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Письмо редакторов

Дорогие читатели!
Традиционно новый номер журнала 
открывается обзорными публикаци-

ями. Первая работа исходит из известней-
шей новосибирской школы биооргаников 
(Институт химической биологии и фунда-
ментальной медицины СО РАН) и посвяще-
на эскорт-аптамерам. В обзоре рассмотрены 
инновационные методы адресной доставки 
лекарств с использованием олиго-рибо- и 
дезоксинуклеотидов, узнающих различные 
клеточные мишени. Следующая обзорная 
статья также относится к современным 
«горячим точкам роста», а именно мезен-
химальным стволовым клеткам. Она пред-
ставлена всемирно известным авторским 
коллективом факультета фундаменталь-
ной медицины МГУ им. М.В. Ломоносова. 
В работе затронуты как фундаментальные 
аспекты проблемы, так и возможности ство-
ловых клеток для репарации и регенерации 
тканей. Классический обзор в области био-
технологии и биоинженерии формиатдеги-
дрогеназ представлен коллективом из МГУ 
им. М.В. Ломоносова и Института биохимии 
им. А.Н. Баха РАН.

Экспериментальные работы открыва-
ются статьей коллектива авторов из МГУ 
им. М.В. Ломоносова, ИМБ РАН им. В.А. Эн-
гельгардта и Исследовательского центра 
из Гамбурга и посвящена разработке пер-
спективных клеточных моделей для скри-
нинга анти-ВИЧ-1-препаратов. Проблеме 
использования стволовых клеток для реге-
нерации сетчатки глаза посвящена работа 
сотрудников Института общей патологии и 
патофизиологии РАМН и МГУ им. М.В. Ло-
моносова. Сегодня весьма актуальной яв-
ляется проблема экспрессии белков в рас-
тениях. Эта проблема нашла отражение в 
работе сотрудников Института физико-
химической биологии им. А.Н. Белозерского 
МГУ им. М.В. Ломоносова и биологического 

факультета МГУ им. М.В. Ломоносова. В ра-
боте весьма четко обозначены практические 
перспективы направления по экспрессии 
эпитопов вакцинных белков. Весьма акту-
альные исследования в области врожденно-
го иммунитета представлены сотрудниками 
Института эпидемиологии и микробиологии 
им. Н.Ф. Гамалеи. Необходимо подчеркнуть, 
что Нобелевская премия по физиологии и 
медицине 2011 года присуждена именно за 
развитие концепции врожденного иммуни-
тета. Работа практической направленности 
по созданию ингибиторов-антибиотиков, 
направленных на подавление активности 
ДНК-гираз, представлена Институтами 
РАН – ИМБ им. В.А. Энгельгардта и Ин-
ститута органического синтеза им. И.Я. По-
стовского. Исследование в области клеточ-
ной биологии, а именно изменения ядрышка 
в митозе, представлено сотрудниками ИБХ 
РАН им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинни-
кова. Антибактериальная активность фо-
тосенсибилизирующих агентов стала пред-
метом разработки, обобщенной в статье 
сотрудников Медуниверситета им. Н.И. Пи-
рогова (Москва) и Института эпидемиоло-
гии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи. Цикл 
экспериментальных статей завершается 
публикацией приоритетной работы иссле-
дователей ИБХ РАН им. М.М. Шемякина и 
Ю.А. Овчинникова, открывших новый путь 
регуляции кислотно-щелочного баланса 
у животных.

Как всегда мы не могли обойти животре-
пещущие вопросы развития отечественной 
науки. В разделе «Форум» представлен ана-
литический обзор деятельности программы 
«Живые системы» Минобрнауки.

Редакционная коллегия и редакционный 
совет журнала «Acta naturae» желают сво-
им читателям успехов в исследовательской 
деятельности и приглашают к сотрудниче-
ству.   
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АНОНСЫ

Скрининг потенциальных ингибиторов/блокаторов репликации 
ВИЧ-1 с помощью безопасной лентивирусной системы in vitro
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М. М. Прокофьева, П. В. Спирин, Д. В. Январев, А. В. Иванов,  
М. С. Новиков, О. А. Степанов, М. Б. Готтих, С. Н. Кочетков, B. Fehse,  
C. Stocking, В. С. Прасолов
Разработка безопасных клеточных систем для тестирования соединений, 
обладающих анти-ВИЧ-активностью, важна для создания новых про-
тивовирусных препаратов. Детально охарактеризована разработанная  
на основе лентивирусных векторов система  для быстрого и полностью 
безопасного скрининга потенциальных ингибиторов репликации ВИЧ-1. 
Система позволяет проводить испытания ингибиторной активности сое-
динений, действие которых направлено как на обратную транскриптазу 
и интегразу ВИЧ-1 дикого типа, так и на мутантные ферменты, соответ-
ствующие лекарственно-устойчивым формам вируса. Применение этой 
системы существенно расширяет возможности доклинических испыта-
ний анти-ВИЧ-препаратов. 

Жизненный цикл инфекционного 
ВИЧ-1 (А) и получение рекомбинант-
ных псевдо-ВИЧ-1-частиц в упаковы-
вающих клетках (Б).

Поведение мультипотентных клеток, трансплантированных  
in vitro в поврежденную сетчатку глаза

С. А. Сергеев, Ю. В. Храмова, М. Л. Семенова, И. Н. Сабурина, Н. В. Кошелева
Применение клеточных технологий позволило добиться существенного 
прогресса в лечении дефектов сетчатой оболочки глаза. Однако вопросы 
функционального замещения утраченных нейронов сетчатки транспланти-
рованными клетками остаются открытыми. Для доказательства возможно-
сти трансдифференцировки трансплантированных eGFP+-клеток стромы 
костного мозга (ММСК) и нейрональных стволовых/прогениторных клеток 
(НСПК) мышей с последующей их функциональной интеграцией применен 
метод органотипического культивирования, позволяющий детально оха-
рактеризовать поведение клеток после трансплантации. 

В Г

Образование синаптических 
контактов между транспланти-
рованными ММСК и клетками 
сетчатки.

Активация TLR2-зависимого сигнального пути в клетках WEHI-3B 
миеломоноцитарного лейкоза мышей приводит к подавлению 
развития в них апоптоза и к стимуляции прогрессии опухоли  
в условиях in vivo

Д. В. Щебляков, Д. Ю. Логунов, И. В. Раковская, М. М. Шмаров, Б. С. Народицкий, А. Л. Гинцбург
Толл-подобные рецепторы (tLr) являются главными компонентами системы врожденного иммунитета, которые 
выполняют важные функции в формировании реакций иммунной защиты организма против развивающейся 
бактериальной или вирусной инфекции. Благодаря своей способности усиливать специфические и неспецифиче-
ские иммунные реакции агонисты Толл-подобных рецепторов нашли 
применение не только в терапии инфекционных заболеваний, но и в 
химиотерапии различных злокачественных новообразований. Одна-
ко различные агонисты tLr могут обладать как противоопухолевым 
действием (липополисахарид, имиквимод, cpG), так и, напротив, в 
определенных условиях повышать устойчивость опухолевых кле-
ток к апоптозу и стимулировать их пролиферацию (липополисаха-
рид, липопептид). Нами показано, что активация tLr2-зависимого 
сигнального пути в клетках миеломоноцитарного лейкоза мышей 
WeHI-3B при добавлении агониста tLr2 – синтетического липопеп-
тида Pam2cSK4, или инфицировании опухолевых клеток Mycoplasma 
arginini приводит к конститутивной активации в них фактора транс-
крипции nF-kB, подавлению развития апоптоза, а также к усилению 
прогрессии миеломоноцитарного лейкоза в условиях in vivo. 
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выживаемости мышей линии BALB/с.
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ФОРУМ

Статистический анализ итогов 
конкурсов на выполнение  
научно-исследовательских работ  
по приоритетному направлению 
«Живые системы»

Е. В. Поверенная1*, А. В. Лисица1, А. Н. Петров2, А. А. Макаров3, Н. Г. Лузгина4

1Институт биомедицинской химии им. В.Н. Ореховича РАМН, Москва
2Дирекция ЦНТП Минобрнауки России, Москва
3Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН, Москва 
4Научный центр клинической и экспериментальной медицины СО РАМН, Новосибирск
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Процедура оценки и сопоставления заявок, посту-
пающих на открытые конкурсы на выполнение научно-
исследовательских работ для государственных и муниципаль-
ных нужд, осуществляется в соответствии с нормами 94-ФЗ. 
Соотношения значений различных критериев оценки заявок 
(цена, сроки, качество работ) установлены законодатель-
но и позволяют в результате вычислений по универсальной 
формуле присвоить каждой заявке индивидуальный рейтинг, 
по которому и выбираются победители конкурса. Авторы 
данной статьи охарактеризовали взаимосвязь между ценой 
и качеством НИР, предлагаемых участниками размещения за-
каза, и оценили эффективность применения законодательно 
установленных весовых значений различных критериев оцен-
ки заявок. 

В законе 94-ФЗ [1] заложе-
ны представления о том, 
что для государственного 

заказчика исключительно важны 
более низкая стоимость и (или) 
сокращение сроков выполнения 
работы (поставки товаров, оказа-
ния услуг), что отражено в реко-
мендованном порядке оценки и со-
поставления конкурсных заявок. 
Другими словами, низкая цена 
и малые сроки более существенны, 
чем качество выполнения работ. 
Превалирование стоимости работ 
над их качеством потенциально 
снижает значимость результатов 

экспертизы НИР при принятии 
государственным заказчиком ре-
шения о выборе исполнителей.

В период с декабря 2010 по ян-
варь 2011 года в рамках ме-
роприятия 1.2 («Проведение 
проблемно-ориентированных по-
исковых исследований и созда-
ние научно-технического задела 
по технологиям в области живых 
систем») ФЦП «Исследования 
и разработки по приоритетным 
направлениям развития научно-
технологического комплекса Рос-
сии на 2007–2012 годы» [2] объяв-
лено четыре очереди конкурсов, 

допускавших заключение кон-
трактов по каждому лоту с не-
сколькими участниками разме-
щения заказа («зонтичные» лоты). 
При размещении заказа предла-
галось участвовать в выполнении 
поисковых и прикладных НИР 
с максимальной ценой контракта 
6 и 12 млн рублей соответственно. 
На состоявшемся в Москве кру-
глом столе «Новые подходы к ре-
гулированию госзакупок в науке» 
было отмечено, что по итогам раз-
мещения заказа демпинг по науч-
ным конкурсам дошел до 60% [3]. 

Впервые для развития научно-
технологического потенциала стра-
ны конкурс проводился в условиях, 
когда для соблюдения требований 
Постановления Правительства РФ 
от 10 сентября 2009 года № 722 [4] 
было установлено, что удельный 
вес ценового предложения в общей 
оценке заявки составляет более 
половины (55%). Важно отметить, 
что все четыре очереди объявили 
за довольно короткий промежу-
ток времени, т.е. у участников раз-
мещения заказа была ограничена 
возможность изменить тактику 
участия в конкурсе.

Нами проанализированы сле-
дующие данные, представленные 
в протоколах оценки и сопоставле-
ния заявок на участие в конкурсе 



ФОРУМ

ТОМ 3  № 4 (11)  2011  | ActA nAturAe | 7

по мероприятию 1.2 ФЦП, очереди 
3–6 [5]:
– максимальная цена лота; 
– наименование участника разме-
щения заказа;
– экспертная оценка заявок 
по критерию «техническая харак-
теристика создаваемой научно-
технической продукции» (макси-
мально 35 баллов);
– экспертная оценка по критерию 
«профессиональная репутация 
участника конкурса» (максималь-
но 40 баллов);
– экспертная оценка по критерию 
«опыт выполнения работ» (макси-
мально 25 баллов);
– цена работ, предложенная 
участником размещения заказа.

