировани-
ем и γ-карбоксилированием [48]. Интересно отметить, 
что типичный промышленный уровень продукции 
FVII приблизительно в 5 раз выше уровня продукции 
FIX, при этом единственное значимое различие в их 
посттрансляционных модификациях состоит в на-
личии четырех–шести сайтов О-гликозилирования 
в молекуле FIX и двух – в молекуле FVII. 

В настоящий момент при промышленном полу-
чении рекомбинантного FIX используют клетки ли-
нии cHO, которые могут быть заменены более про-
дуктивными культивируемыми клетками из других 
тканей и организмов. Природный FIX продуцируется 
клетками печени, поэтому использование культиви-
руемых производных гепатоцитов может существен-
но увеличить продуктивность линии. Так, уровень 
экспрессии FIX, продуцируемого в линии клеток 
HepG2 (гепатома человека), был в 1.5 раза выше, чем 
в клетках 293 (эпителий почки эмбриона человека), 
инфицированных одним и тем же ретровирусным 
вектором [39]. Перспективными могут быть и куль-
тивируемые клетки беспозвоночных. Например, уро-
вень секреции FIX при трансфекции линии клеток 
дрозофилы Sf2 в 12 раз превышал известный уро-
вень экспрессии FIX в клетках cHO [49]. 

ТРАНСГЕННЫЕ ОРГАНИЗМЫ
В течение последних 20 лет молоко трансгенных жи-
вотных рассматривается в качестве наилучшего ис-
точника терапевтических белков. Молоко трансген-
ных овец, несущих гибридный ген FIX с промоторной 
областью β-лактоглобулина, содержало небольшое 
количество биологически неактивного FIX [50]. Ис-
пользование техники пересадки ядер соматических 
клеток, разработанной компанией PPL therapeutics, 
Ltd., позволило несколько увеличить уровень FIX 
в молоке двух трансгенных овец – Молли и Полли 
[51]. Этот метод ранее использовали для получения 



68 | ActA nAturAe | ТОМ 4  № 2 (13)  2012

ОБЗОРЫ

клонированной овцы Долли. Сходный уровень FIX 
зафиксирован в молоке трансгенных коз – до 13.7 
мкг/л при доле биологически активной «гамма-
гликозилированной» формы более 90% [52] и транс-
генных мышей – 60 мг/л, 50% биологически активной 
формы FIX. 

Наилучшие уровни FIX получены с использова-
нием трансгенных свиней [54–56]. Несмотря на тео-
ретически предсказанные исключительно высокие 
уровни секреции целевых белков в свиное молоко, 
в случае фактора IX удалось добиться только сред-
него уровня продуктивности (табл. 2). Предполага-
ется, что скорость секреции FIX клетками молочной 
железы свиньи определяется γ-карбоксилированием. 
Максимальная специфическая активность продукта 
(т.е. полное γ-карбоксилирование FIX) описана у жи-
вотных, продуцирующих FIX на уровне 200 мг/л [54]; 
у животных с уровнем секреции 2–3 г/л удельная 
активность FIX составляла только 10–20% от нормы 
[55]. Несмотря на относительно низкую долю пра-
вильно γ-карбоксилированного FIX, молоко высоко-
продуктивных трансгенных свиней было использова-
но при разработке промышленного процесса очистки 
FIX, позволяющего получать конечный продукт с вы-
соким содержанием полностью γ-карбоксилированной 
формы и нормальным паттерном гликозилирования 
[56]. Предполагается, что получаемый таким образом 
FIX может использоваться для начала клинических 
испытаний. Можно отметить, что использование мо-
лока трансгенных свиней вместо кондиционирован-
ной культуральной среды из биореактора позволяет 
иметь исходный материал для выделения и очистки 
FIX с увеличенным в 10 раз содержанием целевого 

белка. В то же время в молоке во много раз больше 
посторонних примесей – белков свиньи и липидов, 
оно нестерильно и может содержать существенные 
количества бактерий и эндотоксинов.

Уровень продукции биологически активной формы 
другого фармацевтически значимого белка – анти-
тромбина III, обладающего сходным с FIX набором 
посттрансляционных модификаций, в молоке транс-
генных коз был доведен до 1–2 г/л, что позволило по-
лучить конечный продукт с общим выходом 53% [57] 
и развернуть единственное коммерческое производ-
ство рекомбинантного антитромбина III для медицин-
ского применения. 

Уровень потребления FIX в США можно оценить 
как 2 кг/год, в России – 700 г/год, в мире – 40 кг/год. 
При существующих уровнях продукции FIX в моло-
ке трансгенных свиней и предположительном 50% 
выходе готового продукта при выделении и очистке, 
стадо из 40 свиноматок может обеспечить потребно-
сти США, а стадо из 800 свиноматок – все мировые 
потребности в FIX. 

Помимо молока трансгенных животных, пер-
спективным источником фармацевтических белков 
могут быть семена и ткани трансгенных растений. 
В настоящий момент получение биологически ак-
тивных витамин К-зависимых белков в трансген-
ных растениях невозможно, поскольку в растени-
ях нет γ-карбоксилаз [60]. Это ограничение можно 
преодолеть коэкспрессией в растениях генов 
γ-карбоксилаз млекопитающих и соответствующих 
коферментов, однако маловероятно, чтобы такую 
комплексную задачу удалось решить в ближайшем 
будущем. 

Таблица 2. Основные свойства трансгенных животных, способных секретировать FIX в молоко

Название
Беремен-

ность, 
мес.

Созре-
ва ние,  

мес. 

Объем 
молока, 

л *#

Период от вве-
дения трансге-
на до лактации, 

мес.

Оценка про-
дуктивности, 

г*#

Продуктив-
ность FIX, 
расчетная,  

г*

Уровни секреции FIX, 
с поправкой на долю био-

логически активной формы, 
опубликованные 

Мышь 0.75 1 0.0015 3–6 0.01–0.02 0.000 045 30 мг/л [53]

Кролик 1 5–6 2–5 7–8 20 - -

Овца 5 6–8 200–500 16–18 2500 5–12.5 25 мг/л, неактивен [50]

Коза 5 6–8 600–800 16–18 4000 0.008–0.011 0.0137 мг/л [52]

Свинья 4 6–8 200–400 15–16 1500 75–150 375 мг/л [55]

Корова 9 16 8000 30–33 4000–8000 - -

*В год на одну самку.
#По данным [58, 59].
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К настоящему моменту биологически неактивный 
FIX получен в трансгенных растениях томата [61] 
и семенах сои [62]. Очень низкий уровень экспрессии 
FIX – 15.84 мкг/кг, зафиксирован в свежих плодах 
трансгенных томатов; в семенах сои уровень FIX со-
ставил 800 мг/кг. Обе системы экспрессии позволя-
ют получать зрелый и гликозилированный целевой 
белок. 

У небольшой части больных гемофилией B (1.5–
3%) проведение заместительной терапии препара-
тами FIX приводит к образованию высоких титров 
антител, нейтрализующих FIX [63]. Такие антите-
ла снижают эффективность профилактических ин-
фузий FIX и требуют постоянного увеличения доз 
FIX или использования очень больших количеств 
FIX для индукции иммунологической толерантно-
сти. Формирование иммунологической толерантно-
сти требует от нескольких месяцев до года и может 
сопровождаться развитием синдрома острой почеч-
ной недостаточности и анафилактических реакций. 
По крайней мере часть побочных явлений, возникаю-
щих при формировании иммунологической толерант-
ности, обусловлена избыточной прокоагулянтной 
активностью вводимого FIX, поэтому использование 
биологически неактивных вариантов FIX могло бы 
увеличить безопасность проведения процедуры фор-
мирования иммунологической толерантности. Ги-
бридный белок, состоящий из FIX и субъединицы B 
холерного токсина (трансмукозального переносчика), 
экспрессировали в хлоропластах табака на уровне 
400 мг/кг листьев. Порошок из замороженных ли-
стьев табака использовали для индукции иммуно-
логической толерантности у мышей с нокаутом гена 
FIX, получающих инъекции FIX человека [64]. У кон-
трольных животных, получавших порошок из замо-
роженных листьев нетрансформированного табака, 
инъекции FIX человека приводили к появлению 
ингибиторных антител (2–90 единиц Бетесда/мл), 
в то время как у мышей из опытной группы концен-
трация ингибитора FIX не отличалась от базового 
уровня. Успешное развитие иммунологической толе-
рантности у опытных мышей подтверждалось данны-
ми по смертности в группах – 10% мышей в опытной 
группе и 75% мышей в контрольной группе погибли 
после восьми последовательных еженедельных инъ-
екций FIX человека. 

ВАРИАНТЫ РЕКОМБИНАНТНОГО fIX
Поскольку традиционная терапия гемофилии В осно-
вана на применении FIX из донорской плазмы, ис-
ходный вариант рекомбинантного FIX для меди-
цинского применения должен был как можно точнее 
воспроизводить структуру природного белка. Пред-
полагалось, что точная копия природного FIX че-

ловека будет обладать сравнимой клинической эф-
фективностью и не будет вызывать иммунный ответ 
у больных. В то же время существующая замести-
тельная терапия гемофилии B требует очень частых 
внутривенных введений и больших количеств доро-
гих препаратов FIX. Модификации молекулы FIX, 
позволяющие увеличить удельную прокоагулянтную 
активность или стабильность FIX в кровотоке, мо-
гут быть полезны для пациентов и снизить нагрузку 
на медицинский персонал.

Удельную прокоагулянтную активность FIX мож-
но увеличить в 3 раза при помощи точечной замены 
остатка аргинина на остаток аланина (Arg338Ala) 
[65]. Стабильность теназного комплекса при этом 
остается неизменной. Замена двух аминокислотных 
остатков и двух коротких петель в домене сериновой 
протеазы FIX на гомологичные участки фактора X 
позволяет получить химерный белок, обладающий 
очень высокой протеолитической активностью и ти-
пичной для фактора X субстратной специфичностью 
[66]. Аналогичные свойства наблюдаются у FIX, со-
держащего только три замены – tyr94Phe, Lys98thr 
и tyr177thr [67]. Удельная прокоагулянтная актив-
ность таких химерных вариантов FIX в тестах in vit-
ro и in vivo не определена. 

Модификации FIX, позволяющие его активиро-
ванной форме активировать фактор X в отсутствие 
природного кофактора VIIIa, могут использоваться 
в терапии гемофилии А вместо препаратов фактора 
VIII. Модифицированный таким образом FIX, в от-
личие от фактора VIII, может применяться и при ин-
гибиторной форме гемофилии А. Введение мышам 
с нокаутом гена фактора VIII генотерапевтической 
плазмиды, кодирующей мутеин FIX с тройной за-
меной – Val181Ile, Lys265thr, Ile383Val, приводило 
к улучшению показателей свертываемости крови 
[68], что указывает на возможность восстановления 
функции гемостаза при гемофилии А без использо-
вания препаратов фактора VIII. 

Фармакокинетические свойства FIX можно улуч-
шить при помощи FIX, слитого в рамке c долгожи-
вущими белками плазмы крови, или путем конъю-
гации FIX с гидрофильными полимерами. Слитные 
белки, состоящие из FIX и сывороточного альбуми-
на человека (HSA), получили, соединив c-концевой 
аминокислотный остаток FIX и n-концевой остаток 
в молекуле зрелого HSA нерасщепляемым линкер-
ным пептидом или линкерным пептидом, отделяе-
мым от молекулы FIX при его активации фактором 
XIa [69]. Были использованы неотщепляемые лин-
керные пептиды (G)6

V и SS(GGS)
6
GS и отщепляе-

мые пептидные линкеры, составленные из участков 
136–154 или 137–154 FIX, окружающих n-концевой 
сайт отщепления активационного пептида FIX. 
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При активации слитных белков с неотщепляемыми 
линкерными пептидами домен HSA оставался при-
крепленным к c-концу FIXa, а при активации слит-
ных белков с отщепляемыми линкерными пептидами 
происходило образование свободной молекулы FIXa, 
содержащей несколько дополнительных аминокис-
лотных остатков на c-конце молекулы. Этот оста-
точный пептид соответствовал последним аминокис-
лотным остаткам второго ЭФР-подобного домена FIX 
(рис. 3А). Специфическая прокоагулянтная актив-
ность слитного белка с отщепляемым линкером была 
в 10–30 раз выше, чем у белка с неотщепляемым лин-
кером, этот вариант отличался также существенным 
увеличением времени полувыведения из кровотока 
(по сравнению с интактным FIX) и достаточной эф-
фективностью при коррекции времени прекращения 
кровотечения у мышей с генотипом FIX(-/-).

Слитные белки, содержащие фрагмент Fc имму-
ноглобулина G, могут обратимо связываться неона-
тальными Fc-рецепторами (Fcrn) – гетеродимерами 
β-2-микроглобулина и тяжелой цепи MHc класса 
I-подобного белка. Рецепторы Fcrn защищают мо-
лекулы иммуноглобулинов G, содержащих домен Fc, 
от катаболического распада путем обратимого связы-
вания на поверхности эндотелиальных клеток [70]. 

Слитный белок, состоящий из FIX и Fc-фрагмента, 
получен с использованием клеточной линии HeK-
293H и выделен в виде ковалентного гетеродимера 
FIX-Fc и свободного Fc-фрагмента (рис. 3Б). Он обла-
дал приемлемой удельной прокоагулянтной активно-
стью (около 50 МЕ/мг) и в опытах на различных жи-
вотных моделях показал существенно увеличенное 
время полувыведения [44]. У низших приматов время 
полувыведения слитного белка из плазмы составило 
47.3 ± 9.1 ч против 12.7 ч у интактного FIX. Аналогич-
ное трехкратное увеличение периода полувыведения 
зафиксировано в ходе I/II фазы клинических испы-
таний [71]. 

Специфическое присоединение активированных 
молекул полиэтиленгликоля (PeG) к n-связанным 
олигосахаридным группам FIX (рис. 2) приведет к по-
лучению конъюгата, распадающегося при активации 
FIX на модифицированный активационный пептид 
и FIXa, идентичный природной молекуле. Такой тип 
конъюгата, содержащий один остаток PeG длиной 
40 кДа, присоединенный к n-связанному олигоса-
хариду FIX (код n9-GP), использовали для иссле-
дований на животных моделях [72] и в клинических 
испытаниях в диапазоне доз 25–100 ЕД/кг. При этом 
период полувыведения n9-GP из плазмы больных 
составил 93 ч, что в 5 раз больше периода полувы-
ведения интактного FIX [73]. Установлено также, 
что уровень восстановления активности FIX in vivo 
при введении n9-GP на 94% превышал уровень вос-

становления активности после введения интактного 
рекомбинантного FIX. Такое различие может быть 
обусловлено защитой молекулы модифицированного 
FIX от нежелательного взаимодействия с поверхно-
стью эндотелиальных клеток слоем PeG или пода-
влением связывания n-гликанов FIX с молекулами 
на поверхности клеток. Другим объяснением обнару-
женных различий уровня восстановления активности 
FIX может быть наличие полностью сиалированных 
n-гликанов в составе конъюгата n9-GP. 

Пролонгация действия FIX может достигаться раз-
личными методами инкапсуляции, обеспечивающими 

Неотщепляемый 
линкер Отщепляемый линкер

A

Б

Fc-ch                  Димер                    Мономер

Рис. 3. Схемы слитных белков FIX. а – белок FIX–HSA, 
Б – белок FIX–фрагмент Fc IgG. L – линкерный пептид, 
Н – шарнирная область тяжелой цепи IgG, CH2 и CH3 – 
второй и третий константные домены тяжелой цепи 
IgG. 
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постепенное высвобождение белка в кровоток. С этой 
целью могут использоваться биоразлагаемые поли-
меры, липосомы и т.д., однако подробное описание 
этой области исследований выходит за рамки данного 
обзора. Весьма необычный метод инкапсуляции FIX 
применили недавно в ходе клинических исследова-
ний [74]. Эритроциты были смешаны с раствором FIX 
ex vivo, подвергнуты осмотическому шоку, приво-
дящему к перемещению части FIX внутрь клеток, 
и введены обратно в кровоток больного. В результате 
наблюдали медленное высвобождение FIX из лизи-
рующихся реинъецированных остатков эритроци-
тов.

ГЕНОТЕРАПИЯ ГЕМОФИЛИИ B
Параллельно с развитием технологий получения 
рекомбинантного белка в терапии гемофилии B раз-
рабатывались и стратегии генной терапии. Замести-
тельная терапия при помощи белковых препаратов 
FIX имеет очевидные ограничения: она не приводит 
к излечению болезни, в течение всей жизни у боль-
ных сохраняется риск кровотечений и хронического 
повреждения суставов. Среди других существенных 
недостатков заместительной терапии – высокая сто-
имость препаратов, их нехватка, короткое время по-
лужизни фактора IX и риск возникновения нейтра-
лизующих антител (ингибиторов) к вводимому белку 
FIX.

Обе формы гемофилии (А и B) являются особенно 
хорошими мишенями для генной терапии, поскольку 
они вызываются известными единичными дефектами 
генов. Кроме того, они имеют широкое «терапевтиче-
ское окно» – достижение 1% от нормального уровня 
FIX в плазме может предотвратить большинство ри-
сков геморрагий, а увеличение концентрации фак-
тора свертывания до 150% также не приводит к по-
бочным эффектам. 

В случае генной терапии терапевтический уровень 
FIX обычно определяется как 5–10% от нормального 
уровня FIX в плазме. Такой уровень позволит избе-
жать инъекций белка FIX. Экспрессия FIX на уровне 
ниже терапевтического в ряде случаев достаточна 
для индукции иммунной толерантности у больных 
с ингибиторной формой заболевания.

На модельных животных была показана возмож-
ность невирусной доставки гена FIX in vivo при по-
мощи «голой» плазмидной ДНК. Одной гидроди-
намической инъекции экспрессионной плазмиды, 
содержащей кДНК FIX и гепатоцит-специфичную 
регуляторную область ДНК, было достаточно 
для поддержания терапевтического уровня FIX 
в FIX-дефицитных мышах в течение 210 дней [75]. 
Процедура гидродинамической инъекции в данной 
работе сводилась к введению 50 мкг плазмиды в 2 мл 

раствора в течение 5–8 с в хвостовую вену. Есте-
ственно, что такой метод введения не может при-
меняться в клинической практике, поэтому клини-
ческие испытания, включающие доставку плазмид 
методом «гидродинамических инъекций», станут 
возможными только после существенных модифи-
каций метода. 

Доставка целевого гена в клетки организма мо-
жет производиться с куда большей эффективно-
стью при использовании вирусных векторов – либо 
на основе интегрирующихся в геном клетки-хозяина 
ретровирусов и лентивирусов, либо преимуществен-
но эписомально персистирующих аденовирусов 
и аденоассоциированных вирусов.

Первые векторные системы для генетической те-
рапии базировались на ретровирусах. Ретровирус-
ные частицы, содержащие кДНК FIX, использовали 
для ex vivo трансдукции фибробластов модельных 
животных с последующей реимплантацией модифи-
цированных клеток, что приводило к появлению де-
тектируемых количеств FIX человека в плазме кро-
ви [76]. Экспрессия фактора IX наблюдалась лишь 
у очень небольшого процента животных с имплан-
тированными трансдуцированными фибробластами, 
однако в опытах с кроликами эффект был стабиль-
ным в течение более чем 600 дней [77]. Была прове-
дена фаза I клинических испытаний метода терапии 
гемофилии B, состоящего в реимплантации аутоло-
гичных фибробластов кожи, трансдуцированных ex 
vivo γ-ретровирусным вектором, кодирующим FIX 
[78], в ходе которой наблюдали транзиторное уме-
ренное увеличение уровня FIX в плазме крови двух 
участвовавших в исследовании пациентов.