Всего был проанализирован 
41 лот. В конкурсе по этим лотам 
приняли участие 183 организа-
ции, и каждая организация по-
дала минимум одну заявку. Всего 
на конкурс была подана (и вклю-
чена в анализ) 421 заявка. Приве-
денные в протоколах данные были 
представлены в виде электронной 
таблицы. В рассматриваемых оче-
редях лоты на выполнение поис-
ковых и прикладных НИР отлича-
лись по начальной цене, поэтому 
предложенную участником раз-
мещения заказа цену нормиро-
вали на максимальную цену лота 
и полученное значение снижения 
цены выражали в процентах. Дан-
ные обрабатывали с использовани-
ем автоматизированных функций 
пакета Microsoft excel, включая 
сортировку, расчет значений по за-
данной формуле, расчет среднего 
и доверительного интервала, рас-
чет коэффициента корреляции, 
построение гистограмм и линейной 
аппроксимации.

В связи с тем, что экспертные 
оценки по критериям «техниче-
ская характеристика создаваемой 
научно-технической продукции», 
«профессиональная репутация 
участника конкурса и квалифи-
кация коллектива исполнителей» 
и «опыт выполнения работ» кор-

релировали (коэффициент корре-
ляции выше 0.73) друг с другом, 
в качестве интегральной оценки 
брали сумму перечисленных выше 
критериев, которую далее обозна-
чали как оценку научной состав-
ляющей.

Для расчета статистической 
поправки анализировали зави-
симость между оценкой научной 
составляющей V (value) и сниже-
нием цены С (cost). Чтобы выявить 
эту зависимость отбирали за-
явки, поступившие от 49 (из 183 
организаций-участников) наи-
более активных участников раз-
мещения заказа, т.е. подавших 
не менее трех заявок по раз-
ным конкурсным лотам, причем 
как минимум одна заявка из по-
данных была признана победите-
лем.

По трем и более заявкам, по-
ступившим от одного участника, 
усредняли оценку научной состав-
ляющей и снижение цены, и в со-
ответствии с полученными сред-
ними значениями V и С наносили 
точку на график. В случае, если 
одному значению снижения цены 
соответствовало несколько точек 
(от разных участников), то перед 
усреднением исключали выбросы 
по формуле Стьюдента (p > 0.95). 
Полученный точечный график 
аппроксимировали линейной за-
висимостью вида V = aC + b, где 
значения констант a и b получали 
методом наименьших квадратов 
(встроенные средства пакета Mi-
crosoft excel).

Значение константы а, опреде-
ляющей угол наклона аппрокси-
мирующего линейного уравнения, 
использовали в качестве стати-
стической поправки исходя из вы-
ражения (1):

           а = 
dV
dC

V V
C C

=
−

−

'
'

, (1)

где значения V и C брали из усред-
ненных сведений, представленных 
в официальных протоколах, а V' 
и C' обозначали значения, скор-

ректированные согласно условию, 
что снижение стоимости работ 
не должно приводить к ухудше-
нию качества выполнения работ. 
Полагая, что минимальное зна-
чение снижения цены, не при-
водящее к ухудшению качества, 
составляет C' = 0, для расчета 
скорректированной оценки науч-
ной составляющей V' выражение 
(1) преобразовали:

                V' = V – |a|C. (2)

(Модуль указан, поскольку коэф-
фициент а имеет отрицательное 
значение в силу обратно пропор-
циональной зависимости между 
оценкой научной составляющей 
и снижением цены.)

С использованием формулы (2) 
был произведен ретроспективный 
расчет скорректированных зна-
чений оценок научной значимости 
421 заявки, поступившей на кон-
курсные лоты четырех очередей. 
По каждому конкурсному лоту 
итоговую балльную оценку заявок 
рассчитывали по формуле, приве-
денной в конкурсной документа-
ции:

          R = 0.45V' + 0.55C.  (3)

Заявки были отсортированы 
(ранжированы) по степени убыва-
ния итоговой балльной оценки.

Для сопоставления рейтингов 
заявок в качестве исходного экс-
пертного рейтинга брали порядок 
следования заявок после сорти-
ровки по итоговой балльной оцен-
ке, полученной с учетом статисти-
ческой поправки по формуле (3). 
С исходным рейтингом сравнивали 
модельные рейтинги, полученные 
при значениях удельного веса кри-
терия «качество», варьирующего 
в диапазоне от 0.45 до 1.00 с шагом 
0.05. В соответствии с изменением 
веса критерия «качество» изменя-
ли удельный вес критерия «цена», 
чтобы сумма критериев была рав-
на единице. 
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Для сопоставления модельных 
и экспертных рейтингов использо-
вали коэффициент ранговой кор-
реляции Спирмена (КРК):

              r
d

n n
s = −

−

∑
1

6

1

2

2( )'
, (4)

где d – разность между рангами 
по каждой заявке в лоте, а n – ко-
личество заявок в лоте. КРК рас-
считывали для каждого лота 
отдельно, при этом из анализа ис-
ключили пять лотов, содержащих 
менее пяти заявок, для остальных 
36 лотов оценивали достоверность 
КРК с использованием критиче-
ского значения r

s
 при заданном 

количестве заявок на лот. Отби-
рали значения ранговой корре-
ляции, достоверные при уровне 
значимости p > 0.95, и отобранные 
значения усредняли по всем ло-
там. Средние значения наносили 
на график в соответствии с удель-
ными весами критерия «качество 
работ», для которых моделирова-
ли рейтинги. На графике методом 
наименьших квадратов находили 
два аппроксимирующих урав-
нения, соответствующих линей-
ным участкам зависимости КРК 
от удельного веса. Уравнения ре-
шали в системе для определения 
значения удельного веса крите-
рия «качество работ», при превы-
шении которого КРК существен-
но не возрастает при увеличении 
удельного веса.

Приведенные в протоколах оцен-
ки и сопоставления заявок данные 
отображены на рис. 1 в виде гисто-
граммы, показывающей количество 
поступивших заявок для диапазо-
нов снижения цены. Менее 5% зая-
вок (21 предложение из 421 заявки) 
поступило без снижения цены, т.е. 
стоимость работ соответствовала 
начальной (максимальной) цене 
государственного контракта. Более 
чем у 95 заявок (22.6%) снижение 
цены превысило 50%. Средний по-
казатель снижения цены составил 
30% для всех проанализированных 
заявок.

Как видно из гистограммы 
(рис. 1), распределение заявок 
имеет три четко выраженных 
пика, соответствующих сниже-
нию цены на 15, 30 и 50%. Наличие 
пиков позволяет обсудить общие 
предпосылки, лежащие в основе 
принятия участником решения 
о стоимости своей работы. Мож-
но допустить, что снижение цены 
до 15%, наблюдавшееся в 155 за-
явках, некритично для научной 
части работы и может быть до-
стигнуто административным 
решением об уменьшении на-
кладных расходов (покрытие на-
кладных расходов из собственных 
средств участника размещения 
заказа). Снижение ценового пред-
ложения на 30% может указывать 
на возможность методического 
и ресурсного задела у заявителя, 
например запаса расходных ма-
териалов или реагентов, достаточ-
ных для обеспечения НИР. В диа-
пазон снижения цены от 15 до 30% 
включительно вошло 119 заявок 
(т.е. 28% от общего числа). Сле-
дующая категория включает 96 
заявок, в которых снижение цены 
составляло от 30 до 50%. В данном 
случае следует предположить, 
что снижение цены будет сказы-
ваться на качестве предложения 
о выполнении работ. Наконец, 

на гистограмме видна группа из 51 
заявки, где цена снижена более 
чем на 50%. Таких заявок вдвое 
меньше, чем в каждой из преды-
дущих категорий. Это означает, 
что тактика снижения цены в два 
и более раз выпадает из общих 
представлений, которых придер-
живаются участники размещения 
заказа при оценке стоимости на-
учной работы.

Анализ сведений, опубликован-
ных в составе протоколов конкурс-
ной комиссии, позволяет получить 
представления об активности 
и эффективности участников раз-
мещения заказа. Наибольшее 
число заявок поступило от участ-
ников с низкой активностью, ко-
торые подавали в большинстве 
случаев одну, в ряде случаев – две 
заявки. Как видно из гистограммы 
на рис. 2, таких участников было 
132, т.е. значительно больше по-
ловины. Данных по одной-двум 
заявкам недостаточно для стати-
стического анализа. Кроме того, 
как видно на рис. 2, участники, 
проявившие низкую активность 
участия в конкурсах, редко при-
знаются победителями. Возмож-
но, единичные заявки поступают 
от учреждений, профиль деятель-
ности которых не вполне отвечает 
приоритетам критических тех-

Рис. 1. Распределение заявок на выполнение НИР в зависимости от степе-
ни снижения цены по отношению к максимальной цене конкурсного лота. 
Стрелками отмечены пиковые значения.
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явки, характерна высокая эффек-
тивность (рис. 2). У участников, 
которые подали три-четыре за-
явки, эффективность превысила 
40%, т.е. практически половина за-
явок выигрывала конкурс. Можно 
сделать вывод, что работа учреж-
дения по нескольким тематикам 
повышает конкурентоспособ-
ность и, скорее всего, именно та-
кие участники размещения заказа 
в наибольшей степени оказывают 
влияние на развитие приоритет-
ного направления «Живые систе-
мы» («Науки о жизни») в стране. 
Исходя из приведенных сообра-
жений, в дальнейшем анализи-
ровали данные о качестве заявок 
активных участников заказа, по-
давших три и более заявки. Всего 
таких участников оказалось 49.

Прежде чем перейти к анализу 
качества заявок, следует отметить 
взаимосвязь между категориями 
экспертных оценок качества. На-
пример, техническая характе-
ристика продукции коррелирует 
с профессиональной репутацией 
коллектива (R2 = 0.74; n = 421), 
а репутация, в свою очередь, за-
висит от опыта выполнения работ 
(R2 = 0.73; n = 421). Такая корреля-
ция вполне закономерна, что по-
зволило в дальнейшем исполь-
зовать сумму баллов всех трех 
экспертных категорий в качестве 
единой оценки научной составля-
ющей проекта, представленного 
на конкурс.

На рис. 3 приведены данные, 
демонстрирующие корреляцию 
между научной составляющей 
конкурсных проектов и сниже-
нием цены заявок. Зависимость 
получена для 105 победивших 
в конкурсе заявок, поступивших 
от отобранных 49 активных участ-
ников. Если у нескольких заявок 
оценки научной составляющей 
совпадали, то соответствующие 
таким заявкам значения сни-
жения цены усредняли (исклю-
чая выбросы). Поэтому, напри-
мер, наименьшее снижение цены 
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Рис. 2. Распределение значений активности и эффективности участников 
размещения заказа по «зонтичным» лотам. Активность – число заявок, 
поданных участником размещения заказа за анализируемый период вре-
мени, эффективность – отношение числа «победивших» заявок к общему 
числу поданных участником заявок.

Рис. 3. Линейная аппроксимация зависимости между экспертной оценкой 
качества (V) и снижением цены заявки (С). Каждая точка соответствует 
одному участнику конкурса, соответствующие значения снижения цены 
и качества усреднены по победившим заявкам.
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нологий либо связан с узкона-
правленной научной деятельно-
стью. Замкнутость на узком круге 
специфичных задач снижает кон-
курентоспособность единичных 

заявок, что отражается на низкой 
эффективности участников, пода-
вших по одной заявке – 23.5%.

Для участников размещения 
заказа, подавших три и более за-
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по данным рис. 3 составляет 9% (а 
не 0%, как следует из гистограммы 
на рис. 1). 

Аппроксимация данных ли-
нейной зависимостью, согласно 
формуле (2), позволила устано-
вить значение свободного члена 
V = 96 и поправочного множителя 
а = -0.787 и записать следующее 
выражение для расчета скоррек-
тированной оценки научной со-
ставляющей V':

          V' = 96 – 0.787 × C.  (5)

Свободный член в формуле – это 
значение, предельное для балльной 
оценки научной составляющей за-
явки. Значение, полученное по ре-
зультатам аппроксимации, прак-
тически совпадает с максимумом 
суммы баллов 100, установленным 
конкурсной документацией. Под-
ставляя в формулу (5) значения, 
показанные на рис. 3, можно най-
ти точку V = 47; C = 60%, при ко-
торой скорректированная оценка 
научной составляющей равняется 
нулю. Это означает, что для зая-
вок, цена которых снижена на 60% 
и более, риски ненадлежащего ка-
чества выполнения работ настоль-
ко высоки, что реализовать проект, 
по мнению экспертов, невозможно 
в принципе.

Полученные в результате ап-
проксимации скорректированные 
оценки научной составляющей 
подставляли в формулу (3) и рас-
считывали для каждой заявки 
общий балл, суммирующий пока-
затели «качество заявки» и «сни-
жение цены». Заявки, поданные 
на каждый лот, пересчитывали 
в соответствии со значениями 
общего балла. Полученное ран-
жирование заявок рассматривали 
как экспертный рейтинг, т.е. рей-
тинг, порядок следования заявок 
в котором отражает коллективное 
мнение экспертов о зависимости 
между ценой заявки и ее каче-
ством.

Экспертный рейтинг сравни-
вали с модельными рейтингами, 
полученными при различных 
значениях весов критериев цены 
и качества, например брали в ка-
честве весов значения 0.4 и 0.6 со-
ответственно. Веса использовали 
для расчета нового значения ито-
говой балльной оценки для всех 
заявок, после чего располагали 
заявки в составе каждого лота 
по мере уменьшения баллов. Такой 
модельный рейтинг сопоставляли 
с экспертным рейтингом, получен-
ным с применением поправочного 
коэффициента. Сравнение про-
водили с использованием коэф-

фициента ранговой корреляции 
Спирмена (КРК), чувствительно-
го к порядку следования элемен-
тов в отсортированных списках. 
В рассматриваемом случае, когда 
вес критерия качества задавали 
равным 0.6, значение КРК соста-
вило 0.865. Это значение указыва-
ет, что порядок следования заявок 
в экспертном рейтинге хорошо 
совпадает с модельным рейтин-
гом при заданном соотношении 
цена/качество.

В другом случае, когда, напри-
мер, при построении модельного 
рейтинга вес качества составлял 
только 0.4, а вес цены – 0.6, зна-
чение КРК было равно 0.75, т.е. 
существенно ниже, чем при рас-
смотренном ранее соотношении 
цена/качество 0.4/0.6. 

На рис. 4 показаны значения 
КРК для 11 модельных рейтин-
гов, полученных при варьирова-
нии соотношении цена/качество. 
По оси ординат отмечены зна-
чения весов критерия качества 
в модельном рейтинге заявок, а по 
оси абсцисс – значения КРК, по-
лученные в результате сравнения 
модельных рейтингов с эксперт-
ным. На рис. 4 прослеживается 
четкая зависимость увеличения 
КРК по мере возрастания удель-
ного веса качества при расчете 
итоговой оценки заявок. Увеличе-
ние значения коэффициента кор-
реляции продолжается до уровня 
значений критерия «качество» 
0.7, при котором КРК становит-
ся больше 0.9. Дальнейшее уве-
личение веса критерия качества 
не сказывалось существенным об-
разом на значении КРК.

Как пример, на рис 4. показаны 
аппроксимирующие линии, пере-
секающиеся в точке с координа-
той по оси абсцисс 0.703(3). Наклон 
прямой, аппроксимирующий пла-
то на графике, может варьировать 
в зависимости от количества то-
чек, используемых для построения 
уравнения. Динамика увеличения 
КРК изменяется до достижения 

Рис. 4. Зависимость ранговой корреляции экспертного рейтинга с модель-
ными рейтингами, полученными при различных весах критерия оценки 
качества заявок.
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уровня 0.7, поэтому данную ве-
личину целесообразно принять 
в качестве наименьшего значе-
ния веса, при котором достигается 
оптимальное совпадение модель-
ного и экспертного рейтинга. 

ВЫВОдЫ 
Существует обратно пропор-
циональная зависимость между 
ценой и качеством работ, пред-
лагаемых участниками конкур-
сов на НИР. Выполнение пред-
лагаемых работ невозможно 
осуществить при планируемой 

стоимости 60% и ниже началь-
ной цены, предусмотренной кон-
курсной документацией. Законо-
дательно закрепленный способ 
оценки и сопоставления заявок 
при размещении заказов на НИР 
не позволяет экспертам отдавать 
предпочтение заявкам участни-
ков размещения заказов, пред-
полагающих проведение более 
качественных НИР. Эвристиче-
ским моделированием показано, 
что при ранжировании конкурс-
ных заявок на НИР оптимальное 
соотношение цена/качество (т.е. 

получение конкурентоспособных 
результатов при заданных объе-
мах затрат бюджетных средств) 
будет достигаться при соотноше-
нии веса критериев цена и каче-
ство 0.30/0.70 соответственно. 

Авторы выражают 
благодарность членам Рабочей 

группы по приоритетному 
направлению «Живые системы» 

и К. Тимирбаеву (корпорация 
«МетаСинтез») за участие 

в обсуждении статьи. 
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Эскорт-аптамеры: новые инструменты 
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РЕФЕРАТ Эскорт-аптамеры – фрагменты ДНК или РНК, которые обладают высоким сродством к определен-
ным белкам на клеточной поверхности и могут использоваться для адресной доставки различных агентов 
в клетки конкретного типа. В обзоре обсуждены характерные особенности получения эскорт-аптамеров 
методом SELEX, рассмотрены методы селекции эскорт-аптамеров с использованием в качестве мишеней 
отдельных белков клеточной поверхности, фрагментов клеток, живых эукариотических клеток, бактерий. 
Отдельное внимание уделено дизайну и химическим модификациям эскорт-аптамеров. Описаны различные 
аспекты применения эскорт-аптамеров: направленная доставка малых интерферирующих РНК (siRNA), 
наночастиц, токсинов, фотореагентов и др.; идентификация специфических клеточных маркеров; детекция 
или выделение клеток определенного типа. Обсуждаются перспективы использования эскорт-аптамеров 
при разработке новых лекарственных средств и диагностических систем.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА метод SELEХ, НК-аптамеры, эскорт-аптамеры, специфическое связывание с клетками, 
направленная доставка в клетки, детекция клеток.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ дцДНК – двухцепочечная ДНК; оцДНК – одноцепочечная ДНК; ПСМА – простат-
специфичный мембранный антиген; ПЦР – полимеразная цепная реакция; IC50 – концентрация препара-
та, необходимая для подавления роста 50% клеток; Kd – кажущаяся константа диссоциации комплекса 
аптамер–мишень; LNA (Locked Nucleic Acids) – конформационно ограниченные нуклеиновые кислоты; 
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) – систематическая эволюция лигандов 
путем экспоненциального обогащения; siRNA (small interfering RNA) – малые интерферирующие РНК.

ВВЕдЕНИЕ
Аптамеры (от лат. aptus – подходить) – одноцепо-
чечные молекулы ДНК и РНК, способные специфи-
чески узнавать определенные соединения благодаря 
уникальной пространственной структуре. Методы 
селекции in vitro, позволяющие получать нуклеи-
новые кислоты с заданными свойствами, были опи-
саны независимо тремя группами исследователей 
в 1990 г. В работе A. ellington и J. Szostak [1] получе-
на молекула РНК, способная специфично связывать 
органический краситель. c. tuerk и L. Gold описали 
селекцию молекул РНК, способных связывать ДНК-
полимеразу фага Т4, и назвали разработанный ме-
тод SeLeX (Systematic evolution of Ligands by ex-
ponential enrichment – систематическая эволюция 
лигандов путем экспоненциального обогащения) [2], 
а D. robertson и G. Joyce использовали селекцию in 
vitro для конверсии рибозима группы I из рибону-

клеазы в дезоксирибонуклеазу [3]. В течение следу-
ющих двух десятилетий эта область стремительно 
развивалась, совершенствовались методы отбора ап-
тамеров и подходы к их дизайну. В настоящее время 
получено большое количество аптамеров, способных 
высокоспецифично связывать самые разнообразные 
мишени (см. обзоры [4–7]). Благодаря своим уникаль-
ным свойствам – высокой аффинности и селектив-
ности связывания молекулы-мишени – аптамеры 
находят широкое применение в разнообразных об-
ластях исследований. В частности, на их основе мо-
гут быть получены высокоэффективные специфич-
ные ингибиторы белков-мишеней, которые могут 
использоваться для создания новых лекарственных 
средств. На данный момент ряд аптамеров прохо-
дит различные стадии клинических испытаний [8], 
а препарат Macugen (компании «eyetech Pharmaceu-
ticals» и «Pfizer») на основе аптамера, связывающего 
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человеческий фактор роста сосудистого эндотелия 
(VeGF), утвержден в качестве средства, эффектив-
ного при возрастной макулодистрофии [9, 10]. 

Одно из наиболее интересных и перспективных 
направлений в этой области – создание аптамеров, 
способных специфично узнавать клетки определен-
ного типа благодаря связыванию с теми или иными 
доминантами на их поверхности. В обзоре B. Hicke 
и соавт. [11] такие соединения были названы эскорт-
аптамерами. Использование эскорт-аптамеров 
в качестве «адресующей» части открывает широкие 
возможности для направленной доставки агентов 
различной природы в клетки определенного типа. 
В настоящее время получено большое число эскорт-
аптамеров, направленных на самые разнообразные 
клетки-мишени, и описан широкий спектр их при-
ложений для специфического воздействия на клет-
ки, диагностики и выделения клеток. Представлен-
ный обзор посвящен селекции, дизайну и различным 
аспектам применения эскорт-аптамеров. 

ПОЛУЧЕНИЕ АПТАМЕРОВ МЕТОдОМ  
СЕЛЕКЦИИ in vitro

Общая схема метода SELEX
ДНК- и РНК-аптамеры получают селекцией in vitro 
из комбинаторных библиотек нуклеиновых кислот. 

Классическая библиотека представляет собой набор 
олигонуклеотидов с рандомизированной областью 
из 20–60 нуклеотидов, фланкированной констант-
ными участками, необходимыми для связывания 
с праймерами и амплификации ДНК с помощью 
ПЦР. В настоящее время при отборе аптамеров ши-
роко используют как оцДНК-, так и РНК-библиотеки. 
РНК-аптамеры за счет 2'-ОН-групп способны обра-
зовывать больше разнообразных пространственных 
структур, чем ДНК-аптамеры. Однако при этом РНК-
аптамеры более чувствительны к действию клеточ-
ных нуклеаз и нуждаются во введении дополнитель-
ных защитных групп [12].