Лентивирусные векторы, в отличие от γ-ретро-
вирусных, способны трансдуцировать гепатоциты 
взрослого организма in vivo. Внутривенное введение 
лентивирусного вектора половозрелым мышам с но-
каутом гена FIX обеспечивало достижение терапев-
тических уровней FIX в плазме (транзиентно) [79]. 
Известно, что лентивирусные векторы способны эф-
фективно трансдуцировать антигенпредставляющие 
клетки в селезенке, что может приводить к развитию 
иммунной реакции против трансгенного целевого бел-
ка, попадающего в системную циркуляцию [80]. Это 
нежелательное свойство лентивирусных векторов 
может быть подавлено при ограничении экспрессии 
трансгена в различных типах клеток, что достигает-
ся использованием тканеспецифических промоторов 
или коэкспрессией микроРНК, тканеспецифично по-
давляющих экспрессию трансгена. Индукция ста-
бильной экспрессии FIX в гепатоцитах мышей путем 
использования гепатоцит-специфичной промоторной 
области и микроРНК гемопоэтических клеток mir-
142-3p привела к длительному (280 дней) повышению 
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уровня FIX (до 10% от нормального) у мышей с моде-
лью гемофилии В [81]. Все опытные животные выжи-
ли после отсечения хвоста, ни у одного из животных 
не наблюдалось появления антител к FIX. 

Экспрессию FIX можно ограничить гемопоэтиче-
скими клетками, чтобы обеспечить лучшее посту-
пление целевого белка к местам его действия. Лен-
тивирусные конструкции с промотором интегрина 
альфа-IIB, избирательно экспрессируемые в мега-
кариоцитах, показали обнадеживающие результаты 
на мышиной модели гемофилии B – FIX накапливал-
ся в α-гранулах тромбоцитов и высвобождался после 
их активации [82], фенотипическая коррекция гемо-
филии B подтверждена 100% выживаемостью мышей 
после отсечения хвоста.

Использование векторов на основе интегрирую-
щихся вирусов, в том числе ретро- и лентивирусов, 
ограничивается риском инсерционного мутагенеза 
и активации онкогенов при интеграции вектора [80], 
поэтому эписомально реплицирующиеся векторы, 
кодирующие FIX, потенциально более безопасны 
и привлекают большее внимание исследователей. 
Аденовирусные векторы высокой емкости (HcAV), 
способные к долговременной эписомальной ре-
пликации и не кодирующие белки вируса, обыч-
но вызывают сильно уменьшенный иммунный от-
вет. Применение тканеспецифических промоторов 
для ограничения типов клеток, экспрессирующих 
целевой ген, может еще больше уменьшить иммун-
ный ответ, что потенциально позволяет продлить 
период активной экспрессии трансдуцированного 
целевого гена [83]. HcAV со специфичным для кле-
ток печени промотором позволил получить терапев-
тически значимый уровень экспрессии FIX на мо-
делях гемофилии B у мышей [84] и собак [85, 86] 
при небольшом уровне острой токсичности вектора, 
однако во всех случаях уровень экспрессии транс-
гена со временем постепенно снижался. При вве-
дении высоких доз вектора у животных наблюда-
лось возникновение ингибиторных антител к FIX, 
гематологическая и печеночная токсичность [86], 
что ограничивало период экспрессии трансгена у со-
бак 446–604 днями.

Непатогенные, неспособные к самостоятельной ре-
пликации и интегрирующиеся в геном с низкой веро-
ятностью векторы на основе аденоассоциированных 
вирусов считаются перспективными для доставки ге-
нов длиной не более 4.7 т.п.н. [87]. Разработан процесс 
производства генотерапевтических частиц аденоас-
социированных вирусов, соответствующий правилам 
надлежащей производственной практики (GMP) [88]. 
Как правило, такие векторы вводят при помощи вну-
тримышечной инъекции или инфузии в портальную 
вену. Такие способы введения обеспечивают преиму-

щественную трансдукцию клеток скелетной муску-
латуры или гепатоцитов. 

При внутримышечной инъекции аденоассоции-
рованных вирусных частиц AAV2-FIX собакам 
с гемофилией B, вызванной миссенс-мутацией, до-
стигалась долговременная экспрессия FIX [89]. Пока-
зано, что появление ингибиторных антител зависит 
от природы дефекта гена FIX – у собак с миссенс-
мутацией ингибиторные антитела не возникали [89], 
тогда как у собак с нонсенс-мутацией или нестабиль-
ной мРНК FIX отмечен значительный уровень таких 
антител [90], а также наблюдалась положительная 
корреляция между частотой развития иммунного от-
вета и дозой вектора [91]. Вследствие этого для кли-
нических испытаний AAV2-FIX, вводимого путем 
внутримышечных инъекций, привлекали больных 
с миссенс-мутациями в гене FIX и использовали 
низкую дозу AAV2-FIX для каждого места инъек-
ции [92–94]. Подобный вид терапии был безопасным 
для больных, однако уровни экспрессии FIX при этом 
не достигали терапевтически значимых величин.

Долговременная экспрессия FIX, не сопровожда-
ющаяся возникновением ингибиторных антител, 
получена у здоровых мышей и в мышиной модели 
гемофилии B, а также у собак и низших приматов 
при применении более инвазивной процедуры – на-
правленного введения частиц аденоассоциированного 
вируса в печень [87, 95–99]. При доставке AAV2-FIX 
в печень собак с гемофилией B, вызванной нулевой 
мутацией (при которой часто появляются ингибитор-
ные антитела к FIX), удалось добиться долговремен-
ной коррекции проявлений гемофилии (8 лет наблю-
дения) и не наблюдалось появления ингибиторных 
антител [100].

Проведены клинические испытания (фаза I) эф-
фективности внутрипеченочной инфузии векто-
ров на основе AAV2, кодирующих FIX под контро-
лем гепатоспецифичного промотора [101]. Уровень 
экспрессии трансдуцированного FIX достигал 10% 
от физиологической нормы, однако период экспрес-
сии трансгена не превышал 6 нед., что, вероятно, объ-
ясняется развитием иммунной реакции на компонен-
ты вирусного капсида. Предполагается, что быстрая 
элиминация трансдуцированных вирусов обуслов-
лена наличием у больных иммунитета к аденоассо-
циированным вирусам типа 2 дикого типа, довольно 
распространенным в популяции [101, 102].

Другие серотипы аденоассоциированного виру-
са, а именно типы 8 и 9, имеющие тропизм к печени 
и менее распространенные в человеческой популя-
ции [103], были проверены на модельных животных. 
Аденоассоциированный вирус типа 8 оказался бо-
лее эффективным носителем гена IX, чем вирус типа 
2 у модельных мышей и собак [104, 105], и показал 
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длительную (до 5 лет) безопасность и эффектив-
ность у низших приматов (не человекообразных) 
[106]. В последнем случае терапевтически значимый 
уровень трансдуцированного FIX сохранялся посто-
янным у животных из группы с оптимальной дозой 
введенного вектора. Проведены клинические испы-
тания фазы I AAV8-FIX, доставляемого к печени 
инфузией через периферические вены. Ожидаемые 
иммунные реакции больных были подавлены при по-
мощи курсовой терапии уменьшающимися дозами 
преднизолона (несколько недель), у шести человек 
получены стабильные уровни экспрессии FIX от 1 
до 8% от физиологической нормы [107]. У четырех 
больных заместительная терапия FIX была прекра-
щена, у двоих – значительно сокращена. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на многочисленные усилия исследовате-
лей, основой терапии гемофилии B остается заме-
стительная терапия препаратами рекомбинантного 

или полученного из донорской плазмы фактора IX. 
Модификация молекулы FIX при помощи добавле-
ния к FIX слитых с ним в рамке считывания доменов 
белков или конъюгация FIX с PeG может снизить ча-
стоту введения препаратов, но, скорее всего, не из-
менит стоимость и общую безопасность заместитель-
ной терапии. Генотерапия гемофилии B, проводимая 
при помощи вирусных векторов, несущих кДНК FIX, 
весьма перспективна для значительной части боль-
ных. Предположительно, большинство больных гемо-
филией B смогут сократить частоту и интенсивность 
заместительной терапии препаратами FIX, а неко-
торая часть больных – полностью отказаться от инъ-
екций FIX. Можно ожидать, что простое увеличение 
производства рекомбинантного FIX, реализованное 
как выпуск в обращение препаратов-аналогов, полу-
чаемых при помощи все более продуктивных клеточ-
ных линий и трансгенных животных, существенно 
улучшит качество жизни больных гемофилией B уже 
в ближайшие годы.  

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Zhong D., Bajaj M.S., Schmidt A.e., Bajaj S.P. // J. Biol. chem. 

2002. V. 277. № 5. P. 3622–3631.
2. Wright I.S. // can. Med. Assoc. J. 1962. V. 86. P. 373–374.
3. Howard e.L., Becker K.c., rusconi c.P., Becker r.c. // 

Arterioscler. thromb. Vasc. Biol. 2007. V. 27. № 4. P. 722–727.
4. Green P.M., Giannelli F., Sommer S.S., Poon M.-c., Ludwig 

M., Schwaab r., reitsma P.H., Goossens M., Yoshioka A., 
Figueiredo M.S., et al. the Haemophilia B Mutation Database 
– version 13. 2004; http://www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/
haemBdatabase.html.

5. rogaev e.I., Grigorenko A.P., Faskhutdinova G., Kittler e.L., 
Moliaka Y.K. // Science. 2009. V. 326. № 5954. P. 817.

6. reitsma P.H., Bertina r.M., Ploos van Amstel J.K., riemens 
A., Briet e. // Blood. 1988. V. 72. № 3. P. 1074–1076.

7. evatt B.L., Black c., Batorova A., Street A., Srivastava A. // 
Haemophilia. 2004. V. 10 Suppl. 4. P. 9–13.

8. tabor e. // transfusion. 1999. V. 39. № 11–12. P. 1160–1168.
9. Kim H.c., McMillan c.W., White G.c., Bergman G.e., Horton 

M.W., Saidi P. // Blood. 1992. V. 79. № 3. P. 568–575.
10. Ludlam c.A., Powderly W.G., Bozzette S., Diamond M., 

Koerper M.A., Kulkarni r., ritchie B., Siegel J., Simmonds P., 
Stanley S., et al. // Lancet. 2006. V. 367. № 9506. P. 252–261.

11. Kurachi K., Davie e.W. // Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 1982. 
V. 79. № 21. P. 6461–6464.

12. Anson D.S., Austen D.e., Brownlee G.G. // nature. 1985. 
V. 315. № 6021. P. 683–685.

13. de la Salle H., Altenburger W., elkaim r., Dott K., Dieterle 
A., Drillien r., cazenave J.P., tolstoshev P., Lecocq J.P. // 
nature. 1985. V. 316. № 6025. P. 268–270.

14. Busby S., Kumar A., Joseph M., Halfpap L., Insley M., 
Berkner K., Kurachi K., Woodbury r. // nature. 1985. V. 316. 
№ 6025. P. 271–273.

15. Kaufman r.J., Wasley L.c., Furie B.c., Furie B., Shoemaker 
c.B. // J. Biol. chem. 1986. V. 261. № 21. P. 9622–9628.

16. Harrison S., Adamson S., Bonam D., Brodeur S., charlebois 
t., clancy B., costigan r., Drapeau D., Hamilton M., Hanley K., 
et al. // Semin. Hematol. 1998. V. 35. № 2 Suppl. 2. P. 4–10.

17. Bush L., Webb c., Bartlett L., Burnett B. // Semin. Hematol. 
1998. V. 35. № 2 Suppl. 2. P. 18–21.

18. Lambert t., recht M., Valentino L.A., Powell J.S., udata c., 
Sullivan S.t., roth D.A. // Haemophilia. 2007. V. 13. № 3. P. 233–243.

19. White G., Shapiro A., ragni M., Garzone P., Goodfellow J., 
tubridy K., courter S. // Semin. Hematol. 1998. V. 35. № 2 
Suppl. 2. P. 33–38.

20. rup B. // Dev. Biol. (Basel). 2002. V. 109. P. 103–106.
21. Bond M., Jankowski M., Patel H., Karnik S., Strang A., Xu 

B., rouse J., Koza S., Letwin B., Steckert J., et al. // Semin. 
Hematol. 1998. V. 35. № 2 Suppl. 2. P. 11–17.

22. ewenstein B.M., Joist J.H., Shapiro A.D., Hofstra t.c., 
Leissinger c.A., Seremetis S.V., Broder M., Mueller-Velten G., 
Schwartz B.A. // transfusion. 2002. V. 42. № 2. P. 190–197.

23. Bjorkman S. // Haemophilia. 2011. V. 17. № 2. P. 179–184.
24. rouse J.c., Mcclellan J.e., Patel H.K., Jankowski M.A., 

Porter t.J. // Methods Mol. Biol. 2005. V. 308. P. 435–460.
25. Derian c.K., VanDusen W., Przysiecki c.t., Walsh P.n., 

Berkner K.L., Kaufman r.J., Friedman P.A. // J. Biol. chem. 
1989. V. 264. № 12. P. 6615–6618.

26. Spitzer S.G., Kuppuswamy M.n., Saini r., Kasper c.K., 
Birktoft J.J., Bajaj S.P. // Blood. 1990. V. 76. № 8. P. 1530–1537.

27. rees D.J., Jones I.M., Handford P.A., Walter S.J., esnouf 
M.P., Smith K.J., Brownlee G.G. // eMBO J. 1988. V. 7. № 7. 
P. 2053–2061.

28. Ahmad S.S., rawala r., cheung W.F., Stafford D.W., Walsh 
P.n. // Biochem. J. 1995. V. 310 (Pt. 2). P. 427–431.

29. chang Y.J., Wu H.L., Hamaguchi n., Hsu Y.c., Lin S.W. // J. 
Biol. chem. 2002. V. 277. № 28. P. 25393–25399.

30. Larson P.J., Stanfield-Oakley S.A., VanDusen W.J., Kasper 
c.K., Smith K.J., Monroe D.M., High K.A. // J. Biol. chem. 1996. 
V. 271. № 7. P. 3869–3876.

31. Harris r.J., van Halbeek H., Glushka J., Basa L.J., Ling V.t., 
Smith K.J., Spellman M.W. // Biochemistry. 1993. V. 32. № 26. 
P. 6539–6547.

32. Agarwala K.L., Kawabata S., takao t., Murata H., 
Shimonishi Y., nishimura H., Iwanaga S. // Biochemistry. 
1994. V. 33. № 17. P. 5167–5171.



74 | ActA nAturAe | ТОМ 4  № 2 (13)  2012

ОБЗОРЫ

33. Kaufman r.J. // thromb. Haemost. 1998. V. 79. № 6. 
P. 1068–1079.

34. Makino Y., Omichi K., Kuraya n., Ogawa H., nishimura H., 
Iwanaga S., Hase S. // J. Biochem. 2000. V. 128. № 2. P. 175–180.

35. Bharadwaj D., Harris r.J., Kisiel W., Smith K.J. // J. Biol. 
chem. 1995. V. 270. № 12. P. 6537–6542.

36. Sunnerhagen M.S., Persson e., Dahlqvist I., Drakenberg 
t., Stenflo J., Mayhew M., robin M., Handford P., tilley 
J.W., campbell I.D., et al. // J. Biol. chem. 1993. V. 268. № 31. 
P. 23339–23344.

37. McGrath B.M., Walsh G. Directory of therapeutic enzymes. 
n.Y.: taylor & Francis, 2005. 312 p.

38. Dadehbeigi n., Ostad S.n., Faramarzi M.A., Ghahremani 
M.H. // Biotechnol. Lett. 2008. V. 30. № 11. P. 1909–1912.

39. De castilho Fernandes A., Fontes A., Gonsales n., Swiech 
K., Picanco-castro V., Faca S., covas D. // Biotechnol. Appl. 
Biochem. 2011. V. 58. № 4. P. 243–249.

40. Kim W.H., Kim J.S., Yoon Y., Lee G.M. // J. Biotechnol. 2009. 
V. 142. № 3–4. P. 275–278.

41. Lim I., Kim J.-S., Lee G., choi M., Yoon Y. // cells and 
culture / ed. noll t. Amsterdam: Springer netherlands, 2010. 
P. 613–618.

42. Wasley L.c., rehemtulla A., Bristol J.A., Kaufman r.J. // J. 
Biol. chem. 1993. V. 268. № 12. P. 8458–8465.

43. Lusson J., Vieau D., Hamelin J., Day r., chretien M., Seidah 
n.G. // Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 1993. V. 90. № 14. P. 6691–
6695.

44. Peters r.t., Low S.c., Kamphaus G.D., Dumont J.A., Amari 
J.V., Lu Q., Zarbis-Papastoitsis G., reidy t.J., Merricks e.P., 
nichols t.c., et al. // Blood. 2010. V. 115. № 10. P. 2057–2064.

45. Gillis S., Furie B.c., Furie B., Patel H., Huberty M.c., Switzer 
M., Foster W.B., Scoble H.A., Bond M.D. // Protein Sci. 1997. 
V. 6. № 1. P. 185–196.

46. Wajih n., Hutson S.M., Owen J., Wallin r. // J. Biol. chem. 
2005. V. 280. № 36. P. 31603–31607.

47. Mcclure D.B., Walls J.D., Grinnell B.W. // J. Biol. chem. 1992. 
V. 267. № 27. P. 19710–19717.

48. Bolt G., Steenstrup t.D., Kristensen c. // thromb. Haemost. 
2007. V. 98. № 5. P. 988–997.

49. Vatandoost J., Zomorodipour A., Sadeghizadeh M., Aliyari 
r., Bos M.H., Ataei F. // Biotechnol. Prog. 2012. V. 28. № 1. 
P. 45–51.

50. clark A.J., Ali S., Archibald A.L., Bessos H., Brown P., Harris 
S., Mcclenaghan M., Prowse c., Simons J.P., Whitelaw c.B., et 
al. // Genome. 1989. V. 31. № 2. P. 950–955.

51. Schnieke A.e., Kind A.J., ritchie W.A., Mycock K., Scott 
A.r., ritchie M., Wilmut I., colman A., campbell K.H. // 
Science. 1997. V. 278. № 5346. P. 2130–2133.

52. Zhang K., Wang H., Bao Y., Lu D., Xue J., Qiu X., Huang S., 
Huang Y., Li B., Li H., et al. // chinese Sci. Bull. 1997. V. 42. 
№ 15. P. 1308–1313.

53. Yull F., Harold G., Wallace r., cowper A., Percy J., 
cottingham I., clark A.J. // Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 1995. 
V. 92. № 24. P. 10899–10903.

54. van cott K.e., Butler S.P., russell c.G., Subramanian A., 
Lubon H., Gwazdauskas F.c., Knight J., Drohan W.n., Velander 
W.H. // Genet. Anal. 1999. V. 15. № 3–5. P. 155–160.

55. Lindsay M., Gil G.c., cadiz A., Velander W.H., Zhang c., van 
cott K.e. // J. chromatogr. A. 2004. V. 1026. № 1–2. P. 149–157.

56. Gil G.c., Velander W.H., van cott K.e. // Glycobiology. 2008. 
V. 18. № 7. P. 526–539.

57. edmunds t., van Patten S.M., Pollock J., Hanson e., 
Bernasconi r., Higgins e., Manavalan P., Ziomek c., Meade H., 
McPherson J.M., et al. // Blood. 1998. V. 91. № 12. P. 4561–4571.

58. Dove A. // nat. Biotechnol. 2000. V. 18. № 10. P. 1045–1048.

59. Panno J. Animal cloning: the Science of nuclear transfer. 
n.Y.: Facts on File, 2004. 176 p.

60. Gomord V., Faye L. // curr. Opin. Plant Biol. 2004. V. 7. № 2. 
P. 171–181.

61. Zhang H., Zhao L., chen Y., cui L., ren W., tang K. // 
Biotechnol. Appl. Biochem. 2007. V. 48. Pt 2. P. 101–107.

62. cunha n.B., Murad A.M., ramos G.L., Maranhao A.Q., 
Brigido M.M., Araujo A.c., Lacorte c., Aragao F.J., covas D.t., 
Fontes A.M., et al. // transgenic res. 2011. V. 20. № 4. P. 841–
855.

63. DiMichele D. // Br. J. Haematol. 2007. V. 138. № 3. P. 305–315.
64. Verma D., Moghimi B., LoDuca P.A., Singh H.D., Hoffman 

B.e., Herzog r.W., Daniell H. // Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 
2010. V. 107. № 15. P. 7101–7106.

65. chang J., Jin J., Lollar P., Bode W., Brandstetter H., 
Hamaguchi n., Straight D.L., Stafford D.W. // J. Biol. chem. 
1998. V. 273. № 20. P. 12089–12094.

66. Hopfner K.P., Brandstetter H., Karcher A., Kopetzki e., 
Huber r., engh r.A., Bode W. // eMBO J. 1997. V. 16. № 22. 
P. 6626–6635.

67. Sichler K., Kopetzki e., Huber r., Bode W., Hopfner K.P., 
Brandstetter H. // J. Biol. chem. 2003. V. 278. № 6. P. 4121–4126.

68. Milanov P., Ivanciu L., Abriss D., Quade-Lyssy P., Miesbach 
W., Alesci S., tonn t., Grez M., Seifried e., Schuttrumpf J. // 
Blood. 2012. V. 119. № 2. P. 602–611.

69. Metzner H.J., Weimer t., Kronthaler u., Lang W., Schulte 
S. // thromb. Haemost. 2009. V. 102. № 4. P. 634–644.

70. Dumont J.A., Low S.c., Peters r.t., Bitonti A.J. // BioDrugs. 
2006. V. 20. № 3. P. 151–160.

71. Shapiro A.D., ragni M., Valentino L.A., Key n.S., Josephson 
n., Powell J., cheng G., tubridy K.L., Peters r., Dumont J., et 
al. // Haemophilia. 2010. V. 16. № Suppl. s4. P. 1–158. 

72. Ostergaard H., Bjelke J.r., Hansen L., Petersen L.c., 
Pedersen A.A., elm t., Moller F., Hermit M.B., Holm P.K., 
Krogh t.n., et al. // Blood. 2011. V. 118. № 8. P. 2333–2341.

73. negrier c., Knobe K., tiede A., Giangrande P., Moss J. // 
Blood. 2011. V. 118. № 10. P. 2695–2701.

74. Sinauridze e.I., Vuimo t.A., Kulikova e.V., Shmyrev I.I., 
Ataullakhanov F.I. // Med. Sci. Monit. 2010. V. 16. № 10. 
P. PI19–26.

75. Kim H.S., Kim J.c., Lee Y.K., Kim J.S., Park Y.S. // J. Gene 
Med. 2011. V. 13. № 7–8. P. 365–372.

76. Palmer t.D., thompson A.r., Miller A.D. // Blood. 1989. V. 73. 
№ 2. P. 438–445.

77. chen L., nelson D.M., Zheng Z., Morgan r.A. // Hum. Gene 
ther. 1998. V. 9. № 16. P. 2341–2351.

78. Qiu X., Lu D., Zhou J., Wang J., Yang J., Meng P., Hsueh 
J.L. // chin. Med. J. (engl.). 1996. V. 109. № 11. P. 832–839.

79. tsui L.V., Kelly M., Zayek n., rojas V., Ho K., Ge Y., 
Moskalenko M., Mondesire J., Davis J., roey M.V., et al. // nat. 
Biotechnol. 2002. V. 20. № 1. P. 53–57.

80. Petrus I., chuah M., van den Driessche t. // J. Gene Med. 
2010. V. 12. № 10. P. 797–809.

81. Brown B.D., cantore A., Annoni A., Sergi L.S., Lombardo 
A., Della Valle P., D'Angelo A., naldini L. // Blood. 2007. V. 110. 
№ 13. P. 4144–4152.

82. Zhang G., Shi Q., Fahs S.A., Kuether e.L., Walsh c.e., 
Montgomery r.r. // Blood. V. 116. № 8. P. 1235–1243.

83. Pastore L., Morral n., Zhou H., Garcia r., Parks r.J., 
Kochanek S., Graham F.L., Lee B., Beaudet A.L. // Hum. Gene 
ther. 1999. V. 10. № 11. P. 1773–1781.

84. ehrhardt A., Kay M.A. // Blood. 2002. V. 99. № 11. P. 3923–
3930.

85. ehrhardt A., Xu H., Dillow A.M., Bellinger D.A., nichols t.c., 
Kay M.A. // Blood. 2003. V. 102. № 7. P. 2403–2411.



ОБЗОРЫ

ТОМ 4  № 2 (13)  2012 | ActA nAturAe | 75

86. Brunetti-Pierri n., nichols t.c., Mccorquodale S., Merricks 
e., Palmer D.J., Beaudet A.L., ng P. // Hum. Gene ther. 2005. 
V. 16. № 7. P. 811–820.

87. Snyder r.O., Miao c.H., Patijn G.A., Spratt S.K., Danos O., 
nagy D., Gown A.M., Winther B., Meuse L., cohen L.K., et 
al. // nat. Genet. 1997. V. 16. № 3. P. 270–276.

88. Allay J.A., Sleep S., Long S., tillman D.M., clark r., carney 
G., Fagone P., McIntosh J.H., nienhuis A.W., Davidoff A.M., et 
al. // Hum. Gene ther. 2011. V. 22. № 5. P. 595–604.

89. Herzog r.W., Yang e.Y., couto L.B., Hagstrom J.n., elwell D., 
Fields P.A., Burton M., Bellinger D.A., read M.S., Brinkhous 
K.M., et al. // nat. Med. 1999. V. 5. № 1. P. 56–63.

90. Herzog r.W., Mount J.D., Arruda V.r., High K.A., Lothrop 
c.D., Jr. // Mol. ther. 2001. V. 4. № 3. P. 192–200.

91. Herzog r.W., Fields P.A., Arruda V.r., Brubaker J.O., 
Armstrong e., Mcclintock D., Bellinger D.A., couto L.B., 
nichols t.c., High K.A. // Hum. Gene ther. 2002. V. 13. № 11. 
P. 1281–1291.

92. Kay M.A., Manno c.S., ragni M.V., Larson P.J., couto L.B., 
Mcclelland A., Glader B., chew A.J., tai S.J., Herzog r.W., et 
al. // nat. Genet. 2000. V. 24. № 3. P. 257–261.

93. Manno c.S., chew A.J., Hutchison S., Larson P.J., Herzog 
r.W., Arruda V.r., tai S.J., ragni M.V., thompson A., Ozelo M., 
et al. // Blood. 2003. V. 101. № 8. P. 2963–2972.

94. Jiang H., Pierce G.F., Ozelo M.c., de Paula e.V., Vargas J.A., 
Smith P., Sommer J., Luk A., Manno c.S., High K.A., et al. // 
Mol. ther. 2006. V. 14. № 3. P. 452–455.

95. Snyder r.O., Miao c., Meuse L., tubb J., Donahue B.A., Lin 
H.F., Stafford D.W., Patel S., thompson A.r., nichols t., et al. // 
nat. Med. 1999. V. 5. № 1. P. 64–70.

96. nathwani A.c., Davidoff A.M., Hanawa H., Hu Y., Hoffer 
F.A., nikanorov A., Slaughter c., ng c.Y., Zhou J., Lozier J.n., 
et al. // Blood. 2002. V. 100. № 5. P. 1662–1669.

97. Mount J.D., Herzog r.W., tillson D.M., Goodman S.A., 
robinson n., Mccleland M.L., Bellinger D., nichols t.c., 
Arruda V.r., Lothrop c.D., Jr., et al. // Blood. 2002. V. 99. № 8. 
P. 2670–2676.

98. Wang L., nichols t.c., read M.S., Bellinger D.A., Verma 
I.M. // Mol. ther. 2000. V. 1. № 2. P. 154–158.

99. Wang L., takabe K., Bidlingmaier S.M., Ill c.r.,Verma I.M. // 
Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 1999. V. 96. № 7. P. 3906–3910.

100. niemeyer G.P., Herzog r.W., Mount J., Arruda V.r., tillson 
D.M., Hathcock J., van Ginkel F.W., High K.A., Lothrop c.D., 
Jr. // Blood. 2009. V. 113. № 4. P. 797–806.

101. Manno c.S., Pierce G.F., Arruda V.r., Glader B., ragni M., 
rasko J.J., Ozelo M.c., Hoots K., Blatt P., Konkle B., et al. // 
nat. Med. 2006. V. 12. № 3. P. 342–347.

102. Mingozzi F., Maus M.V., Hui D.J., Sabatino D.e., Murphy 
S.L., rasko J.e., ragni M.V., Manno c.S., Sommer J., Jiang H., 
et al. // nat. Med. 2007. V. 13. № 4. P. 419–422.

103. van den Driessche t., thorrez L., Acosta-Sanchez A., 
Petrus I., Wang L., Ma L., Waelle D.e., Iwasaki Y., Gillijns 
V., Wilson J.M., et al. // J. thromb. Haemost. 2007. V. 5. № 1. 
P. 16–24.

104. cooper M., nayak S., Hoffman B.e., terhorst c., cao O., 
Herzog r.W. // Hum. Gene ther. 2009. V. 20. № 7. P. 767–776.

105. Wang L., calcedo r., nichols t.c., Bellinger D.A., Dillow A., 
Verma I.M., Wilson J.M. // Blood. 2005. V. 105. № 8. P. 3079–
3086.

106. nathwani A.c., rosales c., McIntosh J., rastegarlari G., 
nathwani D., raj D., nawathe S., Waddington S.n., Bronson r., 
Jackson S., et al. // Mol. ther. 2011. V. 19. № 5. P. 876–885.

107. nathwani A.c., tuddenham e.G., rangarajan S., rosales 
c., McIntosh J., Linch D.c., chowdary P., riddell A., Pie A.J., 
Harrington c., et al. // n. engl. J. Med. 2011. V. 365. № 25. 
P. 2357–2365.



76 | ActA nAturAe | ТОМ 4  № 2 (13)  2012

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.21

Участие гена TGFB1 в формировании 
предрасположенности к инфаркту 
миокарда

Р. М. Барсова1,2, Б. В. Титов1,2, Н. А. Матвеева1,2, А. В. Фаворов3,4, И. Н. Рыбалкин2,  
Т. Н. Власик2, Э. М. Тарарак2, Т. С. Сухинина2, Р. М. Шахнович2, М. Я. Руда2,  
О. О. Фаворова1,2*

1Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова 
Минздравсоцразвития Российской Федерации, 117997, Москва, ул. Островитянова, 1
2Российский кардиологический научно-производственный комплекс Минздравсоцразвития 
Российской Федерации, 121552, Москва, 3-я Черепковская ул., 15а
3Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН, 119991, Москва, ул. Губкина, 3
4Oncology Biostatistics and Bioinformatics, Johns Hopkins School of Medicine, Baltimore,  
MD 21205, US
*E-mail: olga_favorova@mail.ru
Поступила в редакцию 10.02.2012 г.

РЕФЕРАТ Проведен анализ частот встречаемости аллелей и генотипов полиморфных участков 
(SNP) –509C>T (rs1800469), 869T>C (rs1982073), 915G>C (rs1800471) гена трансформирующего фактора 
роста бета 1 (TGFB1), влияющих на уровень продукции цитокина TGF-β1, у больных инфарктом миокарда 
(ИМ) (406 человек) и в контрольной группе (198 человек), все русские по этнической принадлежности. На-
блюдали значимую позитивную ассоциацию частот носительства аллеля TGFB1*–509T (p = 0.046, ОШ = 1.45, 
95% ДИ: 1.02–2.06) и генотипов TGFB1*869T/T (p = 0.0024, ОШ = 1.75, 95% ДИ: 1.22–2.51) и TGFB1*915G/G 
(p = 0.048, ОШ = 1.76, 95% ДИ: 1.05–2.97) с ИМ. Анализ неравновесия по сцеплению между этими SNP по-
казал, что выявленные ассоциации можно рассматривать как не зависящие друг от друга. Комплексный 
анализ ассоциации ИМ с носительством сочетаний аллелей/генотипов указанных SNP свидетельствует 
о кумулятивных эффектах этих SNP. При анализе предрасположенности к раннему ИМ (≤ 50 лет) обна-
ружена позитивная ассоциация аллеля TGFB1*–509T (p = 0.002, ОШ = 2.24, 95% ДИ: 1.35–3.71) и генотипа 
TGFB1*869T/T (p = 0.008, ОШ = 1.93, 95% ДИ: 1.18–3.15), а также аддитивность их вкладов. Анализ пред-
расположенности к повторным ИМ выявил ассоциацию генотипа TGFB1*−509T/T (p = 0.0078, ОШ = 2.60, 
95% ДИ: 1.28–5.28). Полученные результаты свидетельствуют о важной роли гена TGFB1 в формировании 
предрасположенности к ИМ, в том числе к раннему и повторным ИМ.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА инфаркт миокарда, русские, гены, аллельный полиморфизм, трансформирующий фактор 
роста β1, TGFB1, APSampler.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ dNTP – дезоксинуклеозидтрифосфат; LD – неравновесное сцепление; SD – стан-
дартное отклонение; SNP – однонуклеотидный полиморфизм (single nucleotide polymorphism); TGF-β1 – 
трансформирующий фактор роста бета 1; TGFB1 – ген TGF-β1; ДИ – доверительный интервал; ИБС – ише-
мическая болезнь сердца; ИМ – инфаркт миокарда; ОШ – отношение шансов; ПЦР – полимеразная цепная 
реакция; ПЦР-SSP – ПЦР с применением аллель-специфических праймеров; ср. возраст – средний возраст; 
ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания.

ВВЕДЕНИЕ
Абсолютное большинство сердечно-сосудистых за-
болеваний (ССЗ) представляет собой комплексные 
полигенные заболевания. К настоящему времени вы-
явлено множество генетических маркеров ССЗ, среди 
которых особое место занимают гены, кодирующие 

белки, вовлеченные в атеросклеротический процесс. 
Это справедливо и для ишемической болезни серд-
ца (ИБС), одной из форм которой является инфаркт 
миокарда (ИМ). Среди этих маркеров можно выде-
лить ген TGFB1, продукт которого – трансформиру-
ющий фактор роста бета 1, входит в суперсемейство 
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цитокинов tGF-β и выполняет как проатерогенную, 
так и антиатерогенную функцию. Особый интерес 
представляют три однонуклеотидных полиморфиз-
ма (SnP) этого гена: rs1800469 (SnP −509c>t) в про-
моторной области, rs1982073 (SnP 869t>c, Leu10Pro) 
и rs1800471 (SnP 915G>c, Arg25Pro) в сигнальной 
последовательности (экзон 1) [1]. Все исследован-
ные полиморфизмы влияют на уровень продукции 
tGF-β1; по данным [2–4], аллель t SnP −509c>t, 
аллель Т SnP 869t>c и генотип G/G SnP 915G>c 
связаны с более высоким уровнем белка в плазме 
крови.

Анализу ассоциаций названных полиморфных 
участков с развитием ИБС и ИМ посвящен ряд ра-
бот, в одних из которых ассоциации были выявлены 
[1, 5, 6], а в других – нет.

Поскольку, как это было окончательно доказано 
в последние годы, генетическая предрасположен-
ность ко многим полигенным заболеваниям отлича-
ется в различных этнических группах, исследова-
ния необходимо проводить в этнически гомогенных 
популяциях. У этнических русских ассоциации 
SnP 869t>c и 915G>c гена TGFB1 с развитием ИМ 
и других ССЗ не исследовали. Ранее на относитель-
но небольших выборках мы наблюдали позитивную 
ассоциацию аллеля TGFB1*–509t с развитием ИМ 
в составе сочетаний с аллелями/генотипами других 
генов системы воспаления, а также участие «альтер-
нативного аллеля» –509*С в протективных сочета-
ниях [7]. В настоящей работе на выборке более чем 
из 400 русских больных проведен поиск ассоциации 
полиморфизмов rs1800469 (SnP –509c>t), rs1982073 
(SnP 869t>c, Leu10Pro) и rs1800471 (SnP 915G>c, 
Arg25Pro) гена TGFB1 с развитием ИМ, а также ана-
лиз их гаплотипов у здоровых индивидов. Анализи-
ровали распределение аллелей и генотипов данных 
полиморфных участков, сравнивая разные возраст-
ные группы больных и здоровых, а также группы 
больных, перенесших первый и повторный(е) ИМ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования методом «случай-контроль» ис-
пользовали образцы из коллекции крови и геномной 
ДНК 406 больных ИМ, русских по этнической при-
надлежности, средний возраст (ср. возраст) ± стан-
дартное отклонение (SD) – 57.5 ± 12.8 лет. Из них 
272 мужчины (ср. возраст – 53.4 ± 11.9 лет) и 134 жен-
щины (ср. возраст – 65.6 ± 10.3 лет). Контрольная 
группа состояла из 198 лиц, русских, без ССЗ в анам-
незе, ср. возраст – 59.8 ± 13.3 лет. Из них 112 мужчин 
(ср. возраст – 57.1 ± 11.9 лет) и 86 женщин (ср. воз-
раст – 63.2 ± 14.2 лет).

Диагноз ИМ ставили на основании критериев 
AHA/eSc 2001 г. Лица контрольной группы прохо-

дили обследование для исключения ИБС. От всех 
больных или их родственников, а также индивидов 
контрольной группы получено информированное со-
гласие на проведение исследования.

ДНК выделяли из периферической крови с помо-
щью модифицированного метода с использованием 
экстракции смесью фенол-хлороформ [8].

Полиморфные участки гена TGFB1 анализирова-
ли методом ПЦР-SSP. Фрагмент ДНК длиной 283 
п.н., содержащий SnP 869t>c, амплифицировали 
с использованием аллель-специфических прайме-
ров: 5'-AGcAGcGGtAGcAGcAGcA-3' (SSP t), 
5'-GcAGcGGtAGcAGcAGcG-3' (SSP c) и обще-
го праймера 5'-ctAccttttGccGGGAGAcc-3'. 
В  с л у ч а е  S n P  9 1 5 G > c  а м п л и ф и ц и р о в а -
ли фрагмент ДНК длиной 125 п.н. с использо-
ванием аллель-специфических праймеров: 
5 '-tGGtGctGAcGcctGGccG-3'  (SSP G), 
5'-tGGtGctGAcGcctGGccc-3' (SSP c) и общего 
праймера 5'-GGcGAGccGcAGcttGGAcA-3'. Все 
праймеры сконструированы с помощью пакетов про-
грамм Vector ntI 7.1 и Primo [9]. Амплификационная 
смесь (10 мкл) содержала 70 мМ tрис-Hcl (pH 9.0), 20 
мМ (nH4

)
2
SO

4
, 1.0 мМ Mgcl

2
, 0.025% tвин-20, 0.025% 

nP-40, по 5 пмоль каждого праймера, 0.2 мМ dntP, 
0.5 ед. taq-полимеразы и 100–200 нг ДНК, минераль-
ное масло. Программа амплификации: 95°С, 5 мин. 
Затем 10 циклов: 95°С – 1 мин, 64°С – 1 мин, 72°С – 
1 мин; и 20 циклов: 95°С – 30 с, 58°С – 50 с, 72°С – 50 с. 
ПЦР проводили в амплификаторе МС16 (ООО «ДНК-
технология», Россия). Присутствие продуктов ампли-
фикации проверяли электрофорезом в 2% агарозном 
геле в присутствии бромида этидия. SnP –509c>t 
анализировали как описано в [7].