оцДНК-библиотеки получают стандартными мето-
дами химического синтеза олигодезоксирибонуклео-
тидов, используя при синтезе рандомизированного 
участка смесь всех четырех мономеров. Для получе-
ния РНК-библиотеки сначала проводят химический 
синтез оцДНК-библиотеки, содержащей в 5'-кон-
цевой области промоторную последовательность 
для Т7-РНК-полимеразы, а затем на матрице оцДНК 
получают дцДНК, которую используют для синтеза 
РНК методом транскрипции in vitro. Общая схема ме-
тода SeLeX для ДНК-библиотек состоит из следую-
щих стадий: инкубирование библиотеки с мишенью, 
отделение комплексов олигонуклеотид–мишень 
от несвязавшихся олигонуклеотидов, разрушение 

А ДНК-библиотекаБ

Мишень

Удаление  
несвязавшихся 
молекул ДНКРазрушение  

комплекса 
мишень–ДНК

ПЦР

 ДНК-библиотека
Транскрипция

РНК-библиотека

Мишень

Удаление  
несвязавшихся  
молекул РНК

Разрушение  
комплекса 
мишень–РНК

ОТ-ПЦР

Транскрипция

Рис. 1. Общая схема отбора аптамеров методом SELEX с использованием ДНК- (А) и РНК-библиотек (Б).
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комплексов олигонуклеотид–мишень и амплифика-
ция связавшихся молекул (рис. 1А). При отборе РНК-
аптамеров в SeLeX включаются дополнительные 
стадии наработки РНК-библиотеки по матрице ДНК, 
обратной транскрипции связавшихся молекул РНК 
для получения кДНК и ее последующей амплифика-
ции (рис. 1Б).

В процессе отбора происходит обогащение би-
блиотеки последовательностями, имеющими повы-
шенное сродство к мишени. Как правило, для по-
лучения аптамеров проводят от 5 до 15 раундов 
селекции в зависимости от значений константы дис-
социации комплекса аптамер–мишень. После того 
как константа диссоциации перестает снижаться 
(т.е. сродство библиотеки к мишени перестает 
увеличиваться), обогащенную библиотеку клонируют 
и определяют последовательности индивидуальных 
аптамеров. Затем анализируют гомологию между 
индивидуальными аптамерами, по результатам 
анализа аптамеры группируют в несколько классов 
и оценивают их способность взаимодействовать 
с мишенью. Для дальнейших исследований отбирают 
последовательности с максимальным сродством 
к мишени. Вторичную структуру аптамеров изучают 
с использованием анализа консервативных мотивов, 
компьютерного моделирования, химического 
и ферментативного пробинга. На следующем 
этапе определяют минимальный размер аптамера, 
необходимый для специфичного узнавания мишени. 
С этой целью синтезируют серию укороченных 
вариантов аптамера и определяют их способность 
связываться с мишенью. 

Как правило, аптамеры обладают высоким 
сродством к своим мишеням. Характерные значения 
константы диссоциации (Кd

) для белковых мишеней 
лежат в наномолярном и субнаномолярном 
диапазоне (1 ×  10–10–1 ×  10–7 М).  По своей 
аффинности и специфичности аптамеры сравнимы 
с моноклональными антителами, но при этом они 
обладают целым рядом выгодных отличий (см. 
табл. 1), среди которых стоит особо выделить 
возможность химического синтеза и химической 
модификации аптамеров.

Химические модификации аптамеров
Введение в состав эскорт-аптамеров различных 
модификаций позволяет существенно повысить их 
стабильность в биологических средах, а также дает 
возможность дополнительной функционализации ап-
тамеров. Наиболее распространенная модификация, 
используемая для повышения устойчивости аптаме-
ров, – введение различных заместителей по 2'-по-
ложению рибозы (рис. 2), позволяет защитить апта-
меры от расщепления эндонуклеазами. Как правило, 

такого рода модификации используют для защи-
ты эскорт-РНК-аптамеров, в то время как эскорт-
ДНК-аптамеры чаще применяют без дополнитель-
ных модификаций. Основным путем деградации 
РНК-аптамеров в биологических средах являет-
ся их расщепление пиримидиновыми эндорибону-
клеазами, поэтому уже на стадии конструирования 
комбинаторных РНК-библиотек для отбора эскорт-
аптамеров пиримидиновые нуклеозиды в их соста-
ве заменяют их 2'-фтор- и 2'-амино-аналогами, ис-
пользуя при синтезе библиотеки соответствующие 
модифицированные нуклеозидтрифосфаты. Для их 
включения в растущую цепь РНК может быть ис-
пользована t7-РНК-полимераза [13] или ее мутант-
ная версия, способная включать эти 2'-модифици-
рованные нуклеозидтрифосфаты в РНК с большей 
эффективностью [14]. Существует также мутантная 
РНК-полимераза, включающая в РНК 2'-О-метил-
аналоги нуклеозидтрифосфатов [15, 16], однако из-за 
проблем, связанных с реакцией обратной транскрип-
ции 2'-О-метилсодержащих РНК, использование 
2'-О-метил-РНК-библиотек непосредственно в про-
цессе селекции пока не получило широкого распро-
странения [4]. 

Для получения 2'-O-метилсодержащих аптамеров 
часть рибонуклеотидов в составе РНК-аптамера за-
меняют их 2'-О-метил-аналогами уже после отбора 

2’-фтор 2’-амино

2’-О-метил LNA

3’-3’-фосфоди-
эфирная связь  

(...N
3’-3’

T)

Гексаэтиленгликолевый линкер

Рис. 2. Химические модификации рибозофосфатного 
остова, используемые для повышения устойчивости 
эскорт-аптамеров в биологических средах.
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аптамеров и установления их нуклеотидной после-
довательности. Также для повышения устойчивости 
аптамеров с уже известной последовательностью 
в их состав вводят 2'-О, 4'-С-метиленбициклические 
нуклеотиды (LnA, locked nucleic acids), причем 
эту модификацию используют как в РНК- [17], 
так и в ДНК-аптамерах [18]. С целью минимизации 
длины аптамеров и одновременного повышения их 
устойчивости к эндонуклеазам может быть исполь-
зована замена части нуклеотидов гибким линкером 
на основе этиленгликоля [18, 19]. Для защиты апта-
меров от расщепления 3'-экзонуклеазами использу-
ют кепирование 3'-конца дополнительным остатком 
тимидина, присоединенным 3'-3'-фосфодиэфирной 
связью [17, 19]. 

Для введения в состав аптамеров дополнительных 
функциональных групп в ходе селекции использу-
ют либо модифицированные нуклеозидтрифосфа-
ты, либо модифицируют уже «готовые» аптамеры 
(см. обзор [4]). В случае эскорт-аптамеров наиболее 
распространено введение на 5'- или 3'-конец апта-
мера алифатической амино- или сульфгидрильной 
группы, что позволяет синтезировать разнообразные 
конъюгаты аптамеров с токсинами, антибиотиками, 
флуоресцентными или фотореакционноспособными 
группами, наночастицами и др. (см. раздел «Приме-
нение эскорт-аптамеров»). 

Необходимо учитывать, что введение модифи-
каций в уже «готовый» аптамер может привести 
к значительным изменениям конформации молеку-
лы и понизить сродство аптамера к мишени. Поэто-
му в каждом случае надо тщательно выбирать вид 
и положение таких модификаций и дополнительно 

исследовать их влияние на сродство аптамера к ми-
шени.

ПОЛУЧЕНИЕ ЭСКОРТ-АПТАМЕРОВ
В качестве мишеней при отборе эскорт-аптамеров 
методом селекции in vitro используют индивиду-
альные белки клеточной поверхности или же целые 
клетки. Использование клеток в качестве мишеней 
обладает рядом преимуществ по сравнению с исполь-
зованием очищенных белков:

– отсутствует необходимость наработки чистого 
белка, служащего мишенью;

– полученные аптамеры обладают высоким срод-
ством к целевым клеткам;

– можно проводить селекцию на клетку в целом, 
даже если конкретный поверхностный белок-мишень 
заранее не известен;

– появляется возможность идентификации новых, 
ранее неизвестных специфических маркеров на по-
верхности клеток.

Для протокола клеточной селекции эскорт-
аптамеров характерны свои особенности. Одну 
из ключевых проблем при использовании клеток 
в качестве мишеней представляет огромное число по-
верхностных доминант – как уникальных для данно-
го типа клеток, так и общих для клеток многих типов. 
Чтобы исключить из отбора неспецифические апта-
меры, связывающиеся с общими для многих типов 
клеток молекулярными мишенями, в SeLeX вводят 
дополнительную стадию контрселекции, или нега-
тивной селекции. Так, при отборе аптамеров, способ-
ных связываться с тем или иным белком на поверх-
ности клеток, используют две клеточных линии, одна 

Таблица 1. Сравнение свойств НК-аптамеров и моноклональных антител

Аптамеры Моноклональные антитела

Способ отбора Селекция in vitro Гибридомная технология, включающая имму-
низацию животных 

Способ синтеза Химический или ферментативный 
синтез

Производство с использованием клеточных 
культур или лабораторных животных

Ограничения  
на молекулы-мишени Отсутствуют Невозможно получить антитела на неиммуно-

генные или токсичные соединения

Сродство к мишени K
d
 ≈ 10-10–10-7 M K

d
 ≈ 10-10–10-7 M

Специфичность Высокая Высокая

Стабильность Могут ренатурировать после нагрева-
ния, возможно длительное хранение

Необратимая денатурация при нагревании, 
более чувствительны к условиям хранения

Иммуногенность Не показана Высокая 

Возможности введения  
химических модификаций Широкие Ограниченные
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из которых (клетки-мишени) экспрессирует нужный 
белок, а вторая (контрольные «негативные» клетки) 
представляет собой клетки того же типа, не экспрес-
сирующие этот белок. Последовательная инкубация 
библиотеки нуклеиновых кислот с контрольными 
клетками и клетками-мишенями позволяет отобрать 
те последовательности, которые связывают на по-
верхности клеток только нужный белок.

Общая схема клеточной селекции эскорт-
аптамеров (на примере РНК-библиотеки) представ-
лена на рис. 3. Исходную библиотеку олигонуклеоти-
дов инкубируют с контрольными клетками, отделяют 
несвязавшиеся молекулы, затем инкубируют их 
с клетками-мишенями и снова отделяют несвязав-
шиеся молекулы. После этого клетки разрушают, вы-
деляют связавшиеся аптамеры, амплифицируют их 
и используют на следующем раунде селекции. 

Впервые использование клеток в качестве мише-
ней для селекции in vitro описано в работе K. Mor-
ris и соавт. [20], в которой получены ДНК-аптамеры, 
узнающие тени эритроцитов человека – клетки, 
лишенные гемоглобина, но сохраняющие мембрану 
той же формы, что и нативные эритроциты. Для по-
лучения аптамеров оцДНК-библиотеку инкубиро-
вали с клетками-мишенями, связавшиеся после-
довательности отделяли с помощью фильтрования 
на нитроцеллюлозных фильтрах, а затем получен-

ный набор молекул ДНК амплифицировали и ис-
пользовали в следующем раунде селекции. После 25 
раундов селекции два аптамерных мотива составля-
ли около 25% от всего числа клонов. С использовани-
ем фотоактивируемых фенилазидных группировок, 
введенных в состав этих двух аптамеров, показано, 
что они связывают различные молекулярные мишени 
на клеточной поверхности. Эта работа стала первым 
примером использования комбинаторных библиотек 
нуклеиновых кислот для отбора аптамеров на такие 
сложные объекты, как клеточная мембрана.

Аптамеры, узнающие злокачественные клетки
Подавляющее большинство работ по отбору ап-
тамеров к живым клеткам посвящено поиску по-
следовательностей, способных специфично свя-
зываться со злокачественными клетками. Так, 
в работе S. Lupold и соавт. [21] описано получение 
2'-F-модифицированных РНК-аптамеров, способных 
связывать простатспецифичный мембранный антиген 
(ПСМА). Этот белок, расположенный на поверхности 
клеточной мембраны, является маркером опухоле-
вых клеток предстательной железы. Клетки здоро-
вых тканей характеризуются очень низким уровнем 
ПСМА, а при развитии злокачественных опухолей 
его уровень значительно возрастает. В качестве ми-
шени при получении аптамеров использовали не це-

Рис. 3. Схема се-
лекции in vitro 
на клетки с исполь-
зованием страте-
гии негативной се-
лекции на примере 
РНК-библиотеки. 

РНК-библиотека

«Негативные» 
клетки

Негативная 
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лые опухолевые клетки, а рекомбинантный белок, со-
ответствующий внеклеточному домену ПСМА. Уже 
после шести раундов селекции обогащенная библио-
тека на 95% состояла из двух последовательностей 
РНК (A9 и A10). В результате минимизации длины 
аптамера A10 получен 56-звенный аптамер A10-3, 
на 3'-конец которого для защиты от экзонуклеаз че-
рез 3'-3'-фосфодиэфирную связь введен дополни-
тельный остаток тимидина. Показано, что этот апта-
мер специфически связывается с раковыми клетками 
LncaP, экспрессирующими ПСМА, и не связывается 
с клетками РС-3 рака предстательной железы, в ко-
торых этот белок не экспрессируется. 

Использование в качестве мишеней фрагментов 
индивидуальных поверхностных белков описано 
и в работах c. Ferreira и соавт. [22–24], посвященных 
отбору ДНК-аптамеров к опухолевому маркеру – по-
верхностному гликопротеину муцину (Muc1), гипер-
экспрессия которого характерна для раковых клеток. 
Мишенями для отбора служили иммуногенные син-
тетические пептиды – фрагменты муцина, иммоби-
лизованные на колонке с функционализированной 
сефарозой. После 10 раундов селекции получили 12 
аптамерных последовательностей, одна из которых 
(аптамер S1.3/S2.2) обладала способностью связы-
ваться с опухолевыми клетками, продуцирующими 
муцин [23]. Этим же способом, но с использованием 
в качестве мишени рекомбинантного муцина, полу-
чены еще четыре ДНК-аптамера [22]. Наиболее удач-
ным оказался третий вариант, отобранный на ми-
метик муцина, О-гликозилированный пептид [24]. 
Полученный этим способом ДНК-аптамер 5TRG2, 
обладающий наиболее высоким сродством к пептиду-
мишени (Kd

 = 18.6 нМ), был способен не только селек-
тивно связываться с муцином на поверхности клеток, 
но и проникать внутрь клеток за счет рецептор-
опосредованного эндоцитоза.

Надо отметить, что более надежным и эффек-
тивным способом получения аптамеров, способных 
связываться с белками на клеточной поверхности, 
считается селекция на целые клетки. Так, в рабо-
те D. Daniels и соавт. [25] описана селекция ДНК-
аптамеров, способных связываться с поверхностью 
клеток глиобластомы u251. После 21 раунда селек-
ции был отобран аптамер GBI-10, который вместе со 
своими гомологами составлял около 10% от всего ко-
личества отобранных последовательностей. Методом 
аффинной очистки клеточного экстракта с использо-
ванием иммобилизованного на магнитных частицах 
аптамера GBI-10 было установлено, что его мишенью 
является тенасцин С (tn-c) – белок, локализован-
ный преимущественно во внеклеточном матриксе, 
гиперэкспрессия которого характерна для широко-
го спектра опухолей. Селекцию вели при 4°c, чтобы 

избежать проникновения аптамеров внутрь кле-
ток, а также снизить степень деградации аптаме-
ров. Кажущаяся константа диссоциации комплекса 
аптамер–тенасцин С в этих условиях составляла 
150 нМ, а при повышении температуры от 4 до 37°c 
значение Kd

 увеличивалось примерно на порядок. 
Образующие значительно более стабильные ком-

плексы 2'-F-РНК-аптамеры к тенасцину С были по-
лучены с применением трех параллельных прото-
колов селекции in vitro. В первом случае в качестве 
мишени использовали рекомбинантный белок, во вто-
ром – клетки глиобластомы u251, а в третьем слу-
чае использовали перекрестную селекцию, в рамках 
которой после 9 раундов селекции на клетки глио-
бластомы проводили два дополнительных раунда 
селекции на белок tn-c [19]. Для повышения устой-
чивости в биологических средах все пиримидиновые 
нуклеозиды в составе РНК-библиотеки заменили их 
2'-F-аналогами. Аптамеры, отобранные всеми тремя 
способами, обладали достаточно высоким сродством 
к tn-c (K

d
 = 1–10 нМ), причем аптамеры, получен-

ные селекцией на индивидуальный белок, и апта-
меры, полученные селекцией на клетки, содержали 
сходные последовательности. 55-Звенный аптамер 
TN-9 был укорочен на 16 нуклеотидов, а в его состав 
ввели ряд дополнительных химических модифи-
каций: заменили несколько нуклеотидов гексаэти-
ленгликолевым линкером, большинство пуриновых 
остатков 2'-O-метил-аналогами, кепировали 3'-конец 
остатком тимидина, присоединенного 3'-3'-фосфо-
диэфирной связью, и ввели на 5'-конец аминогруппы 
для создания биоконъюгатов. Полученный модифи-
цированный аптамер ТТА1 (рис. 4) сохранял высокое 
сродство к белку-мишени (K

d
 = 5 нМ) и обладал вы-

сокой биологической стабильностью. 

Рис. 4. Предполагаемая вторичная структура модифи-
цированного аптамера ТТА1, связывающегося с тенас-
цином С [19]. Обозначения:  
NF – 2'-фтор-2'-дезоксирибонуклеотид,  
Nm – 2'-О-метилрибонуклеотид, NH

2
 – остаток амино-

гексанола, L – гексаэтиленгликольфосфатный линкер. 
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W. tan с сотр. получили ДНК-аптамеры, связы-
вающиеся с клетками ccrF-ceM Т-клеточного лей-
коза [26]. В качестве контрольных клеток на стадии 
контрселекции использовали В-клетки лимфомы 
Беркитта (так называемые ramos-клетки). Полу-
ченные высокоаффинные аптамеры были способны 
не только селективно связывать клетки-мишени 
ccrF-ceM, но и распознавать их в смеси с опухо-
левыми клетками других линий, а также с клетка-
ми костномозговой жидкости здоровых людей [27]. 
Оказалось, что 88-звенный аптамер sgc8, обладаю-
щий наибольшим сродством к клеткам-мишеням 
(K

d
 = 0.8 нМ), связывается на их поверхности с ти-

розиновой протеинкиназой 7 (РТК-7) [28], которая 
участвует в процессах передачи сигнала при разви-
тии и метастазировании злокачественных опухолей. 
Кроме того, аптамер sgc8 способен проникать внутрь 
клеток ccrF-ceM, где он затем локализуется в эн-
досомах [29]. В результате минимизации нуклеотид-
ной последовательности аптамера sgc8 и введения 
в его структуру химических модификаций (рис. 5) 
получен содержащий 33 нуклеотида и линкер апта-
мер C8FL, обладающий исключительной устойчиво-
стью к нуклеазам сыворотки и высоким сродством 
к клеткам-мишеням (K

d
 = 1.53 нМ) [18].

В 2009 г. A. ellington с сотр. [30] изучили специ-
фичность связывания ряда клеточных аптамеров 
и, в частности, показали, что аптамеры к клеткам 
ccrF-ceM способны узнавать злокачественные 
клетки других типов, для которых характерна спо-
собность формировать монослой. Авторы предполо-
жили, что полученные в работах W. tan с сотр. [26–
29] аптамеры специфично узнают не клетки лейкоза 
определенного типа, а клетки, способные к адгезии. 
В пользу этого предположения приведены следую-
щие аргументы: 1) тирозиновая протеинкиназа 7 
(PtK-7) участвует в процессах клеточной адгезии; 2) 
в ходе селекции мишенями служили клетки ccrF-
ceM, способные к образованию монослоя, а негатив-
ным контролем для контрселекции – ramos-клетки, 
которые монослой не образуют, т.е. потенциально су-
ществовала возможность отбора аптамеров к клет-
кам, способным к адгезии. Надо отметить, однако, 
что в описанных выше опытах использовали не апта-
мер sgc8, а гомологичный ему sga16, сродство которо-
го к клеткам-мишеням на порядок ниже, чем у sgc8. 
Таким образом, нельзя однозначно утверждать, 
что все полученные в работах W. tan с сотр. [26–29] 
аптамеры неспецифичны по отношению к клеткам 
ccrF-ceM.

ramos-клетки W. tan с сотр. [31, 32] использо-
вали не только в качестве контрольных клеток, 
но и как мишени для отбора, причем в этом случае 
стадия контрселекции в цикл SeLeX не входила [31]. 

Было показано, что молекулярной мишенью аптаме-
ров на поверхности ramos-клеток служит связанная 
с мембраной тяжелая цепь иммуноглобулина М [32]. 
Существенным недостатком этих аптамеров была 
их способность связываться с клетками-мишенями 
только при пониженных температурах (селекцию 
проводили при 4°С), а также потенциальная воз-
можность связывания не только IgM на клеточной 
поверхности, но и растворимых IgM в плазме крови. 
Для решения этих проблем проведена минимизация 
структуры аптамера TD05 (укорочение нуклеотид-
ной последовательности с 48 до 37 нуклеотидов) в со-
четании с заменой четырех дезоксирибонуклеотидов 
с 3'-конца их LnA-аналогами [33], а затем на осно-
ве «укороченных» модифицированных аптамеров 
TD05.17 созданы три- и тетрамерные конструкции, 
в которых аптамерные последовательности соедине-
ны ненуклеотидными полиэтиленгликолевыми встав-
ками (см., например, рис. 6). Полученные мультимеры 
специфично связывались с ramos-клетками при 37°С 
(Kd

 = 256 нМ для тримера и 272 нМ для тетрамера), 
узнавая тяжелые цепи IgM на клеточной поверхно-
сти, и не взаимодействовали с растворимыми IgM.

W. tan с сотр. получили также ДНК-аптамеры, 
способные различать две близкородственные линии 
клеток острого миелоидного лейкоза [34], клетки мел-
коклеточного и немелкоклеточного рака легкого [35], 
а также клетки рака печени и нормальные гепатоци-
ты [36]. 

M. Blank и соавт. [37] получены ДНК-аптамеры, 
которые селективно узнают микрососуды опухоли 
головного мозга крысы и не связываются со здоровы-
ми сосудами. В ходе исследования ДНК-библиотеку 
инкубировали сначала с контрольными клетками – 

Рис. 5. Предполагаемая вто-
ричная структура модифи-
цированного аптамера C8FL 
к клеткам CCRF-CEM [18]. 
Обозначения: L – гексаэти-
ленгликольфосфат, 
N* – LNA-нуклеотиды.
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микроглиальными клетками n-9 (моноциты мозга), 
а затем с клетками-мишенями – иммортализован-
ными эндотелиальными клетками YPen-1 крысы, 
трансформированными гибридным вирусом SV40. 
После селекции in vitro определяли специфичность 
связывания клеток-мишеней и контрольных клеток 
каждым клоном и проводили гистохимическое окра-
шивание опухолевых сосудов. Оказалось, что молеку-
лярной мишенью наиболее активного аптамера III.1 
(рис. 7) является эндотелиальный белок pigpen, син-
тез которого усиливается в мигрирующих и активно 
делящихся эндотелиальных клетках. По мнению ав-
торов, этот белок можно рассматривать в качестве 
нового диагностического маркера ангиогенеза, а так-
же потенциальной молекулярной мишени для блоки-
рования ангиогенеза опухолей. 