Статистический анализ 
Анализ отклонения наблюдаемых частот геноти-
пов от равновесия Харди–Вайнберга и неравнове-
сия по сцеплению (LD) проводили с использованием 
свободно распространяемой программы Haploview 
4.0 [10]. Частоты носительства аллелей и генотипов 
отдельных SnP в различных группах сравнивали 
с помощью точного двустороннего критерия Фи-
шера с использованием онлайн-версии программы 
GraphPad Instat [11]. Для выявления значимой связи 
с ИМ носительства сочетаний аллелей/генотипов ис-
следуемых полиморфных участков гена TGFB1 при-
меняли программное обеспечение APSampler [12, 13], 
оценивая значимость ассоциации каждого найденно-
го основным алгоритмом сочетания по значению точ-
ного одностороннего критерия Фишера. Значимым 
считали различие сравниваемых частот при p ≤ 0.05. 
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Оценивая отношения шансов (ОШ) и их 95% довери-
тельный интервал (ДИ), исключали из числа стати-
стически значимых ассоциаций те, для которых ДИ 
пересекал 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведено геномное типирование полиморфных 
участков –509c>t, 869t>c и 915G>c гена TGFB1 
у больных ИМ и индивидов без ССЗ в анамнезе (все 
русские по этнической принадлежности) с последую-
щим анализом возможной ассоциации этих полимор-
физмов с развитием ИМ. Не наблюдали отклонений 
в распределении аллелей и генотипов этих полимор-
физмов от равновесия Харди–Вайнберга в контроль-
ной группе. В группе больных равновесие Харди–
Вайнберга соблюдалось для SnP 869t>c и 915G>c, 
но не для –509c>t (p = 0.0007). 

Частоты носительства аллелей и генотипов гена 
TGFB1 у пациентов с ИМ и в контрольной группе 
приведены на рис. 1. Среди больных значимо чаще, 
чем в контрольной группе, встречались носители ал-

леля TGFB1*–509t (в составе генотипов Т/Т и С/Т) 
(p = 0.046, ОШ = 1.45, 95% ДИ: 1.02–2.06) и реже – 
генотипа TGFB1*–509c/c (p = 0.046, ОШ = 0.69, 95% 
ДИ: 0.49–0.98). Кроме того, у них чаще встречались 
генотипы TGFB1*869t/t (p = 0.0024, ОШ = 1.75, 95% 
ДИ: 1.22–2.51) и TGFB1*915G/G (p = 0.048, ОШ = 1.76, 
95% ДИ: 1.05–2.97). Соответственно в контрольной 
группе было больше носителей аллелей TGFB1*869c 
(сумма генотипов С/С и С/Т) (p = 0.0024, ОШ = 0.57, 
95% ДИ: 0.40–0.81) и TGFB1*915c (сумма генотипов 
С/С и G/c) (p = 0.048, ОШ = 0.57, 95% ДИ: 0.34–0.96). 
Таким образом, носительство аллеля TGFB1*–509t, 
или генотипа  TGFB1*869t/t, или генотипа 
TGFB1*915G/G может рассматриваться как фактор 
риска развития ИМ. При этом ассоциация с ИМ но-
сительства генотипа TGFB1*869t/t в 20 раз более 
значима, чем с остальными маркерами.

В связи с тем, что все исследуемые полиморфизмы 
находятся в одном гене, и учитывая опубликованные 
данные о неравновесном сцеплении полиморфных 
участков в этой области [14–16], мы проанализи-

Ассоциация инфаркта миокарда с носительством сочетаний аллелей/генотипов трех SNP гена TGFB1 

SnP гена TGFB1* Носители (%)/неносители (%) сочетания Значение p 
при сравнении 

частот**

ОШ (95% ДИ) 
для значимых  

различий−509c>t 869t>c 915G>c Пациенты
(N = 397)

Контрольная группа
(N = 198)

Предрасполагающие сочетания

t t/t G 116 (29.2)/281 (70.8) 33 (16.7)/165 (83.3) 0.00048 2.06
(1.34–3.18)

t t/t - 116 (29.2)/281 (70.8) 33 (16.7)/165 (83.3) 0.00048 2.06
(1.34–3.18)

- t/t G 181 (45.6)/216 (54.4) 64 (32.3)/134 (67.7) 0.0012 1.75
(1.23–2.51)

t - G 273 (67.2)/ 133 (32.8) 116 (58.6)/ 82 (41.4) 0.023 1.45
(1.02–2.06)

Протективные сочетания

c c c 17 (4.3)/380 (95.7) 23 (11.6)/175 (88.4) 0.00097 0.34
(0.18–0.65)

- c c 20 (5.0)/377 (95.0) 23 (11.6)/175 (88.4) 0.0036 0.40
(0.22–0.75)

c - c 31 (7.8)/375 (92.2) 29 (14.6)/169 (85.4) 0.0061 0.48
(0.28–0.83)

c c - 190 (47.9)/207 (52.1) 117 (59.1)/81 (40.9) 0.0062 0.64
(0.45–0.90)

*Для каждого из трех SNP аллель (генотип) риска показан на более темном цветном фоне, чем протективный аллель.
**Представлены в порядке убывания уровня значимости для предрасполагающих и протективных сочетаний 
по отдельности.
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ровали возможные гаплотипы этих SnP. Мы огра-
ничились контрольной группой, поскольку в ней 
уравнение Харди–Вайнберга соблюдалось во всех 
исследованных полиморфных участках. Рас-
чет попарного неравновесия по сцеплению между 
SnP –509c>t, SnP 915G>c и 869t>c, выполненный 
с помощью программы Haploview 4.0 [10], выявил 
слабое сцепление (r2 < 0.05 для всех пар). Вероятно, 
ассоциации ИМ с носительством аллелей этих SnP 
можно рассматривать как независящие друг от дру-
га. Это дало основание проанализировать ассоциацию 
совместного носительства аллелей/генотипов этих 
полиморфизмов с развитием ИМ, используя резуль-
таты подсчетов с помощью программного обеспече-
ния APSampler (таблица).

Как видно из данных таблицы, совместное 
носительство аллеля TGFB1*–509t и геноти-
па TGFB1*869t/t, каждый из которых является 
фактором риска развития ИМ (см. рис. 1А,Б), при-
водит к возрастанию как уровня значимости ас-
социации с ИМ (p = 0.00048), так и значения ОШ 
(равно 2.06), по сравнению с носительством каж-
дого из них. Добавление к этому биаллельному со-
четанию аллеля TGFB1*915G, носительство ко-
торого в отдельности не ассоциировано с ИМ 
(см. рис. 1В), сохраняет неизменными значе-
ния р и ОШ, поскольку все носители сочетания 
(TGFB1*–509t + TGFB1*869t/t) несли также ал-
лель TGFB1*915G. Носительство двух других биал-
лельных сочетаний (TGFB1*869t/t + TGFB1*915G) 
и (TGFB1*–509t + TGFB1*915G) характеризуется 
меньшими уровнями значимости (p = 0.0012 и 0.023 со-
ответственно) и значений ОШ (1.75 и 1.45 соответствен-
но), чем сочетание (TGFB1*–509t + TGFB1*869t/t). 

Совместное носительство аллелей TGFB1*–509c, 
TGFB1*869c и TGFB1*915c также высокозначимо, 
но негативно ассоциировано с ИМ (таблица). Пооди-
ночке негативная ассоциация с ИМ показана для двух 
последних аллелей, но не для TGFB1*–509c (см. 
рис. 1). В этом случае уровень значимости и отличие 
величины ОШ от 1 для трехаллельного сочетания 
(p = 0.00097, ОШ = 0.34) больше, чем для всех трех вхо-
дящих в его состав биаллельных сочетаний (p от 0.0036 
до 0.0062; ОШ от 0.40 до 0.64). При этом аллели/гено-
типы трех SnP, входящие в протективное сочетание, 
являются альтернативными по отношению к аллелям, 
входящим в предрасполагающее сочетание. 

Известно, что факторы генетического риска часто 
более значимы для развития ИМ у более молодых 
индивидов (при раннем ИМ). Исходя из этого, про-
анализировали распределение частот аллелей/ге-
нотипов полиморфных участков в различных воз-
растных подгруппах больных ИМ. При выделении 
подгруппы лиц, у которых ИМ развился до 50 лет 

включительно (121 человек), и сравнении их с общей 
контрольной группой наблюдали различия, сход-
ные с различиями в общей выборке. Так, в группе 
пациентов моложе 50 лет чаще встречались носите-
ли аллеля TGFB1*–509t (p = 0.002, ОШ = 2.24, 95% 
ДИ: 1.35–3.71) и генотипа TGFB1*869t/t (p = 0.008, 
ОШ = 1.93, 95% ДИ: 1.18–3.15), а в контрольной груп-
пе – носители генотипа TGFB1*–509c/С (p = 0.002, 
ОШ = 0.45, 95% ДИ: 0.27–0.74) и аллеля TGFB1*869c 
(p = 0.008, ОШ = 0.52, 95% ДИ: 0.32–0.85). Кроме того, 

Рис. 1. Частоты носительства аллелей и геноти-
пов полиморфных участков гена TGFB1 у па-
циентов с ИМ и индивидов контрольной груп-
пы. а – SNP –509C>T. * p = 0.046, ОШ = 0.69; 
** p = 0.046, ОШ = 1.45. Б – SNP 869T>C. * p = 0.0024, 
ОШ = 1.75; ** p = 0.0024, ОШ = 0.57. 
В – SNP 915G>C. * p = 0.048, ОШ = 1.76; ** p = 0.048, 
ОШ = 0.57.
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при комплексном анализе было выявлено ассоцииро-
ванное с ранним ИМ сочетание носительства аллеля 
TGFB1*–509t и генотипа TGFB1*869t/t (p = 0.00015, 
ОШ = 2.73, 95% ДИ: 1.60–4.63), аналогичное получен-
ному в общей группе. 

Далее мы разделили группу больных на подгруп-
пы с одним ИМ (73 человека) и с повторным(и) ИМ 
(226 человек) и сравнили их генотипы между собой. 
Выявили ассоциацию только одного SnP: генотип 
TGFB1*–509t/t чаще встречался у больных с по-
вторными ИМ, чем у перенесших один ИМ (p = 0.0078, 
ОШ = 2.60, 95% ДИ: 1.28–5.28), в то время как ал-
лель TGFB1*–509c был протективным (p = 0.016, 
ОШ = 0.38, 95% ДИ: 0.19–0.78). Обнаруженные ком-
плексным анализом сочетания оказались менее зна-
чимыми, чем одиночная ассоциация SnP –509c>t.

ОБСУЖДЕНИЕ
В этой работе представлены данные о распреде-
лении аллелей и генотипов трех функциональ-
но значимых полиморфных участков гена TGFB1 
в популяционной выборке индивидов русской эт-
нической принадлежности (контрольная группа). 
Мы смогли найти опубликованные данные о частоте 
аллелей/генотипов только одного из исследован-
ных нами SnP у русских, а именно 869t>c, при-
чем в группе мужчин [17]. Полученные в этом ис-
следовании частоты генотипов близки к частотам, 
определенным в нашей работе (рис. 2Б). На рис. 2 
представлены сведения не только для русских, 
но и опубликованные данные о распределении ге-
нотипов SnP –509c>t, SnP 869t>c и SnP 915G>c 
гена TGFB1 в различных популяциях европеоидов. 
В целом, наблюдавшиеся нами у русских частоты 
генотипов укладываются в довольно широкий диа-
пазон частот, описанных для различных популяций 
Европы. При этом картина различается для отдель-
ных SnP: если по полиморфизму 915G>c наблюда-
ется полное единообразие распределения геноти-
пов во всех исследованных популяциях европеоидов 
(рис. 2В), то в случае SnP –509c>t и SnP 869t>c 
этнические различия достигают уровня значимости 
при сравнении частот генотипов –509Т/Т у русских 
и итальянцев (р = 0.001) (рис. 2А). 

Эти данные могут отражать различия в характе-
ре сцепления полиморфизмов гена TGFB1 в разных 
популяциях. Хотя во многих работах у европеоидов 
выявляли различные гаплотипы, содержащие иссле-
дуемые полиморфизмы гена TGFB1, мы не получили 
подобных данных для русских. Вероятно, это связано 
с популяционно-специфическим характером форми-
рования паттернов LD, а наблюдаемые различия от-
ражают значительную этноспецифическую вариа-
бельность гаплотипических блоков [18].

Рис. 2. Частоты генотипов полиморфных участков 
гена TGFB1 в различных популяциях европеоидов . 
а – SNP –509C>T. 1 – Россия, контрольная группа на-
стоящего исследования; 2 – Италия [6]; 3 – Германия 
[5]; 4 – Англия [14]; 5 – исследование ECTIM (Фран-
ция + Северная Ирландия) [1]. Б – SNP 869T>C. 1– 
Россия, контрольная группа настоящего исследования; 
2 – Россия, лица мужского пола [17]; 3 – Италия [6]; 
4 – Германия [5]; 5 – Англия [14]; 6 – исследование 
ECTIM (Франция + Северная Ирландия) [1]. В – SNP 
915G>C. 1 – Россия, контрольная группа настоящего 
исследования; 2 – Германия [5]; 3 – Англия [14]; 4 – 
исследование ECTIM (Франция + Северная Ирландия) 
[1]. * p = 0.001.
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Нами показано участие гена TGFB1, а именно 
вклад носительства полиморфных участков –509c>t, 
869t>c и 915G>c гена TGFB1, а также их сочетаний, 
в формирование генетической предрасположенности 
к ИМ в этнической группе русских. Сопоставление 
уровней значимости и величин ОШ для этих соче-
таний с параметрами отдельных аллелей/генотипов 
позволяет сделать вывод, что в случае их совместно-
го носительства имеет место кумулятивный эффект, 
отражающий скорее всего суммирование независи-
мых вкладов разных полиморфных участков одного 
и того же гена в развитие ИМ. Поскольку все най-
денные нами аллели/генотипы риска (TGFB1*–509t, 
TGFB1*869t/t и TGFB1*915G/G) связаны с более 
высоким уровнем экспрессии гена [2–4], можно пред-
положить, что кумулятивная ассоциация определя-
ется однонаправленностью изменения уровня белка 
tGF-β1.

При анализе предрасположенности к ранне-
му ИМ мы наблюдали значимые ассоциации с SnP 
TGFB1*–509c>t и 869t>c, но не с 915G>c. В слу-
чае повторных ИМ – значимые ассоциации найдены 
только с SnP TGFB1*–509c>t. При этом аллелями 
риска оказались те же аллели, что и в общей груп-
пе пациентов. Таким образом, SnP –509c>t и SnP 
869t>c можно рассматривать в качестве независи-
мых от возраста маркеров ИМ, в том числе и ранне-
го ИМ, а SnP TGFB1*–509c>t может служить про-
гностическим маркером развития повторных ИМ. 
При этом нельзя исключить, что сужение числа ассо-
циированных маркеров в рассмотренных подгруппах 
по сравнению с общей группой пациентов может быть 
связано с уменьшением размеров выборок.

Найденные нами ассоциации в целом согласуют-
ся с результатами, полученными для других евро-
пеоидов, хотя следует отметить достаточно большой 
разброс опубликованных данных. Результаты изуче-
ния раннего ИМ в итальянской популяции [6] и ис-
следования ectIM, выполненного на французской 
и североирландской популяциях [1], аналогичны на-
шим данным о предрасполагающей к ИМ роли ал-
лелей TGFB1*–509t и TGFB1*915G соответственно. 
Наши результаты о позитивной ассоциации аллеля 
TGFB1*869t совпали с данными для немецкой попу-
ляции [5], но противоречат данным для итальянской 
популяции [6]. В ряде публикаций не выявлено зна-
чимых ассоциаций с ИМ этих полиморфизмов у ев-
ропеоидов.

Цитокин tGF-β1, секретируемый различными ти-
пами клеток, включая мононуклеарные клетки кро-
ви, гладкомышечные клетки сосудов и фибробласты, 
участвует в образовании и ремоделировании сосудов, 
в дифференцировке и миграции клеток [19]. Он игра-
ет важную роль в патогенезе ССЗ, в том числе и ате-
росклероза (включая ИБС и ИМ), гипертонической 
болезни, гипертрофии миокарда и фибротических 
явлений, приводящих к сердечной недостаточности 
и рестенозу после операций на сердце [20].

В некоторых исследованиях обнаружено, что 
tGF-β1 обладает антиатерогенным действием: он 
подавляет воспаление и усиливает стабилизацию 
атеросклеротической бляшки. С другой стороны, вы-
сокий уровень tGF-β1 ассоциирован со стенозом со-
судов и тромбообразованием [20], усиливает фиброз 
и подавляет регенерацию эндотелия [21], т.е. являет-
ся проатерогенным фактором. В частности, он может 
способствовать раннему появлению липидного пят-
на, стимулируя образование внеклеточного матрикса 
и подавляя его деградацию [20]. Исходя из данных 
о роли tGF-β1 в патогенезе атеросклероза, можно 
предположить, что в зависимости от совокупности 
других факторов неблагоприятным при развитии 
ИМ может быть как низкий, так и высокий уровень 
tGF-β1, а соответственно носительство альтернатив-
ных аллелей полиморфных участков гена, влияющих 
на уровень продукции белка. Одним из таких факто-
ров может быть этническое своеобразие исследуе-
мых групп.

ВЫВОДЫ
Полученные нами данные об ассоциации с ИМ алле-
лей/генотипов SnP TGFB1*–509t, TGFB1*869t/t 
и TGFB1*915G/G, связанных с более высоким уров-
нем экспрессии гена [2–4], могут указывать на доми-
нирование проатерогенных функций этого цитокина 
при ИМ у русских. 

Совокупность полученных результатов свидетель-
ствует о важной роли гена TGFB1 в формировании 
предрасположенности к ИМ у этнических русских 
и лишний раз доказывает необходимость изучения 
генетических факторов в каждой отдельной этниче-
ской группе. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Правительства Москвы (Государственный 

контракт № 8/3-280н-10).
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РЕФЕРАТ Создана полноатомная молекулярная модель апуриновой/апиримидиновой эндонуклеазы 1 
(APE1) человека – одного из ключевых ферментов системы репарации ДНК. Исследование включало в себя 
гибридное квантово-механическое/молекулярно-механическое моделирование фермент-субстратных 
взаимодействий и расчет ионизационных состояний аминокислотных остатков активного центра фермента. 
В результате обобщения расчетных и экспериментальных данных обоснован выбор механизма действия 
APE1 с остатком Asp210 в качестве акцептора протона. Выявлены взаимодействия в активном центре, наи-
более важные для связывания субстрата и потенциальных ингибиторов APE1, представляющих интерес 
в качестве перспективных сопровождающих препаратов в химио- и радиотерапии онкологических забо-
леваний.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1, КМ/ММ, механизм действия, молекуляр-
ное моделирование, ингибирование.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ AP – апуриновый/апиримидиновый; APE1 – апуриновая/апиримидиновая эндону-
клеаза 1; КМ/ММ – квантово-механический/молекулярно-механический; МД – молекулярная динамика; 
ЭРО – эксцизионная репарация оснований.

ВВЕДЕНИЕ
Повреждения ДНК постоянно возникают в результате 
ошибок репликации и под воздействием различных 
экзогенных и эндогенных факторов, таких, как уль-
трафиолетовое излучение и окислительный стресс. 
Для обеспечения стабильности клеточного генома 
у млекопитающих существуют специальные фер-
ментные системы репарации – прямая эксцизион-
ная репарация оснований и нуклеотидов и репарация 
в результате рекомбинации, позволяющие устранять 
большинство повреждений ДНК [1–3]. Фармаколо-
гическое ингибирование систем репарации является 
перспективным путем увеличения эффективности те-
рапии онкологических заболеваний. Это обусловлено 
тем, что системы репарации противостоят действию 
химиотерапевтических агентов (например, темозоло-
мида или цисплатина [4]), повреждающих ДНК с це-

лью уничтожения опухолевой клетки. Следовательно, 
селективное воздействие, направленное на ингибиро-
вание ферментов, участвующих в процессах репара-
ции ДНК, может быть использовано в качестве сопро-
вождающего лечения. Следует ожидать, что наиболее 
эффективными окажутся соединения, связывание 
которых в активном центре фермента будет затраги-
вать остатки, непосредственно вовлеченные в катали-
тический механизм. Поэтому адекватная информация 
об организации активного центра фермента-мишени, 
распределении зарядов, а также анализ взаимодей-
ствий, определяющих прочность связывания субстра-
та и ингибиторов, абсолютно необходимы для поиска 
новых лекарственных средств в терапии рака.

Апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1 
(APe1) – ключевой фермент механизма репарации 
ДНК, известного как эксцизионная репарация осно-
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ваний (ЭРО). Апуриновые/апиримидиновые (AP) 
сайты – остатки дезоксирибозы в молекуле ДНК, 
лишенные азотистого основания, образуются в ре-
зультате ферментативного гидролиза n-гликозидной 
связи поврежденных нуклеотидов и представляют 
собой, по сути, интермедиаты процесса ЭРО. Кроме 
того, AP-сайты в клетках могут возникать и спонтан-
но в результате апуринизации [5]. По существующим 
оценкам в клетках млекопитающих за сутки обра-
зуется до 10000 AP-сайтов [6]. Эндонуклеаза APe1 
распознает AP-сайты и осуществляет гидролиз их 
5'-фосфодиэфирной связи для последующего заме-
щения на неповрежденный нуклеотид [5, 7]. Данные 
лабораторных и клинических исследований свиде-
тельствуют о важной роли этого фермента в раз-
витии опухолей и формировании их устойчивости 
к противоопухолевым препаратам [8].

Существуют разные точки зрения на каталитиче-
ский механизм действия эндонуклеазы APe1. Первая 
кристаллографическая структура фермента была 
получена в 1997 году (PDB ID 1bix) [9], и в процессе 
описания структуры авторами был предложен ме-
ханизм, в котором роль общего основания в катализе 
приписывается остатку His309. В предполагаемом 
механизме незаряженный остаток His309 совмест-
но с Asp283 образует цепь переноса заряда подобно 
сериновым протеазам с той разницей, что в роли ак-
тивируемого нуклеофильного агента выступает мо-
лекула воды (рис. 1А). В этом механизме роль иона 
металла заключается в связывании и поляризации 
отрицательно заряженной фосфатной группы суб-
страта, а также в стабилизации промежуточного со-
единения ферментативной реакции.

В исследованиях, проведенных с использовани-
ем сайт-направленного мутагенеза, показана прин-
ципиальная значимость другого остатка активного 

центра – Asp210, для катализа: мутантные формы 
фермента с заменами Asp210Ala и Asp210Asn прак-
тически полностью теряли свои каталитические 
свойства (активность падала более чем в 25000 раз) 
по сравнению с ферментом дикого типа [10]. Опре-
деление кристаллографических структур APe1 че-
ловека в комплексе с производными ДНК привело 
к существенному пересмотру предположений о ме-
ханизме действия фермента [11]. Одна из установ-
ленных структур (PDB ID 1de8) представляет собой 
комплекс неактивного фермента, не содержаще-
го иона металла, с аналогом субстрата, в то время 
как вторая структура (PDB ID 1de9) содержит ион 
металла (двухвалентного марганца) и связанный 
с ферментом ДНК-аналог субстрата после катали-
тического расщепления. При объединении структур 
(их наложении в пространстве) получено представ-
ление о строении фермент-субстратного комплекса, 
содержащего одновременно аналог субстрата и ион 
металла. Хотя полученная таким образом модельная 
структура фермент-субстратного комплекса не со-
держит молекулы воды, потенциально способной 
атаковать субстрат, положение остатков активного 
центра до и после каталитического акта позволи-
ло сделать предположение об альтернативном ме-
ханизме протекания каталитической реакции [11]. 
В предложенной схеме в роли общего основания, 
активирующего молекулу воды, выступает остаток 
Asp210, в то время как остатку His309, наряду с ио-
ном металла, отводится роль связывания и коорди-
нации фосфатной группы субстрата (рис. 1Б). В этом 
случае подразумевается участие положительного 
заряда остатка His309 в процессе катализа, чему, 
по-видимому, способствует близкое расположение 
остатка Asp238. Основную же стабилизирующую 
функцию при образовании промежуточного соедине-

Рис. 1. Основные 
представления о меха-
низме действия APE1. 
а – В роли общего 
основания, активирую-
щего молекулу воды, 
выступает остаток 
His309. Б – В роли 
общего основания 
выступает остаток 
Asp210, в то время 
как His309 участвует 
в связывании субстра-
та. Черные кружки – 
линкерные атомы, ис-
пользованные в данной 
работе при КМ/ММ-
моделировании APE1.

а Б
Основание Основание

His309 His309

Asp210 Asp210

Mg2+Mg2+
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ния ферментативной реакции выполняет, по мнению 
авторов работы [11], остаток Asn212.

В более поздних кристаллографических [12], а так-
же молекулярно-динамических [13] исследованиях 
были выдвинуты предположения о втором участке 
связывания металла в активном центре фермента. 
В этих работах предложен механизм действия APe1 
с участием двух ионов металла [12], аналогичный 
механизму, выявленному у родственного фермента, 
эндонуклеазы endo IV, и механизм «движущегося 
металла» [13], включающий в себя переход иона ме-
талла между двумя участками связывания в процес-
се катализа. 

Следует отметить, однако, что ЯМР-исследование 
с применением изотопа 25Mg [14] не подтвердило ги-
потезы о связывании второго иона магния в актив-
ном центре эндонуклеазы APe1, поставив тем самым 
под сомнение механизмы с участием двух ионов ме-
талла и «движущегося металла». Результаты кри-
сталлографических исследований, полученные в ра-
боте [12], объясняются, по мнению авторов работы 
[14], артефактами, вызванными использованием иона 
свинца вместо иона магния. Эффект движения иона 
металла при молекулярно-динамическом моделиро-
вании, в свою очередь, может быть обусловлен по-
грешностями и приближениями метода классической 
молекулярной динамики.

Мандл и сотр. [15] предложили двухстадийный ва-
риант механизма действия фермента APe1, включа-
ющий участие остатка tyr171 в форме фенолят-иона 
для прямой нуклеофильной атаки фосфатной груп-
пы субстрата. Такой вывод был сделан на основании 
данных, полученных с помощью сайт-направленного 
мутагенеза с заменой по положению 171. Кинетиче-
ские исследования каталитических свойств мутант-
ных форм tyr171Ala, tyr171Phe, tyr171His показали 
падение активности фермента почти на пять поряд-
ков. Однако позднее [16] авторы признали несостоя-
тельность предложенной ими двухстадийной схемы 
и высказались в пользу одностадийного механизма, 
в котором общим основанием, активирующим моле-
кулу воды, служит остаток His309, а остаток tyr171 
участвует в связывании и правильной ориентации 
субстрата.

Методы молекулярного моделирования могли ока-
зать существенную помощь при изучении механизма 
действия фермента, однако этот подход практически 
не использовался для исследования APe1, а при мо-
делировании взаимодействия ингибитора с фер-
ментом не учитывалось состояние ионизации инги-
битора, что осложняет интерпретацию полученных 
результатов [17].

Таким образом, не существует однозначного пред-
ставления о механизме действия эндонуклеазы чело-

века APe1, роли аминокислотных остатков активного 
центра в связывании и катализе. Поэтому актуаль-
ным остается уточнение структуры активного центра, 
характера взаимодействий фермента с субстратом 
и ингибиторами, участия аминокислотных остатков 
активного центра в механизме действия APe1 с при-
менением методов молекулярного моделирования.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Программное обеспечение для молекулярного 
моделирования
Расчет ионизационных состояний аминокислотных 
остатков проводили с помощью программы PrOPKA 
2.0 [18, 19]. Подготовку стартовой структуры к расче-
там и анализ траекторий выполняли в пакете Amber-
tools 1.2 (http://ambermd.org). Минимизацию энер-
гии и молекулярную динамику проводили в пакете 
Amber 10 [20, 21], молекулярный докинг – с помощью 
программы Lead Finder 1.1.14 компании ООО «Мо-
лекулярные технологии» [22]. Моделирование про-
странственной структуры 6-гидрокси-ДОФА осу-
ществляли с помощью программы AcD/chemSketch 
8.17 [23]. Визуализацию структур и траекторий осу-
ществляли с помощью программы VMD 1.8.6 [24]. Па-
раллельные вычисления молекулярно-динамических 
траекторий проводили на суперкомпьютере СКИФ 
МГУ «Чебышев».

Подготовка структуры
Стартовая модель фермент-субстратного комплекса 
APe1 была подготовлена на основе кристаллографи-
ческой структуры 1de8 [11]. Координаты атакующей 
молекулы воды в активном центре получили мето-
дом докинга, координаты иона марганца перенесли 
из структуры 1de9, а затем изменили тип металла 
на магний. Структуру фермент-субстратного ком-
плекса протонировали и поместили в ячейку молекул 
воды типа tIP3P c минимальным расстоянием 12 Å 
от белка до края ячейки. Для нейтрализации заряда 
в систему добавили ионы натрия. Для молекулярно-
механического описания молекул белка и ДНК ис-
пользовали силовое поле ff99SB [25], для описания 
AP-сайта – параметры из базы данных r.e.DD.B 
(http://q4md-forcefieldtools.org) [26].

Минимизация энергии и молекулярная динамика
Модель фермент-субстратного комплекса APe1 
уравновешивали и проводили расчет 1000 пс 
молекулярно-динамической траектории соглас-
но следующему протоколу. Прежде всего, прово-
дили двухстадийную минимизацию энергии соль-
ватированной системы. На первой стадии (2500 
шагов по алгоритму steepest descent, затем 2500 
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шагов по алгоритму conjugate gradient) систему 
описывали молекулярно-механически, при этом 
координаты белка, ДНК и иона магния фиксиро-
вали позиционными ограничениями формы k(Δx)2 

с константой 2 ккал/(моль∙Å2). На второй стадии 
(5000 steepest descent шагов, 5000 conjugate gradient 
шагов) систему разбивали на квантово-механический 
(КМ) и молекулярно-механический (ММ) регионы, 
и минимизацию энергии проводили без ограничений. 
КМ-регион включал боковую цепь остатка активного 
центра Asp210, атакующую молекулу воды, фраг-
мент AP-сайта и описывался полуэмпирическим га-
мильтонианом rM1 [27]. При рассмотрении связей, 
пересекающих границу КМ- и ММ-регионов, исполь-
зовали метод линкерного атома.

После минимизации энергии с применением ука-
занного выше КМ/ММ-разбиения систему разогре-
вали от 0 до 300 К в течение 50 пс (с позиционными 
ограничениями 1 ккал/(моль∙Å2) на атомах белка, 
ДНК и иона магния), уравновешивали при 300 К в те-
чение 500 пс и проводили симуляцию равновесной 
системы в течение 1000 пс. Во всех симуляциях ис-
пользовали периодические граничные условия и ме-
тод учета дальнодействующих взаимодействий PMe 
(Particle Mesh ewald). Радиус отсечения несвязных 
взаимодействий составлял 10 Å. Разогрев системы 
проводили при постоянном объеме, уравновешивание 
и расчет траектории в течение 1000 пс – при посто-
янном давлении. Регуляцию температуры осущест-
вляли по методу Ланжевена. Шаг интегрирования 
составлял 0.002 пс. Межатомные расстояния и углы 
в активном центре APe1 анализировали на основа-
нии траектории 1000 пс равновесной симуляции.

Молекулярный докинг
Модель для проведения молекулярного докинга по-
тенциальных ингибиторов APe1 была получена сле-
дующим образом. Из структуры сольватированного 
фермент-субстратного комплекса APe1, полученного 
в результате минимизации энергии, удалили моле-
кулы воды, ионы натрия и субстрат-аналог ДНК, по-
сле чего рассчитали потенциальную решетку (кар-
ту потенциала взаимодействия в активном центре), 
охватывающую область связывания AP-сайта. Затем 
с использованием генетического алгоритма поиска 
в активный центр докировали молекулу потенциаль-
ного ингибитора 6-гидрокси-ДОФА.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ионизационные состояния остатков активного 
центра
По результатам расчета ионизационных состояний 
остатков активного центра методом PrOPKA 2.0 

было установлено, что в оптимальных условиях про-
текания реакции гидролиза фосфодиэфирной свя-
зи (pH 7–8 [12]) остаток His309 находится в прото-
нированной форме (расчетное значение pKa

, равное 
8.6, совпадает со значением pK

2
 экспериментально 

определенного pH-профиля активности фермента), 
а остаток Asp210 – в непротонированной (расчетное 
значение pK

a
, равное 6.2, близко к значению pK

1
 pH-

профиля активности фермента – 6.6). Таким образом, 
можно заключить, что функцию общего основания 
при катализе выполняет непротонированный отри-
цательно заряженный остаток Asp210, в то время 
как положительно заряженный в условиях оптимума 
реакции остаток His309 участвует в связывании от-
рицательно заряженной фосфатной группы субстра-
та и стабилизации переходного состояния. Поэтому 
далее при построении полноатомной модели APe1 
Asp210 и His309 моделировали в заряженной форме.

Модель фермент-субстратного комплекса 
и предполагаемый механизм действия 
эндонуклеазы APE1
Стартовая сольватированная модель фермент-
субстратного комплекса APe1 была создана на осно-
ве кристаллографических структур 1de8 и 1de9 
как описано в «Экспериментальной части». Далее 
было необходимо оптимизировать позиции атомов 
модели (прежде всего координаты добавленных ато-
мов водорода), для чего проведена двухстадийная 
минимизация энергии системы. На первой стадии 
проводили молекулярно-механическую минимиза-
цию с целью удаления наибольших напряжений в си-
стеме. На второй стадии осуществляли более тонкую 
настройку структуры активного центра при помощи 
гибридной КМ/ММ-минимизации энергии с исполь-
зованием гамильтониана rM1 как описано выше. 
Стабильность полученной структуры подтверждена 
в результате КМ/ММ молекулярно-динамической 
симуляции продолжительностью 1000 пс. Рассчи-
танные межатомные расстояния в активном центре 
APe1 приведены в таблице. Анализ полученной 
модели показывает, что связывание субстрата в ак-
тивном центре апуриновой/апиримидиновой эндо-
нуклеазы сопровождается образованием большо-
го количества связей и взаимодействий различной 
природы. Среди них следует выделить гидрофобные 
взаимодействия дезоксирибозы AP-сайта в гидро-
фобном кармане, образованном остатками Leu282, 
Phe266 и trp280. Свободная гидроксильная группа 
дезоксирибозы AP-сайта также образует водород-
ную связь с карбонильной группой основной цепи 
Ala230. Фосфатная группа, расположенная на 3'-кон-
це AP-сайта, удерживается положительным заря-
дом остатка Arg177. Атакуемая фосфатная группа 
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электростатически взаимодействует с ионом магния 
и образует водородные связи с боковыми радикала-
ми остатков Asn174, Asn212 и His309. Гидроксильная 
группа остатка tyr171 направлена в сторону атома 
кислорода уходящей группы.

Ориентация атакующей молекулы воды обеспечи-
вается взаимодействием с общим основанием Asp210, 
карбонильной группой остатка Asn212 и боковым 
радикалом остатка His309, причем взаимодействия 
H

2
O:H2 ∙∙∙ Asn212:OD1, H

2
O:O ∙∙∙ His309:He2 не явля-

ются полноценными водородными связями: средние 
значения углов O∙∙∙H2∙∙∙OD1 и ne2∙∙∙He2∙∙∙O составляют 
137 и 122° соответственно, в то время как в случае во-
дородной связи эти значения должны быть не менее 
150°. Реакционноспособная конформация карбоксиль-
ной группы общего основания Asp210 в ферменте под-
держивается взаимодействием его бокового радикала 
с аминогруппой основной цепи остатка Asn212 (рис. 2).

Ориентированная и поляризованная под действи-
ем зарядов остатков Asp210, His309 и иона метал-
ла молекула воды способна атаковать фосфатную 
группу субстрата, одновременно передавая протон 
общему основанию – остатку Asp210. Образующийся 
в результате атаки интермедиат в виде тригональной 
бипирамиды стабилизирован следующими взаимо-
действиями в активном центре фермента: атомы кис-

лорода в «вершинах» бипирамиды взаимодействуют 
с боковыми радикалами остатков His309 и tyr171; 
плоскость треугольника в «основании» бипирамиды 
расположена между остатками Asn174, Asn212 и ио-
ном магния (рис. 3). 

Данные по мутагенезу tyr171 [15] указывают 
на важную роль этого остатка в механизме действия 
APe1, однако, в отличие от ранее сделанных пред-
положений [15, 16], мы предполагаем другую роль 

Рис. 2. Активный центр полноатомной модели 
фермент-субстратного комплекса APE1. Пунктир-
ными линиями показана система водородных связей. 
Штриховыми линиями отмечены электростатические 
взаимодействия, не являющиеся водородными связями. 
Стрелка указывает направление нуклеофильной атаки.

Asn212

His309

Asp210

AP-сайт

Mg2+

Дистанционные характеристики фермент-
субстратного комплекса APE1, полученные в резуль-
тате равновесной КМ/ММ-симуляции продолжитель-
ностью 1000 пс. Средние значения приведены вместе 
со стандартным отклонением

Взаимодействие Расстояние, Å

H
2
O:O ∙∙∙ AP-сайт:P 1.91 ± 0.03

H
2
O:O ∙∙∙ His309:He2 2.52 ± 0.17

H
2
O:H1 ∙∙∙ Asp210:OD1 1.49 ± 0.07

H
2
O:H2 ∙∙∙ Asn212:OD1 2.62 ± 0.47

AP-сайт:O1P ∙∙∙ Mg2+ 1.84 ± 0.04

AP-сайт:O1P ∙∙∙ His309:He2 1.78 ± 0.09

AP-сайт:O2P ∙∙∙ Asn212:HD2 2.08 ± 0.32

dc5:O3' ∙∙∙ Mg2+ 1.95 ± 0.06

Asp210:OD2 ∙∙∙ Asn212:H 2.22 ± 0.20

Asp210
His309

Asn212

Asn174

Tyr171

Mg2+

Рис. 3. Схематичное изображение строения и пре-
вращения промежуточного продукта (интермедиата 
в виде тригональной бипирамиды) в реакции гидроли-
за, катализируемой AP-эндонуклеазой 1.
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tyr171 в катализе. Близкое расположение поло-
жительных зарядов иона магния и остатка Arg156 
должно способствовать облегченному уходу протона 
с гидроксильной группы tyr171, поэтому мы рассма-
триваем данный остаток в качестве потенциального 
донора протона для уходящей группы, являющейся 
сильным основанием. Менее значительное влияние 
мутаций по положению 171 на связывание субстрата 
по сравнению с падением каталитической константы 
[15] объясняется слабо выраженным взаимодействи-
ем остатка с субстратом на ранних стадиях реакции, 
предшествующих каталитическому акту, что пол-
ностью согласуется со сделанным предположением. 
В ходе каталитического превращения, по-видимому, 
происходит сближение уходящей группы с боковым 
радикалом остатка tyr171, что обеспечивает допол-
нительную стабилизацию интермедиата реакции, 
и передача протона на уходящую группу становится 
возможной.