В 2011 г. опубликована работа e. Zueva и соавт. [38], 
посвященная поиску аптамеров, способных отличать 
высокоподвижные метастазирующие злокачествен-
ные клетки от злокачественных клеток с низкой 
подвижностью. Для отбора 2'-F-содержащих РНК-
аптамеров использовали две линии трансформи-
рованных фибробластов сирийского хомячка: кон-
трольную линию с низкой подвижностью и линию 
клеток-мишеней с высокой подвижностью. Аптамеры 
Е10 и Е37 специфично и с высоким сродством связы-
вались с метастазирующими клетками (значения Kd

 
составили 37 и 50 нМ соответственно) и в концентра-
ции 100 нМ подавляли миграцию клеток, а в случае 
аптамера Е10 – и клеточную инвазию. Показана спо-
собность аптамера Е37 проникать внутрь клеток. 

В работе J. Mi и соавт. [39] описан отбор аптамеров 
к клеткам метастазов колоректального рака в пе-
чень. Примечательно, что в процессе отбора исполь-
зовали не культуру клеток, а модельных животных: 

2'-F-содержащую РНК-библиотеку внутривенно 
вводили мышам с предварительно привитой опухо-
лью печени, а затем из печени выделяли связавшие-
ся 2'-F-РНК. Полученный аптамер 14-16 после вну-
тривенного введения мышам селективно связывался 
с внутрипеченочными опухолями. Этот аптамер об-
ладал способностью проникать внутрь опухолевых 
клеток и связываться в ядре и цитоплазме с гелика-
зой р68, гиперэкспрессия которой характерна для ко-
лоректального рака. На данный момент эта работа 
является единственным примером отбора аптамеров 
с использованием многоклеточных организмов.

Аптамеры, связывающиеся с поверхностными 
рецепторами клеток
Клеточные рецепторы считаются привлекательной 
терапевтической мишенью. Они могут быть ней-
трализованы с помощью аптамеров, блокирующих 
лиганд-индуцируемую активацию. Создание апта-
меров, способных специфически блокировать опре-
деленные рецепторы и «выключать» тем самым со-
ответствующие сигнальные пути, дает возможность 
как изучения молекулярных механизмов их функци-
онирования, так и диагностики и терапии различных 
заболеваний. Нескольким исследовательским груп-
пам удалось получить аптамеры, способные связы-
ваться с клеточными рецепторами. 

В качестве мишеней для получения рецепторуз-
нающих аптамеров в ряде случаев использовали 
рекомбинантные белки, соответствующие внекле-
точным доменам рецепторов. Этим способом получи-
ли 2'-фторсодержащие РНК-аптамеры, способные 
узнавать рецепторы cD4 крысы [40] и человека [41], 
а также рецептор ctLA-4 мыши [42]. c. chen и соавт. 

Рис. 6. Предполагаемая вторичная структура триме-
ра на основе модифицированного аптамера TD05.17 
к Ramos-клеткам [33]. Обозначения: L – гексаэтилен-
гликольфосфат, N* – LNA-нуклеотиды.

Рис. 7. Предполагаемая вторичная структура ДНК-
аптамера III.1 к микрососудам опухоли мозга крысы 
[37].

' '

'

'



ОБЗОРЫ

ТОМ 3  № 4 (11)  2011 | ActA nAturAe | 21

[43] описано получение аптамеров к трансферрино-
вому рецептору мыши. На примере флуоресцентно 
меченных конъюгатов РНК- и ДНК-аптамеров со 
стрептавидином показана способность аптамеров 
проникать в клетки путем эндоцитоза. При этом свя-
зывание аптамеров с трансферриновым рецептором 
не влияло на взаимодействие с этим рецептором са-
мого трансферрина, т.е. такие аптамеры могут ис-
пользоваться для доставки лекарственных средств 
без блокирования функций рецептора, необходимого 
для жизнедеятельности клеток. 

c применением метода SeLeX на целые клетки, 
включающего стадию контрселекции, были отобраны 
2'-F-содержащие РНК-аптамеры на рецептор транс-
формирующего фактора роста человека β (tGF-β) 
типа III (tbrIII), экспрессированный на поверхно-
сти клеток яичника китайского хомячка (СНО) [44]. 
На стадии негативного отбора в этой работе исполь-
зовали «родительские» клетки СНО, не экспресси-
рующие данный белок. После селекции получили 
аптамер А07 (рис. 8), специфически связывающийся 
с рецептором tbrIII и образующий с ним прочный 
комплекс (Kd

 = 2.47 нМ). Показано также, что данный 
аптамер способен ингибировать ассоциацию рецепто-
ра tbrIII и его лиганда tGF-β

2
. 

В работе L. cerchia и соавт. [45] описана селекция 
2'-F-РНК-аптамеров, связывающихся с мутантной 
димерной формой рецепторной тирозинкиназы че-
ловека retc634Y, присутствие которой характерно 
для множественной эндокринной неоплазии типа II. 
В процессе отбора библиотеку инкубировали с клет-
ками, экспрессирующими мутантную форму рецеп-

тора retc634Y (Pc12/Men2А). На стадии контрсе-
лекции библиотеку олигонуклеотидов инкубировали 
с контрольными клетками двух типов – «родитель-
скими» РС12, не экспрессирующими белок-мишень, 
и клетками Pc12/Men2B, которые имели сходную 
с Pc12/Men2А морфологию, но экспрессирова-
ли мономерную форму рецепторной тирозинкина-
зы retМ918Т. Аптамеры D4 и D24, полученные по-
сле 15 раундов селекции, эффективно связывались 
с клетками-мишенями (K

d
 = 40 нМ) и в концентрации 

200 нМ подавляли активность ret на 70%. Необходи-
мо отметить, что аптамер D4 связывался и с клетка-
ми Pc12/Men2B, хотя степень связывания была зна-
чительно меньше (примерно в 2.5 раза по сравнению 
с клетками-мишенями Pc12/Men2А).

Использование метода перекрестной селекции 
для получения аптамеров на рецептор retc634Y (семь 
раундов отбора на клетки Pc12/Men2А и четыре ра-
унда отбора на очищенный рекомбинантный белок 
[46]), к сожалению, не привело к лучшему результа-
ту. Полученный таким способом аптамер E38 значи-
тельно отличался по своей структуре от аптамеров 
на клетки-мишени, характеризовался более низким 
сродством к клеткам Pc12/Men2А (К

d
 = 100 нМ) 

и не ингибировал активность рецепторной тирозин-
киназы. 

Аптамеры, способные узнавать 
недифференцированные клетки
Интересную задачу представляет получение апта-
меров, связывающихся с недифференцированными 
клетками. Так, в работе c. Wang и соавт. [47] отбирали 
ДНК-аптамеры, способные различать дифференци-
рованные клетки РС12 и «родительские» недиффе-
ренцированные клетки, использованные в качестве 
контрольных на стадии контрселекции. Шести раун-
дов селекции оказалось достаточно для того, чтобы 
полученные аптамеры узнавали дифференцирован-
ные клетки и не связывались с недифференцирован-
ными. Аптамеры на недифференцированные типы 
клеток, например, на стволовые клетки, можно ис-
пользовать для выделения и очистки клеток в такой 
быстро развивающейся области, как регенератив-
ная медицина. Созданию ДНК-аптамеров для вы-
деления и иммобилизации клеток посвящены ра-
боты K. Guo и соавт. [48, 49]. В частности, получены 
ДНК-аптамеры [49], связывающие зрелые мезен-
химные стволовые клетки. После 12 раундов отбора 
без контрселекции получены аптамеры, способные 
селективно узнавать клетки-мишени среди других 
костномозговых клеток, и показана возможность их 
использования для выделения стволовых клеток 
из костного мозга. J. Hoffmann и соавт. [50] получили 
ДНК-аптамеры, способные связываться с предше-

Рис. 8. Предполагаемая вторичная структура РНК-
аптамера А07 к рецептору трансформирующего фак-
тора роста человека [44]. Обозначения: NF – 2’-фтор-
2’-дезоксирибонуклеотид.
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ственниками эндотелиальных клеток свиньи, кото-
рые затем использовали для иммобилизации клеток 
на поверхности дисков из политетрафторэтилена 
или полидиметилсилоксана (см. раздел «Применение 
эскорт-аптамеров»).

Идентификация новых биомаркеров в результате 
клеточной селекции аптамеров
Селекция аптамеров in vitro с использованием жи-
вых клеток позволяет после отбора аптамеров и об-
наружения поверхностных белков, с которыми они 
связываются, идентифицировать новые биомаркеры, 
характерные для клеток определенного типа. Суще-
ствующие в настоящее время методы поиска биомар-
керов (Вестерн-блотинг, скрининг мРНК с использо-
ванием количественной ПЦР или чипов, двумерный 
электрофорез в сочетании с масс-спектроскопией) 
недостаточно эффективны, и их общий недостаток – 
возможность как ложноположительных, так и лож-
ноотрицательных результатов. Стратегия поис-
ка биомаркеров при помощи аптамеров (AptaBiD, 
Aptamer-facilitated Biomarker Discovery), сформули-
рованная в общем виде в работе M.V. Berezovski и со-
авт. [51], позволяет решить эти проблемы. Вероят-
ность ложноположительных результатов снижается 
в результате многочисленных раундов селекции, ко-
торые исключают влияние на отбор случайных фак-
торов, таких, как стохастические различия между 
клетками одного и того же типа, а также случайные 
вариации на всех стадиях обработки клеток. В то же 
время экспоненциальное обогащение библиотеки 
в процессе селекции дает возможность выявить даже 
незначительные различия между контрольными 
клетками и клетками-мишенями, если они сохраня-
ются от раунда к раунду, а это снижает вероятность 
получения ложноотрицательных результатов. Что-
бы подтвердить перспективность стратегии AptaBiD, 
ее использовали для поиска биомаркеров, опреде-
ляющих различия между зрелыми и незрелыми 
дендритными клетками. В результате обнаружили 
как ранее известные биомаркеры дендритных кле-
ток, так и шесть новых биомаркеров незрелых ден-
дритных клеток. Надо отметить, что особенность это-
го метода состоит в отсутствии стадий клонирования 
и секвенирования – для поиска биомаркеров исполь-
зуют не индивидуальные аптамеры, а обогащенные 
библиотеки, что позволяет сделать процесс более бы-
стрым и менее затратным. 

Аптамеры, узнающие поверхностные белки 
микроорганизмов
В качестве мишеней для клеточной селекции мож-
но использовать не только культивируемые клетки, 
но и патогенные микроорганизмы. Полученные таким 

способом аптамеры в дальнейшем могут применяться 
в диагностике и терапии инфекционных заболеваний, 
а также для количественного определения микро-
организмов. 