При дальнейшем протекании реакции менее стаби-
лизированная связь P–O-, находящаяся в плоскости 
основания и направленная в сторону остатка Asn212, 
превращается в двойную P=O. Одновременно с этим 
разрывается связь P–O, направленная к остатку 
tyr171, и уходящая группа забирает протон у ги-
дроксильной группы тирозина (рис. 3).

Восстановление каталитически активного состо-
яния активного центра (депротонирование общего 
основания Asp210 и протонирование кислоты tyr171) 
происходит в результате взаимодействия с молеку-
лами воды из внешней среды.

Анализ связывания субстрата 
и механизмозависимых ингибиторов
В связывании субстрата и стабилизации переходного 
состояния в ходе реакции участвует множество заря-

дов и полярных групп, характер этих взаимодействий 
и ионогенное состояние аминокислотных остатков ак-
тивного центра определяют требования к структуре 
соединений, способных связываться в активном цен-
тре APe1. При конструировании эффективных инги-
биторов фермента следует реализовать по крайней 
мере наиболее важные взаимодействия. Существова-
ние гидрофобного участка связывания наряду с мно-
жеством полярных и различно заряженных групп 
осложняет поиск низкомолекулярных соединений 
подходящей структуры. Аминокислоты являются тем 
классом природных соединений, в структуре которых 
одновременно имеются заместители различной при-
роды, способные осуществить гидрофобные, электро-
статические взаимодействия, выступить донором 
или акцептором водородных связей. Отмечалось [17], 
что 6-гидрокси-ДОФА может быть ингибитором эн-
донуклеазной активности APe1, однако, при моде-
лировании взаимодействия фермента с ингибитором 
было неправильно учтено состояние ионизации инги-
битора, что затрудняет интерпретацию полученных 
результатов. Для выяснения особенностей взаимо-
действия фермента с потенциальными ингибиторами 
такого строения проведено молекулярное модели-
рование связывания различных аминокислот (в том 
числе 6-гидрокси-ДОФА) и их производных в ак-
тивном центре APe1 с учетом ионизации как самого 
потенциального ингибитора, так и аминокислотных 
остатков активного центра фермента.

Анализ результатов молекулярного моделирова-
ния показывает, что наличие карбоксильной груп-
пы позволяет выбранным соединениям связывать-
ся с ионом металла и остатком His309, в то время 
как гидрофобный заместитель, например фенильный 
радикал, может располагаться в гидрофобном кар-
мане связывания дезоксирибозы (рис. 4). Введение 

Рис. 4. Рас-
положение 
субстрата (а) 
и потенциально-
го ингибитора 
(Б) в актив-
ном центре 
полно атомной 
модели APE1. 
Желтым по-
казаны остатки 
гидрофобно-
го кармана: 
Phe266, Trp280 
и Leu282.

а Б

His309 His309

Mg2+ Mg2+
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гидроксильных заместителей в фенильный радикал 
может приводить к образованию дополнительных во-
дородных связей с полярными остатками активного 
центра фермента. Кроме того, одним из возможных 
факторов, определяющих эффективность ингибиро-
вания, является связывание ингибитора с заряжен-
ным остатком общего основания. 

ВЫВОДЫ
Целью работы был выбор наиболее достоверного 
механизма действия APe1 на основе данных моле-
кулярного моделирования, анализа построенной ме-
ханистической полноатомной модели APe1, а также 
критического рассмотрения опубликованных ранее 
экспериментальных результатов и предположений. 
Для этого проведен расчет ионизационных состоя-
ний остатков активного центра и гибридное КМ/ММ-
моделирование фермент-субстратного комплекса, 
содержащего молекулу воды, способную атаковать 
субстрат. В результате проведенного исследования 
показано, что функцию общего основания в ката-
литическом механизме выполняет, по всей види-
мости, остаток Asp210, а остаток His309, находясь 
в протонированной (заряженной) форме, участвует 
в связывании фосфатной группы субстрата. Анализ 
молекулярно-динамической траектории фермент-
субстратного комплекса показывает его высокую ре-

акционноспособность и свидетельствует об адекват-
ности проведенного молекулярного моделирования.

Выявлены наиболее важные взаимодействия в ак-
тивном центре, определяющие эффективность свя-
зывания субстрата и потенциальных ингибиторов 
фермента, представляющих интерес в качестве пер-
спективных сопровождающих препаратов в химио- 
и радиотерапии онкологических заболеваний. Выдви-
нуто предположение о роли tyr171 активного центра 
APe1 как остатка, способного отдать протон уходя-
щей группе субстрата. Таким образом, проведенное 
исследование позволило установить согласованный 
механизм действия фермента, обобщающий данные 
молекулярного моделирования, экспериментальные 
результаты кинетических исследований и другие опу-
бликованные данные. В дальнейшей работе планиру-
ется применить гибридные квантово-механические 
методы более высокого порядка для расчета энерге-
тического барьера реакции, катализируемой эндону-
клеазой APe1 в соответствии с предложенным меха-
низмом, и провести поиск эффективных ингибиторов 
с использованием построенной механистической пол-
ноатомной модели фермента. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки России 

(Государственный контракт № 16.512.11.2240).
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РЕФЕРАТ Система секреции типа III (CCТТ) в настоящее время рассматривается как один из основных 
факторов патогенности грамотрицательных бактерий, осуществляющих различные типы паразитизма. Эта 
структура абсолютно необходима для развития острого инфекционного процесса, а хронизация инфекции 
принципиально зависит от ее функционирования, поэтому ССТТ считается одной из наиболее перспектив-
ных мишеней для разработки антибактериальных препаратов широкого спектра действия, не вызывающих 
развития резистентности и эффективных при острой и хронической формах инфекции. Действие разра-
батываемых препаратов основано на специфическом ингибировании работы ССТТ, что должно прерывать 
инфекционный процесс, позволяя иммунной системе элиминировать патоген. В результате скрининга 
с использованием специфических клеточных и бактериальных тестов, дальнейшей оптимизации структу-
ры и детального изучения биологической активности получен новый класс ингибиторов ССТТ хламидий. 
Отобранные соединения обладают выраженными преимуществами перед имеющимися на данный момент 
ингибиторами ССТТ патогенных микроорганизмов, что обусловлено их высокой ингибирующей активно-
стью при минимальном повреждении эукариотической клетки. Выбранные ингибиторы перешли на стадию 
проведения доклинических испытаний.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА тиогидразоны, тиогидразиды, тиадиазины, система секреции типа III, цитотоксичность, 
хламидии, ингибиторы, микроскопия, электронная микроскопия, морфология.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ССТТ – система секреции типа III; МОИ – множественность инфекции; МОМР – бе-
лок наружной мембраны хламидий; ЛПС – липополисахарид; ВОЕ – включениеобразующие единицы.

ВВЕДЕНИЕ
Хламидии – грамотрицательные бактерии с внутри-
клеточным типом паразитирования. Два вида хла-
мидий являются широко распространенными возбу-
дителями заболеваний человека. В общей структуре 
заболеваний, передаваемых половым путем, хлами-
дийная инфекция, вызываемая Chlamydia trachoma-
tis, занимает первое место, ежегодно вызывая более 
100 млн новых случаев заболевания [1]. По данным 
ВОЗ, число инфицированных хламидиями на земном 
шаре по самым скромным подсчетам достигает одного 
миллиарда и сохраняет стабильную тенденцию к уве-
личению даже в развитых странах. Респираторный 
хламидиоз, обусловленный C. pneumoniae, состав-
ляет до 20% в общей структуре пневмоний, а каж-
дые 4–7 лет в европейских странах наблюдаются 

эпидемические вспышки этой инфекции (по данным 
ВОЗ). В результате до 80% населения земного шара 
в течение своей жизни переболевает респираторным 
хламидиозом. Наибольшую проблему представля-
ют хронические хламидиозы, которые, как доказано, 
служат механизмом, запускающим такие тяжелые 
хронические заболевания, как астма, атеросклероз, 
артрит, женское и мужское бесплодие, патологии бе-
ременности [2, 3]. 

Отсутствие эффективных средств борьбы с хро-
ническими бактериальными инфекциями и быстрые 
темпы развития резистентности патогенов к антибак-
териальным препаратам, применяемым при острых 
инфекционных процессах, определяет медицинскую 
и социально-экономическую значимость поиска пре-
паратов нового поколения с использованием мишень-
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специфических технологий [4–6]. В случае антибак-
териальных препаратов эта технология включает 
выбор в качестве мишеней белков, ответственных 
за проявление патогенных свойств микроба; после-
дующий поиск специфических ингибиторов с при-
менением компьютерных программ, методов органи-
ческого синтеза и экспериментального тестирования; 
подтверждение предсказанной биологической актив-
ности на модельных системах инфекционного про-
цесса.

Секреция в клетку макроорганизма факторов па-
тогенности – белков, ответственных за проявление 
бактериями патогенных свойств, является важней-
шим механизмом развития инфекционного процес-
са. Всего к настоящему времени описано семь систем 
секреции, характеризующихся различной специ-
фичностью в отношении секретируемых молекул 
и различиями в структуре секреторного аппарата. 
Одна из этих систем, получившая название система 
секреции типа III (ССТТ), переносит белковые фак-
торы патогенности из бактериальной клетки непо-
средственно в цитоплазму эукариотической клетки. 
Такой «молекулярный шприц» найден только у па-
тогенных бактерий, так как именно благодаря его 
функционированию бактерии с различным типом 
паразитирования, экзо- и эндопаразиты реализуют 
свои патогенные свойства [7]. Ввиду консерватив-
ности этой структуры у таксономически удаленных 
микроорганизмов – возбудителей социально значи-
мых инфекций, таких, как Chlamydia, Salmonella, 
Shigella, Pseudomonas, Escherichia, Yersinia, Brucella 
и др., можно рассчитывать, что антибактериальные 
препараты на основе специфических ингибиторов 
ССТТ будут обладать широким спектром действия. 

У внутриклеточных патогенов, к типичным пред-
ставителям которых относятся хламидии, транспорт-
ная система отвечает за возможность использования 
регуляторных путей хозяйской эукариотической 
клетки, фактически подавляя клеточный ответ. 
ССТТ необходима на всех стадиях жизненного цикла 
хламидий, она обеспечивает возможность внутрикле-
точного размножения возбудителя как при острой, 
так и при хронической инфекции. Блокирование ра-
боты ССТТ приводит к подавлению размножения 
хламидий в условиях in vitro [8]. 

В настоящее время известно несколько инги-
биторов ССТТ – низкомолекулярных соединений 
различных классов, отобранных при помощи высо-
копроизводительного скрининга библиотек химиче-
ских соединений [9–13]. Существенным недостатком 
этих соединений является их плохая растворимость 
в органических растворителях и воде. Более того, эти 
ингибиторы обладают значительной токсичностью 
для клеток млекопитающих, вызывая гибель до 60% 

клеток в присутствии специфической ингибирующей 
концентрации (50 мкМ), что затрудняет их разработ-
ку для дальнейшего использования в качестве анти-
бактериальных препаратов.

Цель данной работы состояла в создании фармако-
логически перспективных соединений для подавле-
ния острой и хронической инфекции, которые инги-
бируют секрецию факторов патогенности хламидий, 
но лишены указанных недостатков.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы и клеточные линии
В работе использовали лабораторный штамм C. tra-
chomatis Bu-434 серовара L2 (АТСС Vr 902B), C. mu-
ridarum штамм nigg (АТСС Vr-123), штамм C. pneu-
moniae K-6, любезно предоставленный P. Saikkii 
(Финляндия), и клеточную линию Mccoy В (гибрид-
ная линия синовиальных клеток человека и мыши-
ных фибробластов). 

Оценка токсичности для эукариотических клеток
Работу проводили с использованием 96- и 24-луноч-
ных планшетов и односуточного монослоя клеток. 
Клетки культивировали в течение 24 ч в присутствии 
различных доз ингибиторов. Цитотоксическое дей-
ствие препаратов оценивали при помощи трех стан-
дартных методов: окрашивания клеток метиленовым 
синим; МТТ-теста («Sigma»); и кальцеинового теста 
(LIVe/DeAD Viability/ cytotoxicity Kit for mamma-
lian cells, «Invitrogen», cША). 

Заражение клеток штаммами хламидий
Клетки МсСоуВ заражали хламидиями с множе-
ственностью инфекции 1 (МОИ 1) согласно стандарт-
ной методике [3].

Иммунофлуоресцентная детекция накопления 
хламидий
Внутриклеточные хламидийные включения детек-
тировали методом прямой иммунофлуоресценции 
(ПИФ) с применением моноклональных видоспеци-
фических антител к белку МОМР наружной мем-
браны C. trachomatis и родоспецифических антител 
к ЛПС хламидий, меченных флуоресцеинизотиоциа-
натом (ФИТЦ) (ООО «Ниармедик Плюс», Москва). 

Оценка жизнеспособности хламидий
Жизнеспособность хламидий оценивали полуколиче-
ственным методом, основанным на иммунофлуорес-
ценции. Лизаты инфицированных клеток высевали 
на новый монослой клеток. С этой целью 48-часовой 
монослой инфицированных клеток снимали сахарозо-
фосфатно-глутаминовым буфером (SPG) и лизирова-
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ли замораживанием. Готовили необходимые разведе-
ния лизатов, которые высевали на новый монослой. 
Клетки инкубировали в течение 48 ч, фиксировали 
и окрашивали меченными ФИТЦ моноклональными 
антителами для последующей оценки результатов 
с помощью люминесцентной микроскопии. Количе-
ство инфицированных клеток определяли в 10 произ-
вольных полях зрения и подсчитывали среднее число 
включениеобразующих единиц (ВОЕ) в 1 мл образца 
(использовали результаты трех независимых экс-
периментов).

Детекция эффекторного белка IncA C. trachomatis
cуточный монослой клеток Mccoy заражали 
C. trаchomatis с МОИ, равной пяти. Через 8 ч после 
заражения (время начала транслокации эффектор-
ного белка в мембрану включения) добавляли иссле-
дуемые соединения в разных дозах. Через 24 ч клет-
ки окрашивали первичными анти-IncA-антителами 
(«Innovagen», Швеция) и вторичными, меченными 
ФИТЦ. Параллельно клетки окрашивали монокло-
нальными антителами к белку МОМР C. trachoma-
tis.

Трансмиссионная электронная микроскопия (ТЭМ)
Клетки культивировали и заражали в 6-луночных 
планшетах. Осадок клеток, полученный центрифуги-
рованием в течение 10 мин при 1500 об/мин (rotanta 
460r, Hettich), фиксировали по методу Ito-Karnovsky. 
Для этого использовали постфиксацию ОsО4

 и кон-
трастирование в водном растворе уранилацетата. 
Далее проводили дегидратацию образцов в серии 
спиртов восходящей концентрации, инфильтрацию 
в смеси смолы Lr White и 100% этанола (1 : 1) в тече-
ние 1 ч, затем в чистой смоле в течение 12 ч при +4°С. 
Полимеризацию смолы проводили при +56°С в тече-
ние 24 ч. После этого получали ультратонкие срезы, 
которые контрастировали раствором свинца по Рей-
нольдсу и анализировали с помощью ТЭМ Jeol 100B. 

Выделение РНК и анализ экспрессии генов
РНК выделяли из культуры клеток через 24 ч по-
сле заражения с использованием реагента trizol 
(«Invitrogen»). Концентрацию РНК, предваритель-
но обработанной ДНКазой I (DnA-free™, «Ambion»), 
определяли на спектрофотометре nanoDrop nD-100 
(«thermoFisher Scientific», США). Реакцию обрат-
ной транскрипции (ОТ) проводили с использованием 
набора «reverse transcription System» («Promega», 
США). 

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) с полученной 
кДНК проводили с праймерами к следующим генам: 
16S рРНК (primer forward 5'-GGcGtAtttGGGcAt 
ccGAGtAAcG, primer reverse 5'-tcAAAtccA-

GcGGGtAttAAccGcct, Pb 5'-r6G-tGG cGG 
ccA Atc tct cAA tcc Gcc tAG A-BHQ2), trpA 
(primer forward 5'-cGG GAA tAA AtG GtG tGt 
GcG t, primer reverse 5'-tAAAGAcAtccGttccG-
GcGtt, Pb 5'-rOX-Atc ttc cAG cAc ctt tAt 
cAc AcG GAG A-BHQ2), incA (primer forward 5'-
ctA cAG AAG AAA tGc GcA AAc ttt, primer 
reverse 5'-AAt GAt tGc tGG ttA tGc Gct AAt, 
Pb 5'-FAM-cGG cGA Act tct tct Gct AAt GGG 
Gtt-BHQ1), lcrE (primer forward 5'-GAG Gct GtG 
ttG AGG tAG Gt, primer reverse 5'-cGA tAA AtG 
cGG AtA AtG AGG At, Pb 5'-FAM-AGG tAc tGG 
AGc AtG AGG AGG cGt A-rtQ1). ПЦР-РВ про-
водили на амплификаторе cFX 96 («Bio-rad Lab.», 
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ структурного сходства известных 
ингибиторов ССТТ 
Среди известных ингибиторов ССТТ [9–13] наибо-
лее хорошо изучены соединения класса гидразонов 
на основе гидразидов ароматических карбоновых 
кислот и различных салициловых альдегидов (IV). 
На рис. 1 приведены структуры веществ, подавляю-
щих ССТТ.

Эти молекулы обладают некоторым сходством – 
все они содержат остаток салициловой, 4-гидро кси    -
бензойной кислот и их производных (эти остатки 
выделены зеленым). Кроме того, можно отметить 
структурное сходство сочленения производных са-
лициловых кислот с остальной частью молекулы (от-

Рис. 1. Структуры различных классов соединений – из-
вестных ингибиторов ССТТ.
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мечено красным). Исходя из теории биоизостериче-
ских замен [14, 15], согласно которой карбонильная 
и тиокарбонильная группы функционально взаимо-
заменяемы в биологических системах, можно пред-
положить, что действие тиогидразонов оксаминовых 
кислот и различных салициловых альдегидов долж-
но быть аналогичным действию гидразонов. Данный 
класс соединений относительно новый, и его биологи-
ческие свойства до настоящего времени оставались 
практически неизученными. 

С использованием тиогидразонов тиогидразидов 
оксаминовых кислот в качестве возможных ингиби-
торов ССТТ предполагалось решить следующие за-
дачи.

Получить вещества с низкой токсичностью в от-
ношении эукариотических клеток.

Получить вещества с высокой селективной актив-
ностью в отношении ССТТ.

Получить вещества с хорошими фармакокинети-
ческими свойствами. 

Разработать простую схему синтеза нужных ве-
ществ. 

Получение тиогидразонов и тестирование их 
способности ингибировать ССТТ, токсичности 
и активности in vitro
Тиогидразоны оксаминовых кислот (рис 2.) синтези-
ровали согласно довольно простой схеме [16], пред-
ставленной на рис. 3. 

Видно, что, используя различные коммерчески до-
ступные амины и альдегиды, путем несложных хи-
мических превращений можно получить большое ко-
личество соединений. Всего синтезировано около 300 
веществ, из которых для дальнейшего тестирования 

отобран ряд соединений, обладающих хорошей рас-
творимостью. Всего таких соединений оказалось 120, 
так как, несмотря на лучшую, чем у гидразонов, рас-
творимость, тиогидразоны в целом являются мало-
растворимыми.

В первую очередь оценивали токсичность отобран-
ных таким образом соединений. Сначала применя-
ли метод окрашивания клеток метиленовым синим. 
Соединения, которые имели удовлетворительные по-
казатели токсичности, далее тестировали с помощью 
кальцеинового и МТТ-тестов. В результате было ото-
брано 15 соединений (табл. 1), показавших приемле-
мую токсичность при концентрации 50 мкМ (гибель 
менее 30% клеток). Все эти соединения содержали 
остатки различных фторпроизводных анилина и про-
изводных салицилового и 4-гидроксибензальдегида.