В работе M. Homann и H. Göringer [52] получены 
РНК-аптамеры, способные связываться с живыми 
трипаносомами Trypanosoma brucei – паразитиче-
скими простейшими, возбудителями сонной болезни. 
В качестве мишеней для отбора использовали два 
штамма Tr. brucei. РНК-библиотеку инкубировали 
с паразитами, находящимися на стадии кровяного 
русла (bloodstream-stage), а несвязавшиеся молеку-
лы удаляли центрифугированием. Полученные апта-
меры связывались с особями обоих штаммов на ста-
дии кровяного русла (Kd

 = 60 нM) и не узнавали Tr. 
brucei на других стадиях развития. Методами фото-
аффинной модификации и флуоресцентной микро-
скопии с использованием флуоресцентно меченного 
аптамера 2-16 установлено, что его мишенью служит 
белок с молекулярной массой 42 кДа, находящийся 
в жгутиковом кармане трипаносомы. После связыва-
ния с этим белком аптамер проникает в трипаносому 
путем рецептор-опосредованного эндоцитоза, а за-
тем локализуется в эндосомах. На примере конъюга-
та аптамера 2-16 с биотином показана возможность 
использования таких аптамеров для доставки других 
соединений внутрь трипаносом [53]. Для повышения 
устойчивости аптамера 2-16 в биологических средах 
пиримидиновые нуклеозиды заменили их 2'-ами-
но- или 2'-фтор-аналогами. Аптамер, содержащий 
2'-nH

2
-группы, в результате модификации полно-

стью утратил способность связываться с трипаносо-
мами, в то время как 2'-F-модифицированный апта-
мер сохранял к ним сродство (K

d
 = 70 нM), обладая 

при этом высокой устойчивостью к нуклеазам сыво-
ротки [54]. Более удачным оказалось использование 
в ходе селекции модифицированных РНК-библиотек, 
содержащих 2'-фтор- или 2'-аминопиримидино-
вые нуклеотиды. При отборе 2'-аминосодержащих 
РНК-аптамеров в качестве мишени использовали 
живых трипаносом. Полученный аптамер обладал 
практически таким же сродством к трипаносомам, 
как и 2-16 (K

d
 = 70 нM), и связывался с ними в огра-

ниченной области вокруг жгутика [55]. Для получе-
ния 2'-F-содержащих РНК-аптамеров, способных 
связываться со всей поверхностью трипаносомы 
(K

d
 = 70 нM), использовали селекцию на очищенный 

поверхностный белок sVSG [56, 57]. 
Получены также 2'-F-РНК-аптамеры к другому 

виду трипаносом – Tr. cruzi, возбудителю болезни 
Шагаса [58]. На стадии трипомастиготы Tr. cruzi свя-
зываются с клетками хозяина и проникают в них 
за счет взаимодействия с внеклеточными матрикс-
ными белками клеток хозяина. В концентрации 
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1 мкМ 2'-F-пиримидинсодержащие РНК-аптамеры 
на 50–80% блокировали проникновение паразитов 
в клетки. 

Большой интерес вызывают аптамеры, способные 
связываться с бактериями различных видов. Так, 
проведена селекция ДНК-аптамеров к возбудителю 
туберкулеза Mycobacterium tuberculosis [59]. Одно-
кратное введение 0.8 мкг полученного аптамера NK2 
приводило к снижению количества микобактерий 
у инфицированных туберкулезом мышей, смягчало 
проявления заболевания и увеличивало продолжи-
тельность жизни [59]. Предполагается, что аптамер 
NK2 может использоваться в терапии туберкулеза. 
Получены также аптамеры, способные специфично 
связываться с поверхностью спор возбудителя си-
бирской язвы Bacillus anthracis [60] и кристаллообра-
зующих бактерий B. thuringiensis [61], сальмонелл 
Salmonella enterica [62] и S. typhi [63], стафилококка 
Staphylococcus aureus [64], молочнокислых бактерий 
Lactobacillus acidophilus [65], кишечной палочки Es-
cherichia coli [66, 67] и бактерий Campylobacter jejuni 
[68].

Отдельно стоит выделить эскорт-аптамеры, спо-
собные связываться с «чужими» белками, пред-
ставленными на поверхности зараженных клеток. 
A. Barfod и соавт. [69] получены аптамеры к белку 
PfeMP1, который экспрессируется на поверхности 
эритроцитов, зараженных малярийным плазмоди-
ем Plasmodium falciparum. Этот белок способствует 
слипанию эритроцитов (образование так называе-
мых розеток) и прилипанию зараженных эритроци-
тов к стенкам мелких сосудов. В качестве мишени 
для селекции 2'-F-пиримидинсодержащих РНК-
аптамеров использовали рекомбинантный белок 
DBL1α – полуконсервативный n-концевой домен 
белка PfeMP1, ответственный за образование ро-
зеток. Полученные аптамеры в концентрации 387 
нМ (12 мкг/мл) вызывали практически полное раз-
рушение розеток в культуре клеток, что позволяет 
рассматривать их как потенциальные противомаля-
рийные средства. 

Методом селекции на рекомбинантный белок по-
лучены 2'-F-РНК-аптамеры к gp120 – белку оболоч-
ки вируcа иммунодефицита человека типа 1 (ВИЧ-1), 
способные связываться с gp120 на поверхности ин-
фицированных вирусом клеток (см. обзор [7]). 

В работе F. chen и соавт. [70] описано получение 
ДНК-аптамеров к экспрессированному на поверх-
ности клеток белку Е2 – белку оболочки вируса ге-
патита С. Для контрселекции использовали не экс-
прессирующие этот белок клетки той же линии. 
В результате отбора получили серию аптамеров, 
из которых наибольшим сродством к поверхностно-
му белку обладал аптамер ZE2 (Kd

 = 1 нМ) (рис. 9). 

Этот аптамер в концентрации 100 нМ обладал способ-
ностью связываться с вирусными частицами и бло-
кировать слияние вирусных частиц с клетками. Эти 
результаты позволили предположить, что в перспек-
тиве аптамер ZE2 может использоваться как для диа-
гностики гепатита С, так и для лечения больных этим 
заболеванием, а также при изучении взаимодействия 
вируса с клетками.

Создание на основе эскорт-аптамеров систем 
для доставки лекарственных препаратов в клетки, 
диагностики различных заболеваний и определения 
патогенных микроорганизмов в окружающей среде 
и в пищевых продуктах описано в следующем раз-
деле.

ПРИМЕНЕНИЕ ЭСКОРТ-АПТАМЕРОВ 
На основе эскорт-аптамеров создано большое коли-
чество мультифункциональных конструкций, в ко-
торых аптамер выступает в качестве направляю-
щего компонента, обеспечивающего специфическое 
узнавание клеток или тканей-мишеней. Аптамеры, 
способные после связывания с поверхностными 
белками проникать внутрь клеток путем рецептор-
опосредованного эндоцитоза, могут быть исполь-
зованы в качестве основы для создания высоко-
специфичных лекарственных средств, адресно 
воздействующих на определенные клетки. Другое 
активно развивающееся направление применения 
эскорт-аптамеров – создание на их основе высо-
коточных диагностических систем, позволяющих 
детектировать клетки-мишени среди других кле-
ток организма. На рис. 10 схематично изображены 
основные типы конъюгатов эскорт-аптамеров, при-
меняемых в настоящее время для доставки в клетки 
лекарственных средств и специфической детекции 
клеток. Данные по применению эскорт-аптамеров 
кратко суммированы в табл. 2. 

Рис. 9. Предполагаемая вторичная структура ДНК-
аптамера ZE2 к белку оболочки вируса гепатита С [70].

'

'
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Таблица 2. Эскорт-аптамеры и их использование для доставки различных препаратов в клетки и специфической 
детекции клеток 

Аптамер Мишень Способ отбора Применениe

2'-F-РНК

Простат-
специфичный 

мембранный анти-
ген (ПСМА)

Селекция на рекомби-
нантный белок – внекле-
точный домен ПСМА [21]

Доставка в опухолевые клетки LncaP гелонина [71] и доксо-
рубицина [72].

Доставка в клетки LncaP sirnA [74–77].
Доставка в клетки LncaP наночастиц, содержащих 

противоопухолевый препарат доцетаксел [82–84].
Визуализация клеток LncaP с использованием присоеди-
ненных к аптамерам наночастиц золота [92] или люминес-

центных кристаллов cdSe и cdte [90].
Электрохимическая детекция клеток рака предстательной 

железы с использованием аптамера, иммобилизованного 
на Au-электроде [91]. 

Детекция ПСМА на поверхности клеток LncaP методом 
лигирования сближенных проб [96]

ДНК
Тирозиновая 

протеинкиназа 7 
(РТК-7)

Селекция на предше-
ственники Т-клеточного 
острого миелобластного 
лейкоза ccrF-ceM [26]

Доставка в клетки ccrF-ceM доксорубицина [73], Au/
Ag-наностержней [80, 81], дендримеров на основе  

полиамидоамина [87].
Исследование распределения рецепторов PtK-7 на клеточ-
ной поверхности с использованием конъюгатов аптамеров 

с флуоресцеином [93].
Обратимое флуоресцентное мечение клеток ccrF-ceM 

с использованием конъюгатов аптамеров с квантовой точкой 
Qdot525 [94]

2'-F-РНК cD4-рецептор 
крысы

Селекция на рекомби-
нантный белок [40] Доставка в клетки sirnA [78]

2'-F-РНК Белок оболочки 
ВИЧ-1 

Селекция на рекомби-
нантный белок gp120 [79] Доставка sirnA в клетки, инфицированные ВИЧ-1 [7, 79]

ДНК Муцин (Muc1)
Селекция на синтетиче-

ские пептиды – фрагмен-
ты муцина [23, 24] 

Фотодинамическая терапия с использованием фотореакци-
онноспособных конъюгатов аптамера с хлорином е6 [24].

Визуализация опухолей с использованием радиоактивных 
изотопов (99tc) [88]

ДНК, 
РНК

Трансферриновый 
рецептор мыши 

(tfr) 

Селекция на рекомби-
нантный белок – внекле-

точный домен tfr [43]

Доставка в клетки лизосомных ферментов для лечения 
лизосомных болезней накопления [43]

2'-F-РНК Тенасцин С

Перекрестная селекция 
с использованием 

рекомбинантного белка 
и клеток u251 [19]

Визуализация опухолей с использованием радиоактивных 
изотопов (99tc) [89]

ДНК

Связанная с мем-
браной тяжелая 
цепь иммуногло-

булина М

Селекция на В-клетки 
лимфомы Беркитта 
(ramos-клетки) [31]

Мицеллы для доставки в клетки различных препаратов [86].
Тест-полоски для обнаружения ramos-клеток в образцах 

крови на основе аптамеров TD05 и TE02 [95]

ДНК Бактерии B. 
thuringiensis

Селекция на споры  
B. thuringiensis [61]

Детекция спор B. thuringiensis с использованием конъюгатов 
аптамеров с квантовыми точками cdSe-ZnS [61]

РНК Бактерии E. coli Селекция на штамм  
E. coli DH5α [67]

Потенциометрическая детекция E. coli с использованием 
аптамеров, присоединенных к углеродным нанотрубкам [67].