Известно, что ингибиторы ССТТ хламидий пода-
вляют внутриклеточное размножение возбудителя 
в условиях in vitro. Проверка способности отобранных 
соединений подавлять хламидийную инфекцию, вы-
полненная на клеточных культурах, показала, что все 
они обладали ингибирующей активностью (табл. 2). 

Методом иммунофлуоресценции определили спо-
собность этих соединений подавлять транслокацию 
эффекторного белка IncA C. trachomatis. Оказалось, 
что все проверенные соединения ингибировали эф-
фекторную функцию ССТТ хламидий. 

Таким образом были отобраны новые ингибиторы 
ССТТ C. trachomatis, принадлежащие к классу тио-
гидразонов тиогидразидов оксаминовых кислот, все 
они подавляли размножение хламидий в клеточных 
культурах. Присутствие атома фтора повышало, ве-
роятно, липофильность отобранных молекул, что по-
зволяло им легко проходить через биологические 
мембраны и, предположительно, повышало стабиль-
ность к действию различных ферментов [17]. Кроме 
того, включение производных салицилового и 4-ги-
дроксибензальдегидов позволило получить соедине-
ния с лучшей растворимостью и активностью.

Изучение стабильности и природы токсичности 
тиогидразонов
Из 15 ингибиторов ССТТ, отобранных по совокупно-
сти проведенных тестов, для детального изучения 
стабильности при хранении в различных условиях 

Рис. 3. Получение тиогидразонов 
на основе тиогидразидов оксами-
новых кислот: а – хлорацетил-
хлорид, ДМФА, б – 1) ТЭА, сера 
элементная, морфолин, ДМФА; 
2) ДМФА, гидразингидрат, в – ме-
танол, соответствующий альдегид 
R1. 

Рис. 2. Общая формула тиогидразонов тиогидразидов 
оксаминовых кислот. 
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были выбраны три. Оказалось, что в сухом виде эти 
соединения длительное время оставались стабиль-
ными (по данным ТСХ), тогда как в растворах их ак-
тивность быстро падала.

При анализе опубликованных данных [18, 19] было 
установлено, что для тиогидразонов характерно нали-
чие кольчато-цепной таутомерии. Циклические тау-

томеры (тиадиазолины II) легко окисляются под дей-
ствием кислорода воздуха, в результате образуются 
неактивные и токсичные тиадиазолы III (рис. 4). 

Данные предположения были подтверждены 
экспериментально путем синтеза предполагаемых 
тиадиазолов и ЯМР-исследованиями растворов 
тиогидразонов оксаминовых кислот. Установлено, 

Таблица 1. Показатели токсичности отобранных соединений – тиогидразонов тиогидразидов оксаминовых кислот

№
соеди-
нения

Структура

Окрашивание  
метиленовым синим,  
% погибших клеток

Кальцеиновый тест,  
% погибших клеток

МТТ-тест,
% метаболически  

неактивных клеток
12.5
мкМ

25
мкМ

50
мкМ

12.5
мкМ

25
мкМ

50
мкМ

12.5 
мкМ

25
мкМ

50
мкМ

1 0+2 12+2 23+2 0+2 11+2 20+2 3+1 12+3 29+3

2 2+2 13+1 24+3 3+2 12+1 21+3 3+2 15+1 31+5

3 6+4 20+2 27+2 5+4 16+2 23+2 2+2 15+5 30+4

4 5+1 15+2 28+2 6+1 12+2 23+2 3+3 13+4 28+2

5 2+1 14+2 26+3 3+1 16+2 22+3 4+3 20+4 29+6

6 2+1 15+2 26+2 5+1 12+2 24+2 2+4 17+5 27+8

7 2+2 15+4 29+5 4+2 16+4 22+5 4+5 18+3 29+9

8 2+1 14+1 24+4 6+1 12+1 24+4 3+3 15+3 28+4

9 2+1 12+1 24+4 4+1 15+1 25+4 4+5 20+4 30+4

10 2+1 12+2 24+2 5+1 14+2 22+2 3+3 19+3 31+7

11 1+1 12+1 21+4 4+1 13+1 25+4 5+1 16+2 30+5

12 0+1 11+1 22+3 3+1 10+1 24+3 5+5 15+4 29+6

13 2+1 15+2 26+3 2+1 11+2 25+3 5+4 14+3 29+7

14 4+1 15+1 25+4 3+1 12+1 22+4 3+5 17+3 28+6

15 0+1 11+2 22+3 0+1 10+2 21+3 4+1 13+3 29+5
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что в растворах тиогидразонов действительно при-
сутствует и циклическая, и линейная формы, а про-
дукты окисления в растворах идентичны направлен-
но синтезированным тиадиазолам.

Внимание обращали не только на стабильность, 
но и на результаты МТТ-теста, которые указы-
вали на довольно высокую токсичность данных 
соединений, обусловленную подавлением дыха-
тельной активности клетки, а также нарушением 
ее окислительно-восстановительного потенциала. 
Анализ опубликованных данных позволил предпо-
ложить, что на токсичность влияет открытая и до-
вольно активная тиокарбонильная группа, которая 
связывается с восстановленным глутатионом и при-
водит к развитию окислительного стресса. Эта ги-
потеза была подтверждена в опытах с добавлением 
глутатиона к культуральной среде, в которых наблю-
дали снижение токсичности на 30–40%. 

Таким образом, необходимо было повысить ста-
бильность и понизить токсичность полученных сое-
динений так, чтобы это не отразилось на их актив-
ности и специфичности воздействия.

Модификация тиогидразонов с целью повышения 
стабильности и снижения токсичности
Для повышения стабильности и снижения токсич-
ности тиогидразонов нужно было модифицировать 

их структуру таким образом, чтобы исключить об-
разование таутомерных форм и открытой реакцион-
носпособной тиокарбонильной группы.

Данная задача была решена путем синтеза не-
скольких гетероциклических соединений на основе 
восстановленных тиогидразонов согласно схеме, при-
веденной на рис. 5.

Синтезированные гетероциклические произво-
дные тиогидразонов оксаминовых кислот обладали 

Рис. 4. Кольчато-цепная таутомерия тиогидразонов 
и продукт окисления – тиадиазол. 

Таблица 2. Ингибирование внутриклеточного развития 
C. trachomatis под действием тестируемых соединений

№
соеди-
нения

Ингибирование развития C. trachomatis  
(% подавления инфекции) при различных  

концентрациях ингибитора, мкМ 

12.5 25 50 

1 30+4 99+7 100+1

2 70+5 98+3 100+1

3 1+1 30+6 60+5

4 5+2 10+5 60+11

5 0+1 10+3 75+6

6 20+4 40+5 90+12

7 15+3 85+8 100+2

8 5+3 10+5 90+13

9 30+8 40+7 90+10

10 0+2 10+7 98+3

11 10+2 90+7 100+1

12 0+1 70+15 100+3

13 15+5 70+14 100+15

14 15+4 45+7 100+3

15 40+3 85+8 100+2

Рис. 5. Получение различных 
гетероциклических соедине-
ний, исключающих наличие 
таутомерии и содержащих 
закрытую тиокарбонильную 
группу: а – боргидрид натрия, 
метанол, б – альдегид R2, изо-
пропанол, соляная кислота, 
в – хлоруксусная кислота, изо-
пропанол, ацетат аммония, г – 
этанол, α-бромкетон, ацетат 
натрия, д – карбонилдиимида-
зол, тетрагидрофуран. 
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большей растворимостью, чем исходные продукты, 
поэтому оценили их токсичность и способность ин-
гибировать ССТТ. Соединения, относящиеся к груп-
пам IV и V, проявили низкую токсичность и показа-
ли специфическую активность в отношении ССТТ, 

в то время как соединения групп VI и VII подобной 
активностью не обладали. 

Соединения группы IV оказались нестабильными 
в растворах (по данным ТСХ при хранении растворов 
при +200С продукты распада обнаруживались через 

Таблица 3. Показатели токсичности тиадиазинов

№
соеди-
нения

Структура

Окрашивание  
метиленовым синим,  
% погибших клеток

Кальцеиновый тест,  
% погибших клеток

МТТ-тест, 
% метаболически  

неактивных клеток
12.5
мкМ

25
мкМ

50
мкМ

12.5
мкМ

25
мкМ

50
мкМ

12.5 
мкМ

25
мкМ

50
мкМ

16 0+2 5+2 10+2 0+1 6+2 12+3 1+2 8+3 13+3

17 0+2 6+1 11+3 0+3 7+2 10+3 0+2 9+3 14+4

18 0+1 4+2 9+2 0+2 8+1 12+3 0+1 9+2 15+3

19 0+1 6+2 11+2 0+1 5+1 13+4 0+1 8+3 13+3

20 0+1 5+2 12+3 0+2 6+2 14+2 0+1 8+3 14+4

21 0+1 6+2 9+2 0+1 7+2 12+3 0+1 9+3 14+3

22 0+2 5+4 10+5 0+3 6+3 12+4 1+2 8+3 15+4

23 0+2 7+1 12+4 0+1 6+2 13+3 0+2 9+3 14+5

24 0+1 4+1 10+4 0+1 6+1 14+3 0+1 10+3 17+4

25 0+3 6+2 11+2 0+2 7+2 12+3 1+3 9+2 14+3

26 0+1 7+1 12+4 0+2 6+3 13+3 0+1 8+3 14+2

27 0+2 5+1 10+3 0+3 7+2 11+3 1+2 8+3 13+3
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Таблица 4. Ингибирование развития C. trachomatis 
в культуре клеток

№
соеди-
нения

Ингибирование развития C. trachomatis  
(% подавления инфекции) при различных  

концентрациях ингибитора, мкМ

12.5 25 50 

16 15+5 40+8 87+6

17 24+3 69+6 100+5

18 7+2 26+7 63+6

19 12+3 37+6 65+8

20 9+3 26+7 59+7

21 15+7 42+7 86+10

22 2+4 23+6 52+4

23 34+6 78+8 100+2

24 30+8 69+6 98+4

25 25+5 59+6 95+5

26 24+3 82+9 100+2

27 27+4 65+10 100+2

24 ч). Соединения группы V имели приемлемые по-
казатели. На основе фторсодержащих тиогидразонов 
оксаминовых кислот было синтезировано 12 соедине-
ний группы V. 

Все эти соединения были значительно менее ток-
сичными в отношении эукариотических клеток, чем 
известные и полученные нами ранее ингибиторы 
ССТТ (табл. 3). 

Показано, что синтезированные нами тиадиазиноны 
дозозависимо подавляют развитие внутриклеточной 
инфекции. Четыре соединения в концентрации 50 мкМ 
полностью подавляли инфекционный процесс в куль-
туре клеток (табл. 4). Сравнение результатов опреде-
ления токсичности и активности позволило выбрать 
одно наиболее эффективное соединение. Это соедине-
ние, названное cL-55, использовали для дальнейшего 
более детального изучения биологических свойств. 

Подавление эффекторной функции ССТТ 
синтезированным ингибитором
Специфическую активность химических соединений, 
т.е. их способность ингибировать функции третьей 
транспортной системы (ССТТ), изучали с использова-
нием метода, основанного на детекции эффекторного 
белка C. trachomatis. Одним из эффекторных белков 
этого патогена является белок IncA, который син-
тезируется в бактериальной клетке, а затем секре-

Рис. 6. Подавление 
транслокации эф-
фекторного белка 
C. trachomatis IncA 
в мембрану внутри-
клеточного включения 
при действии ингибито-
ра ССТТ CL-55. Клетки 
МсСоу инфицировали 
C. trachomatis, через 
8 ч в культуральную 
среду вносили CL-55 
в концентрации 50 
мкМ и культивировали 
в течение еще 24 ч. 
Хламидийные вклю-
чения окрашивали 
антителами к белку 
наружной мембра-
ны C. trachomatis 
МОМР или к белку 
IncA и просматривали 
в люминесцентном 
микроскопе (зеленое 
свечение). Масштаб-
ная линейка – 20 мкм.

MOMP IncA

-CL-55

+CL-55
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тируется и встраивается в мембрану хламидийного 
включения. Известно, что этот белок синтезируется 
через 6 ч после начала инфекции, а через 8 ч появля-
ется на поверхности включения. В составе мембраны 
включения белок IncA можно обнаружить с помощью 
специфических антител. На рис. 6 показано подавле-
ние транслокации эффекторного белка IncA ССТТ C. 
trachomatis выбранным ингибитором. Окрашивание 
клеток антителами к белку наружной мембраны хла-
мидий (МОМР) выявляет мелкие включения, размер 
которых коррелирует со сроками инфекции. 

Другой тест, позволяющий оценить специфич-
ность соединений в отношении ССТТ, основан 
на том, что транслоцируемый с помощью ССТТ хла-
мидийный белок IncA участвует в процессе слия-
ния отдельных включений, развивающихся внутри 
клетки. Окрашивание инфицированных клеток анти-
телами к белку МОМР показало, что при внесении 
через 8 ч после заражения соединения, действую-
щего на ССТТ, в цитоплазме образуются несколько 
мелких, не слившихся включений, тогда как в кон-
трольных клетках наблюдали крупные включения, 
по одному в каждой клетке (рис. 6).

Влияние ингибитора ССТТ на морфологию 
внутриклеточных включений C. trachomatis
Влияние ингибитора ССТТ, cL-55, на внутриклеточ-
ное развитие возбудителя изучали с помощью люми-

несцентной и электронной микроскопии. Культуру 
клеток Mccoy инфицировали C. trachomatis, одно-
временно в среду культивирования вносили инги-
битор в разных концентрациях (12.5, 25 и 50 мкМ). 
Через 48 ч клеточные культуры анализировали им-
мунофлуоресцентными методами и с помощью транс-
миссионной электронной микроскопии.

Действие соединения cL-55 на внутриклеточное 
развитие хламидий выражалось в снижении коли-
чества инфицированных клеток, а также размера 
включений. Уже в дозе 12.5 мкМ число включений со-
ставляло 80% от контроля, при этом сами включения 
были мельче. Концентрация cL-55, равная 25 мкМ, 
приводила к подавлению накопления хламидий 
на 50%. Средний размер включений был в несколько 
раз меньше, чем в контроле. При использовании cL-
55 в дозе 50 мкМ полноценные включения практиче-
ски отсутствовали (рис. 7). 

Электронно-микроскопическое исследование кле-
ток выявило снижение размера включений, а также 
значительное уменьшение количества бактерий, на-
ходящихся внутри одного включения. Кроме того, 
следует отметить, что в контроле наблюдалась ха-
рактерная картина завершения жизненного цикла 
хламидий: подавляющее большинство хламидий 
внутри включений были представлены внеклеточ-
ными формами – элементарными тельцами, часть 
включений была разрушена. При действии ингиби-

Контроль CL-55 CL-55 CL-55
 12.5 мкМ 25 мкМ 50 мкМ

A

Б

Рис. 7. Дозозависимое ингибирование внутриклеточного цикла развития C. trachomatis при действии CL-55.  
а – Люминесцентная микроскопия после окрашивания антителами к белку МОМР C. trachomatis. Масштаб-
ная линейка – 10 мкм. Б – Трансмиссионная электронная микроскопия. Увеличение: контроль х4000, CL-55 
(12.5 мкМ) х10000, CL-55 (25 мкМ) х4000, CL-55 (50 мкМ) х10000.
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Рис. 8. Подавление жизнеспособности C. trachomatis 
после воздействия CL-55 в разных концентрациях. 
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тора ССТТ внутриклеточные хламидии находились 
в состоянии ретикулярных телец. При концентра-
ции 50 мкМ в клетках наблюдались единичные очень 
мелкие включения, содержащие аномальные бакте-
риальные клетки. Тем самым было показано, что вы-
бранный ингибитор ССТТ дозозависимо подавлял 
внутриклеточное размножение C. trachomatis.

Влияние соединения CL-55 на жизнеспособность 
C. trachomatis
Влияние ингибитора ССТТ на развитие хлами-
дий оценивали также полуколичественным мето-
дом определения инфекционных свойств патогена 
в условиях in vitro. Подсчет числа инфекционных 
частиц C. trachomatis после действия разных кон-
центраций ингибитора показал дозозависимое 
снижение (рис. 8) и полное подавление жизнеспо-
собности в присутствии 50 мкМ cL-55. При этом 
при меньших концентрациях соединения значи-
тельная часть формирующихся включений имела 
атипичную морфологию. При дальнейшем пассиро-
вании не наблюдали образование внутриклеточных 
включений.

Действие соединения CL-55 на экспрессию генов 
C. trachomatis
На данном этапе изучали влияние ингибитора ССТТ 
на активность конститутивных генов, 16S рРНК 
и trpA, гена триптофанового оперона, а также на экс-
прессию гена incA, кодирующего синтез эффектор-
ного белка, и гена lcrE регуляторного белка ССТТ 
C. trachomatis. Ингибитор вносили в момент зараже-
ния клеток, а через 24 ч выделяли РНК и анализиро-
вали экспрессию генов с помощью количественного 
варианта ПЦР в реальном времени. 

Активность гена 16S рРНК снижалась в 4 раза 
при использовании соединения в концентрации 
25 мкМ и в 29 раз – в концентрации 50 мкМ. В даль-

нейшем все пробы нормировали по кДНК гена 16S 
рРНК. Активность генов trpA и incA при действии 25 
и 50 мкМ cL-55 не изменялась по сравнению с кон-
тролем. Эти данные свидетельствуют, во-первых, 
об отсутствии выраженного действия ингибитора 
на метаболизм патогена, а во-вторых, о том, что ин-
гибитор не влиял на экспрессию гена эффекторного 
белка IncA на уровне транскрипции. В присутствии 
50 мкМ ингибитора экспрессия гена lcrE, кодирую-
щего белок-регулятор ССТТ, снижалась на 90%. В на-
стоящее время продолжается изучение влияния со-
единения cL-55 на экспрессию ССТТ-специфичных 
генов хламидий, с целью понимания механизма дей-
ствия выбранного ингибитора. 

Действие ингибитора CL-55 на внутриклеточное 
развитие других видов хламидий
С помощью описанных выше методов мы оценили 
влияние выбранного ингибитора ССТТ на внутри-
клеточное размножение представителей двух дру-
гих видов семейства chlamydiaceae: C. pneumoniae 
и C. muridarum. Установили универсальность дей-
ствия ингибитора в отношении других хламидий, 
так как cL-55 в концентрации 50 мкМ полностью по-
давлял как внутриклеточное накопление, так и жиз-
неспособность этих видов хламидий.

ОБСУЖДЕНИЕ
Для поиска новых антибактериальных препаратов, 
эффективных в отношении как острых, так и хрони-
ческих инфекций, в качестве мишени была выбрана 
система секреции типа III, найденная только у пато-
генных бактерий. Этот секреторный аппарат, так на-
зываемый «молекулярный шприц», начинает форми-
роваться после контакта с эукариотической клеткой, 
образует пору в мембране клетки-мишени, после чего 
факторы патогенности поступают непосредственно 
в цитоплазму хозяйской клетки [20]. ССТТ функ-
ционирует и при внутриклеточной локализации па-
тогена. Транспорт факторов патогенности приводит 
к реорганизации цитоскелета, блокированию апоп-
тоза, модификации аппарата транскрипции и транс-
ляции эукариотической клетки, модуляции продук-
ции цитокинов и других процессов хозяйской клетки, 
что способствует инвазии патогена, блокированию 
защиты хозяина и установлению длительной перси-
стенции [21]. ССТТ абсолютно необходима для разви-
тия острого инфекционного процесса, а хронизация 
инфекции принципиально зависит от ее функцио-
нирования. Таким образом, специфическое ингиби-
рование работы ССТТ должно прерывать инфекци-
онный процесс как на ранних стадиях, так и при его 
хроническом течении, позволяя иммунной системе 
элиминировать патоген.
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Поиск новых эффективных ингибиторов ССТТ 
мы проводили по следующей схеме. В результате 
структурного анализа известных ингибиторов ССТТ 
в молекулах органических соединений разных клас-
сов были найдены сходные участки. Это позволило 
сконструировать новый класс соединений, обладаю-
щих антибактериальной активностью, специфичной 
в отношении ССТТ. Синтезировано значительное 
число таких соединений, что позволило провести 
экспериментальный скрининг на клеточных тестах 
и отобрать из них 15, специфично подавляющих 
ССТТ хламидий в условиях in vitro, с целью изуче-
ния соотношения структура–свойство. В дальнейшем 
проводили химическую модификацию отобранных 
соединений с целью улучшения их растворимости, 
стабильности и биологической активности, снижения 
токсичности для эукариотических клеток, повыше-
ния специфической эффективности.

Это позволило получить новый ингибитор ССТТ, 
относящийся к классу гетероциклических соедине-
ний. Это низкомолекулярное соединение блокиро-
вало эффекторную функцию ССТТ C. trachomatis. 
Так, после действия cL-55 на мембране хламидий-
ного включения не выявлялся IncA – один из ран-
них эффекторных белков ССТТ, а также нарушался 
процесс гомотипичного слияния фагосом, опосредо-
ванный данным белком. Анализ экспрессии гена incA 
показал, что при действии ингибитора транскрипция 
этого гена не снижается. Тем самым можно заклю-
чить, что выбранное соединение специфически бло-
кирует процесс транслокации эффекторного белка 
хламидий.

Соединение СL-55 не оказывало выраженного ин-
гибирующего эффекта на уровень экспрессии кон-
ститутивных генов C. trachomatis, что соответствует 
известному механизму действия ингибиторов ССТТ, 
согласно которому ингибитор действует на функ-
ционирование секреторного аппарата, а не на мета-
болизм бактериальной клетки. При этом наблюда-
ли существенное снижение активности гена одного 
из ключевых регуляторов ССТТ хламидий – белка 
copn. В норме этот ген экспрессируется на всех ста-
диях внутриклеточного жизненного цикла хламидий. 
Выполняя функции белка-шаперона, он участвует 
в контроле секреции белков семейства Inc на ранних 
этапах внутриклеточного развития, а также регули-
рует опосредованный ССТТ процесс дифференци-
ровки ретикулярных телец хламидий в элементар-
ные тельца на этапе завершения жизненного цикла. 
Важно отметить, что сам процесс пролиферации 
ретикулярных телец зависит от непосредственно-
го контакта с мембраной включения и взаимодей-

ствия с транслоцированными в нее эффекторными 
белками. Белок Сорn, как негативный регулятор, 
снижает экспрессию основных эффекторов на мем-
бране включения (в том числе IncA) и закрывает ка-
нал, препятствуя транслокации других эффекторов 
ССТТ [22]. Наблюдаемое снижение экспрессии гена, 
кодирующего этот регуляторный белок, может сви-
детельствовать о специфическом действии выбран-
ного ингибитора на процесс контроля работы ССТТ 
хламидий. В настоящее время продолжается изуче-
ние влияния ингибитора cL-55 на активность цело-
го ряда генов, контролирующих активность ССТТ 
C. trachomatis.

В связи с тем, что функционирование ССТТ хла-
мидий определяет возможность внутриклеточно-
го развития патогена, специфический ингибитор 
ССТТ должен нарушать жизненный цикл, блокируя 
инфекционный процесс как при острой, так и пер-
систентной форме инфекции. Созданный нами ин-
гибитор подавлял размножение трех видов хлами-
дий – C. trachomatis, C. pneumoniae, C. muridarum, 
на моделях клеточных культур. Это выражалось 
в изменении морфологии хламидийных включений, 
нарушении процесса преобразования ретикулярных 
телец в элементарные тельца, ингибировании инфек-
ционных свойств патогена. Кроме того, нами показано 
(результаты не представлены), что выбранный ин-
гибитор блокировал секрецию эффекторных белков 
ССТТ сальмонелл, представителя таксономически 
неродственной группы патогенных бактерий, что мо-
жет свидетельствовать об универсальности получен-
ного ингибитора ССТТ. Данное соединение при этом 
не оказывало бактерицидного эффекта на целый ряд 
грамотрицательных и грамположительных бактерий, 
представителей нормальной микрофлоры. 

Таким образом, в результате направленного хи-
мического синтеза, экспериментального скрининга 
и химической оптимизации получен новый ингиби-
тор ССТТ, относящийся к классу гетероциклических 
соединений. Это соединение находится в настоящее 
время на стадии изучения терапевтической актив-
ности на экспериментальных животных и фармако-
кинетических свойств с целью дальнейшей разработ-
ки на его основе антибактериального лекарственного 
средства, эффективного в отношении острых и хро-
нических форм инфекции. 

Работа выполнена в рамках Государственного 
контракта № 16.512.11.2248 по заказу 
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Рекомбинантный человеческий 
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РЕФЕРАТ Хемотаксические свойства циклофилина А хорошо изучены в отличие от его гемостатических эф-
фектов. Показано, что рекомбинантный человеческий циклофилин А (ЦфА), в отличие от гранулоцитарного 
колониестимулирующего фактора, способен тормозить образование фибринового сгустка in vitro, нарушая 
тем самым пространственную динамику роста сгустка крови. Этот эффект кратковременный и дозонезави-
симый. Выдвинута гипотеза, согласно которой конформационные изменения тромбина в комплексе с ЦфА 
возможно опосредуют антикоагулянтное действие ЦфА на автоволновые процессы свертывания крови.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рекомбинантный человеческий циклофилин А, пространственная динамика роста сгуст-
ка, антикоагулянтное действие.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЦфА – рекомбинантный человеческий циклофилин А; ГКСФ – гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор. 

ВВЕДЕНИЕ
Циклофилин А – белок с молекулярной массой около 
20 кДа, который проявляет цис-транс-изомеразную 
активность и имеет широкий спектр разнообразных 
функций. Циклофилин А продуцируется клетками 
тимуса и обладает хемотаксическим действием, регу-
лируя миграцию стволовых клеток из костного мозга 
на периферию [1]. Активированные макрофаги также 
секретируют ЦфА, который привлекает зрелые мо-
ноциты, нейтрофилы, эозинофилы и активированные 
Т-клетки к очагу воспаления [2]. 

Однако участие этого белка в функционировании 
системы гемостаза изучено недостаточно. Извест-
но, что гладкомышечные клетки сосудистой стенки 
секретируют ЦфА при гипоксии и окислительном 
стрессе, а при повреждении сосудистой стенки акти-
вированные тромбоциты способны выделять ЦфА [3], 
который, в свою очередь, стимулирует пролифера-
цию эндотелиоцитов [4] и таким образом способству-
ет развитию регенеративных процессов.

В представленной работе изучено влияние in 
vitro рекомбинантного человеческого циклофилина 
А на рост фибринового сгустка.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Рекомбинантный человеческий ЦфА получали, ис-
пользуя клетки Escherichia coli BL21, трансформи-
рованные плазмидой pcyPAwt/pGeX-2tK, коди-
рующей слитый белок GSt-cyPA. Генетическая 
конструкция использована с любезного разрешения 
М. Bukrinsky (Albert einstein college of Medicine 
of Yeshiva university, США). Синтез GSt-cyPA 
индуцировали, добавляя 0.2 мМ изопропил-β-D-
тиогалактопиранозид до конечной концентрации 100 
мкМ. Клетки осаждали центрифугированием, суспен-
дировали в na-K-фосфатном буфере (pH 7.3) и раз-
рушали ультразвуком. Лизат клеток центрифугиро-
вали, надосадок наносили на колонку GStrap FF («Ge 
Healthcare»). Слитый белок GSt-cyPA элюировали 
50 мM tрис-Hcl-буфером, pH 8.0, содержащим 10 мM 
восстановленного глутатиона. Фракции, содержащие 
GSt-cyPA, объединяли, переводили в раствор 10 мМ 
tрис-Hcl (pH 8.0) на колонке Hitrap Desalting («Ge 
Healthcare») и наносили на колонку MonoQ 5 × 50 
(«Ge Healthcare»). Элюцию проводили градиентом 1 
M хлорида натрия (0–1 М) в 10 мМ tрис-Hcl, pH 8.0. 
Фракции, содержащие GSt-cyPA, переводили диа-
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лизом в na-K-фосфатный буфер (pH 7.3) и добавляли 
раствор тромбина («Sigma-Aldrich») из расчета 1 ед. 
акт. на 1 мг слитого белка. Расщепление вели в тече-
ние 10 ч при 4°С. Смесь белков cyPA и GSt разделяли 
на колонке GStrap FF. Раствор cyPA освобождали 
от тромбина на колонке Hitrap Benzamidine FF («Ge 
Healthcare»). Полноту реакции контролировали с по-
мощью электрофореза в полиакриламидном геле в де-
натурирующих условиях (SDS-ПААГ). Чистота ис-
пользуемого белка составила ~98%. 

Влияние ЦфА in vitro на пространственную ди-
намику роста сгустка изучали с использованием 
венозной крови здоровых доноров, полученную са-
мотеком из периферической вены и стабилизирован-
ную 3.7% раствором цитрата натрия в соотношении 
цитрат : кровь = 1 : 9. 

Пробы крови центрифугировали при 1500 об/мин 
в течение 7 мин. Плазму, богатую тромбоцитами, де-
лили на две части. Первая часть служила контролем 
(К), во вторую часть (опыт – О) добавляли ЦфА в ко-
нечной концентрации 10 или 50 мкг/мл и инкубиро-
вали при 37оС в течение 30 мин и 3 ч при постоянном 
перемешивании для предотвращения оседания тром-
боцитов. В качестве вещества сравнения использова-
ли гранулоцитарный колониестимулирующий фак-
тор (ГКСФ) в конечной концентрации 20 мкг/мл.

По прошествии времени инкубации бога-
тую тромбоцитами плазму центрифугирова-
ли при 13700 об/мин в течение 10 мин. Плазму 
без тромбоцитов использовали для изучения про-
странственной динамики роста сгустка в соответ-
ствии с инструкцией к прибору «Тромбоимиджер-2» 
(ООО «ГемаКор», Россия).

Регистрировали задержку роста сгустка, или lag-
фазу (мин), начальную (мин) и стационарную (мин) 

скорости роста сгустка, размер сгустка на 30-й мин 
роста (мкм), плотность сгустка (усл. ед.), спонтанное 
тромбообразование в объеме камеры.

Статистическую обработку результатов экспери-
мента проводили с использованием критерия Манна–
Уитни. Значимыми считали различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Параметры пространственной динамики роста 
сгустка при инкубации богатой тромбоцитами плаз-
мы с ЦфА в течение 30 мин и 3 ч представлены 
в таблице.

Как видно из таблицы, 30-минутная инкубация 
богатой тромбоцитами плазмы с ЦфА в конечной 
концентрации 10 мкг/мл статистически значимо тор-
мозила пространственную динамику роста сгустка, 
т.е. ЦфА обнаруживал свойства вещества с гипокоа-
гуляционной активностью. При этом в двух образцах 
контрольной группы зарегистрировано спонтанное 
тромбообразование в объеме измерительной камеры. 
Инкубация с ЦфА предотвращала развитие спон-
танного тромбообразования в системе. Однако этот 
эффект был кратковременным, и через 3 ч разли-
чия в параметрах пространственной динамики роста 
сгустка исчезали (таблица). 

Не выявлено дозозависимого влияния препарата 
на рост сгустка при инкубации проб богатой тромбоци-
тами плазмы с ЦфА в конечной концентрации 50 мкг/
мл. Параметры пространственной динамики образо-
вания сгустка были такими же, как при инкубации 
с ЦфА в конечной концентрации 10 мкг/мл. После 3 ч 
инкубации не наблюдали замедления роста сгустка.

ГКСФ не оказывал какого-либо влияния на вели-
чины определенных нами показателей, которые были 
сравнимы с величинами в контрольной группе.

Влияние инкубации в течение 30 мин и 3 ч богатой тромбоцитами плазмы с рекомбинантным человеческим ци-
клофилином А на параметры пространственной динамики роста сгустка

Проба ЗРС, мин НСР, мин ССР, мин РС-30, мкм ПС, усл. ед.

Инкубация в течение 30 мин

Контроль 3.0 ± 1.6 53.3 ± 16.7 32.8 ± 13.1 868.0 ± 180.1 13679.0 ± 2395.0

Опыт 14.8 ± 5.7* 14.3 ± 6.2* 16.8 ± 7.2* 341.1 ± 114.3* 9116.0 ± 2086.0*

Инкубация в течение 3 ч

Контроль 1.0 ± 0.3 59.7 ± 4.8 37.0 ± 9.0 1329.0 ± 244.7 16182.0 ± 2797.0

Опыт 1.4 ± 0.6 61.8 ± 6.7 33.5 ± 5.2 1258.0 ± 189.8 13971.5 ± 3294.5

Примечание. ЗРС – задержка роста сгустка, НСР – начальная скорость роста, ССР – стационарная скорость 
роста, РС-30 – размер сгустка на 30-й мин роста, ПС – плотность сгустка. 
*Значимость различий (р < 0.05) по сравнению с контролем.
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ОБСУЖДЕНИЕ
В организме сгусток образуется не во всем объеме 
крови, а строго локально – только в небольшой зоне 
повреждения стенки кровеносного сосуда. При по-
вреждении стенки сосуда в кровь экспонирует-
ся тканевой фактор – белок, иммобилизованный 
на мембране клеток сосудистой стенки, которые 
до повреждения закрыты слоем эндотелия. При этом 
диффузия факторов свертывания играет важную 
роль в процессе пространственного роста сгустка 
и его локализации. Отдельные патологии специфи-
чески влияют на активность компонентов системы 
свертывания, приводя к выраженным изменениям 
в различных фазах процесса. Нарушения в меха-
низмах гемокоагуляции клинически проявляются 
либо кровотечением, либо тромбозом, либо их со-
четанием.

Однако в значительной степени процесс тромбо-
образования происходит в организме в простран-
ственно неоднородных условиях. Поэтому роль от-
дельных реакций свертывания может проявляться 
по-разному в in vitro-экспериментах при перемеши-
вании и in vivo [5]. 

Метод регистрации пространственной динамики 
роста сгустка основан на контакте крови с тканевым 
фактором в измерительной кювете с иммобилизо-
ванным тромбопластином [6]. Появление и простран-
ственный рост сгустка от активатора регистрируется 
по светорассеянию методом темного поля. При этом 
можно измерять такие важные характеристики про-
цесса, как скорость роста, размер сгустка, образо-
вание спонтанных сгустков – информацию, которая 
недоступна гомогенным методам [7]. Это позволяет 
одновременно и независимо регистрировать наруше-
ния на всех стадиях процесса.

Нами установлено также (неопубликованные 
данные), что in vitro ЦфА в дозе 10 мкг не влияет 
на внешний и внутренний пути свертывания крови. 
Однако уже через 10 мин инкубации с ЦфА наблюда-
лось увеличение уровня анти-Ха-активности плазмы 
в 8 раз относительно контрольных значений. После 
инкубации в течение 30 и 60 мин с белком уровень 
анти-Ха-активности хотя и снижался, но в 3 раза 
превышал уровень в контроле. Аналогичные данные 
получены в модельных опытах на животных. Введе-
ние ЦфА в дозе 100 мкг интактным мышам Р815 со-
провождалось статистически значимым повышением 
(в 3 раза) уровня ингибирования фактора Ха, а доза 
200 мкг приводила к ингибированию фактора Ха, со-
ответствующему 0.6 анти-Ха-Ед/мл. Представлен-
ные в данной статье результаты свидетельствуют 
о том, что ЦфА препятствует росту сгустка, замед-
ляя скорость его образования через ингибирование 

фактора Ха, а поскольку сгусток начинает расти 
не сразу и неравномерно, то возникновение тромба 
менее вероятно, поскольку в организме такой сгусток 
будет смываться током крови [8]. 

Система свертывания крови обладает пороговыми 
и автокаталитическими свойствами, поэтому ее по-
ведение в пространстве может иметь много общего 
с активными средами. Атауллаханов и Гурия в 1994 г. 
выдвинули гипотезу, согласно которой простран-
ственное (но не гомогенное) формирование сгустка 
происходит автоволновым образом [9]. Автоволно-
вая фаза роста может быть нарушена при дефици-
те или ингибировании факторов внутреннего пути 
свертывания. 

Автоволновое распространение тромбина не мо-
жет тормозиться естественными ингибиторами, 
так как они не способны остановить автоволну в силу 
их однородного распределения в пространстве. Чтобы 
это произошло, нужно погасить автокаталитическое 
производство факторов свертывания. Гипотеза об ав-
товолновом распространении процесса свертывания 
предполагает существование «двухавтоволнового» 
механизма остановки волны тромбина [10]. Счита-
ется, что в среде может запускаться вторая волна 
вещества, возникающего после появления тромбина 
и прекращающего его синтез. Если эта волна будет 
распространяться с большей скоростью, чем первая, 
то она сможет остановить движение первой волны. 

К настоящему времени неизвестен ингибитор 
тромбина, который мог бы распространяться авто-
каталитическим образом. Предполагается, что тром-
бин может существовать в про- и антикоагулянтной 
формах [11]. В прокоагулянтном состоянии тромбин 
высокоактивен по отношению к фибриногену и сла-
бо – к белку С; а в антикоагулянтной форме (вслед-
ствие изменения конформации тромбина в комплексе 
с некоторыми веществами) наоборот, высокоактивен 
в отношении белка С и малоактивен в отношении фи-
бриногена [12]. Наши данные о влиянии ЦфА на про-
странственную динамику роста сгустка позволяют 
выдвинуть гипотезу о возможном воздействии ЦфА 
на механизм автоволнового процесса свертывания 
крови.

ВЫВОДЫ
Рекомбинантный человеческий циклофилин А обла-
дает выраженным дозонезависимым антикоагулянт-
ным эффектом.

Рекомбинантный человеческий циклофилин А спо-
собен предотвращать спонтанное тромбообразование.

Антикоагулянтный эффект рекомбинантного че-
ловеческого циклофилина А сохраняется не более 
2 ч.  
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речень ведущих периодических изданий Высшей аттеста-
ционной 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 дого-
вор о передаче права на использование произведения. Фор-
му договора можно скачать с сайта www.actanaturae.ru.  
Договор, подписанный от имени всего авторского коллек-
тива первым или последним автором, следует выслать на 
адрес редакции: 119311,  Москва, а/я 136, редакция жур-
нала “Actanaturae”, или принести в редакцию по адресу:  
Москва, Ленинские горы, Научный парк МГУ, влад. 1, стр. 
75Г, офис 621.

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 отра- •
жать следующее: постановка проблемы, описание экспери-
ментальных методов, возможность практических приложе-
ний, 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). 
Во всем тексте, кроме даты поступления, все даты в виде  •
«число.месяц.год» набиваются следующим образом: 
02.05.1991. 
Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов,  •
адресов, заголовков и подзаголовков, названий таблиц, 
размерностей (с – секунда, г – грамм, мин – минута, ч – 
час, сут – сутки, град – градус). 
Точка ставится после: сносок (в том числе в таблицах),  •
примечаний к таблице, подписей к рисункам, краткой 
аннотации, сокращений (мес. – месяц, г. – год, т. пл. – 
температура плавления), но не ставится в подстрочных 
индексах: Т

пл
 – температура плавления, Т

ф. п
 – темпера-

тура фазового перехода. Исключение: 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 
изобре тений, 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) 930-80-05.