Детекция E. coli методом количественной ОТ-ПЦР РНК-
аптамеров, связавшихся с бактериями [98]

РНК Бактерии S. typhi
Селекция на основной 
белок микроворсинок  

S. typhi [63]

Потенциометрическая детекция S. typhi с использованием 
аптамеров, присоединенных к углеродным нанотрубкам [97]

ДНК Мезенхимные 
стволовые клетки

Селекция на свиные 
мезенхимные стволовые 

клетки [49]

Выделение стволовых клеток из костного мозга с использо-
ванием аптамеров, иммобилизованных на магнитных части-
цах, сортировка клеток с использованием флуоресцентных 

конъюгатов аптамеров [49]

ДНК
Предшественники 
клеток эндотелия 

свиньи

Селекция на cD31-
положительные клетки 

из крови свиньи [50]

Иммобилизация, рост и дифференциация предшествен-
ников эндотелиальных клеток на поверхности дисков 

с иммобилизованными аптамерами – модели сосудистых 
имплантатов [50]
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Использование эскорт-аптамеров для доставки 
в клетки различных препаратов
Одни из наиболее популярных кандидатов для соз-
дания систем доставки – анти-ПСМА-аптамеры А9 
и А10, которые связываются с простатспецифичным 
мембранным антигеном [20]. Этот белок способен про-
никать в клетки за счет клатрин-опосредованной ин-
тернализации [97], а его гиперэкспрессия характер-
на для многих опухолей. Сочетание этих факторов 
обусловило интерес к использованию анти-ПСМА-
аптамеров в качестве адресующей части для достав-
ки различных противоопухолевых средств в клет-
ки. Так, конъюгирование анти-ПСМА-аптамера А9 

с белковым токсином гелонином привело к увели-
чению цитотоксичности по отношению к клеткам-
мишеням примерно в 180 раз по сравнению со свобод-
ным гелонином (Ic

50
 = 27 нМ для конъюгата и 5 мкМ 

для гелонина) [71]. При этом в случае контрольных 
клеток, не экспрессирующих белок ПСМА, цитоток-
сичность конъюгата аптамер-гелонин была ниже, чем 
у свободного гелонина (Ic

50
 = 15 мкМ), что говорит 

о высокой избирательности этого конъюгата. Анти-
ПСМА-аптамер А10 был использован V. Bagalkot 
и соавт. [72] для доставки в клетки доксорубицина. 
Антрациклиновый антибиотик доксорубицин широко 
применяется при целом спектре заболеваний, таких, 

Рис. 10. Основные 
типы конъюгатов 
эскорт-аптамеров, 
используемых 
для адресной достав-
ки терапевтических 
препаратов в клетки 
и для специфической 
детекции клеток.

Доставка в клетки

Конъюгаты  
с биодеградируемыми 

наночастицами,  
содержащими  

химиотерапевтические 
препараты

Конъюгаты с Au/Ag-
наностержнями

Конъюгаты  
с химиотерапевтическими 

препаратами

Конъюгаты с 
siRNA

Конъюгаты  
с дендримерами

Конъюгаты с фотореагентами

Конъюгаты,  
содержащие радионуклиды

Эскорт-аптамеры

Конъюгаты  
с углеродными нанотрубками

Конъюгаты  
с Au-наночастицами

Конъюгаты  
с квантовыми точками

Конъюгаты  
с флуорофорами

Специфическая детекция клеток
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как лейкозы, злокачественные лимфомы, саркомы, 
рак различной этиологии, однако к числу его недо-
статков относятся побочные токсические эффек-
ты, в частности кардиотоксичность. Для получения 
конъюгатов [72] использовали способность доксору-
бицина интеркалировать между парами оснований 
двухцепочечных нуклеиновых кислот. В результа-
те интеркаляции доксорубицина в двухцепочечный 
участок аптамера А10 получили нековалентные 
конъюгаты. Цитотоксичность этих конъюгатов в от-
ношении клеток-мишеней LncaP была такой же, 
как у свободного доксорубицина в той же концентра-
ции (Ic

50
 = 5 мкМ). На контрольных клетках РС3 ци-

тотоксичность конъюгатов была значительно ниже. 
Для доставки доксорубицина в клетки ccrF-ceM 
лимфобластного лейкоза человека использовали 
эскорт-аптамер sgc8с («укороченный» вариант ап-
тамера sgc8). В работе Y. Huang и соавт. [73] получен 
конъюгат аптамера sgc8c с доксорубицином, присо-
единенным к 5'-концу аптамера кислотолабильной 
гидразоновой связью, гидролизующейся после про-
никновения конъюгата в клетку. Показано, что такие 
конъюгаты способны селективно проникать в клетки 
ccrF-ceM путем рецептор-опосредованного эндо-
цитоза и обладают в отношении этих клеток такой же 
цитотоксичностью, как и свободный доксорубицин 
(Ic

50
 = 0.3 мкМ). При этом для контрольных ramos-

клеток конъюгат аптамера с доксорубицином, в отли-
чие от свободного доксорубицина, был нетоксичным. 
Таким образом, присоединение к химиотерапевти-
ческим средствам эскорт-аптамеров позволяет огра-
ничить их токсическое воздействие только опухоле-
выми клетками. Можно полагать, что на основе таких 
конъюгатов будут созданы новые средства для хи-
миотерапии опухолей, обладающие минимальными 
побочными эффектами.

Эскорт-аптамеры использовали также для до-
ставки в клетки малых интерферирующих РНК 
(sirnA). На основе анти-ПСМА-аптамеров разра-
ботано несколько типов конструкций для доставки 
sirnA. Для доставки sirnA в ПСМА-положительные 
опухолевые клетки использовали тетрамерный 
биотин-стрептавидиновый комплекс, в состав кото-
рого входили две биотинилированные цепи аптамера 
А9 и две биотинилированные молекулы sirnA, на-
правленные на мРНК генов ламина А/С или GADPH 
(рис. 11А) [74]. Такие комплексы проникали в клетки 
без использования трансфектантов и в концентра-
ции 22.5 нМ подавляли экспрессию генов-мишеней 
на 50–80% – с той же эффективностью, что и соответ-
ствующие sirnA, доставленные в клетки при помощи 
олигофектамина. Созданы химерные конструкции, 
которые представляли собой единую нуклеотид-
ную последовательность, содержащую аптамер А10 

и одну из цепей sirnA с комплементарно присоеди-
ненной к ней второй цепью sirnA (рис. 11Б) [75]. Эти 
конструкции в концентрации 400 нМ способны про-
никать в ПСМА-положительные клетки без помощи 
трансфектантов и практически полностью подавлять 
экспрессию генов-мишеней bcl2 и plk1. С целью опти-
мизации структуры химерных конструкций адресу-
ющий аптамер был укорочен с 71 до 39 нуклеотидов, 
что упростило химический синтез обоих компонен-
тов конструкции. В структуру sirnA, направленной 
на мРНК гена PLK1, был введен ряд модификаций, 
повышающих специфичность и эффективность вза-
имодействия с мРНК-мишенью. К «пассажирской» 
цепи sirnA был присоединен остаток полиэтилен-
гликоля с молекулярным весом 20 кДа, что позво-
лило увеличить период полуциркуляции химерных 
конструкций в крови мышей с 35 мин до 30 ч. Полу-
ченный препарат вызывал существенную регрессию 
ПСМА-положительной опухоли у мышей после вве-
дения пяти доз по 0.25 нмоль [76].

Описан еще один вариант химерной конструкции, 
содержащей две молекулы анти-ПСМА-аптамера 
А10-3: одна из цепей sirnA, направленной на мРНК 
эукариотического фактора элонгации 2 (eeF2), 
«встроена» между двумя аптамерными последо-

А

Б

siRNA siRNA

siRNA

Стрептавидин

Bio Bio

Bio Bio

Анти-ПСМА-аптамер 
А9

Анти-ПСМА-аптамер 
А10

Рис. 11. Схематическое изображение химерных кон-
струкций для доставки siRNA в ПСМА-положительные 
клетки. A – Конъюгат биотинилированных анти-
ПСМА-аптамера и siRNA, соединенных через 
стрептавидин [74]. Б – Химерная РНК, состоящая 
из анти-ПСМА-аптамера и siRNA [75]. Bio – остаток 
биотина.
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вательностями, а вторая присоединена к ней ком-
плементарно [77]. Такие конъюгаты в концентра-
ции 2 мкМ на 95% подавляли рост клеток-мишеней, 
не влияя при этом на рост ПСМА-отрицательных 
контрольных клеток.

Интересный вариант конструкций, содержащих 
«адресующий» аптамер и sirnA, описан в работе 
[78]. Для их создания использована РНК фага φ29, 
способная образовывать мультимерные комплексы 
благодаря взаимодействию петель РНК. К каждому 
из компонентов конструкции – к аптамеру, узнаю-
щему рецептор cD4 [40], к sirnA, направленным 
на мРНК различных факторов апоптоза, и к флуо-
ресцентному красителю – присоединяли фрагмент 
фаговой РНК. Образующиеся в результате тримеры, 
содержащие аптамер, sirnA и репортерную груп-
пу, были способны проникать в cD4-положительные 
клетки и ингибировать экспрессию генов-мишеней 
при концентрации 100 нМ. 

Для воздействия на инфицированные ВИЧ-1 клет-
ки использовали химерные конструкции [7, 79], соз-
данные по принципу, предложенному J. Mcnamara 
и соавт. [75], и состоящие из 2'-F-РНК-аптамера, 
узнающего на клеточной поверхности вирусный бе-
лок gp120, и sirnA, направленной на РНК Тat/Rev 
ВИЧ-1. Такие конструкции способны ингибировать 
репликацию ВИЧ-1 в культуре клеток (при концен-
трации 400 нм) [79]. Сообщается также об их исполь-
зовании для подавления репликации вируса в орга-
низмах мышей [7].

Для фототермического воздействия на лейкоз-
ные клетки использовали конъюгаты аптамера 
sgc8c с золото-серебряными наностержнями [80, 81]. 
При облучении лазером наностержни нагреваются 
до 50°c, что приводит к гибели клеток от теплово-
го шока. Конъюгаты аптамеров с наностержнями (к 
одному наностержню было присоединено около 80 
молекул аптамера) селективно проникали в клетки-
мишени, при этом около 90% клеток погибали после 
облучения [81]. 

На основе аптамеров, способных связываться 
с поверхностным белком муцином, созданы реакци-
онноспособные соединения для фотодинамической 
терапии – ковалентные конъюгаты аптамеров с хло-
рином е6 [24]. Такие конъюгаты селективно проника-
ли в опухолевые клетки, экспрессирующие муцин, 
и после облучения вызывали их гибель с эффектив-
ностью в 500 раз большей, чем у свободного хлорина. 
При этом для здоровых клеток конъюгаты были не-
токсичными. 

ДНК-аптамер к трансферриновому рецептору 
мыши использовали для доставки в клетки лизо-
сомного фермента α-L-идуронидазы [43]. Показано, 
что конъюгаты аптамер-фермент проникают в фи-

бробласты мыши с дефицитом этого фермента, а за-
тем попадают в лизосомы, где введенный фермент 
способен функционировать, восстанавливая мета-
болизм клетки. Полученные результаты позволяют 
рассматривать конъюгаты аптамеров к трансфер-
риновому рецептору с лизосомными ферментами 
как перспективные препараты для коррекции забо-
леваний, связанных с нарушением функций лизо-
сом.

Для специфичной доставки терапевтических 
средств используют также различного рода носите-
ли, присоединенные к адресующим аптамерам. Так, 
к молекуле анти-ПСМА-аптамера A10 ковалентно 
присоединяли наночастицы, состоящие из сополиме-
ра молочной и гликолевой кислот (PLGA), с инкапсу-
лированным в них доцетакселом [82–84]. Полученные 
конъюгаты специфически связывались с клетками 
LncaP, экспрессирующими белок ПСМА, и проника-
ли в них [82, 85]. Hа мышах с привитым раком пред-
стательной железы было показано, что конъюгаты 
анти-ПСМА-аптамеров с наночастицами на основе 
PLGA, содержащими доцетаксел, эффективно по-
давляют рост опухолей и даже приводят к полной 
ремиссии [83]. 

Описано создание мицелл на основе аптамера TD05 
с присоединенным остатком стеариновой кислоты 
[86]. Такие мицеллы обладали повышенным по срав-
нению с индивидуальным аптамером TD05 срод-
ством к клеткам-мишеням и специфично проникали 
в клетки; в дальнейшем планируется использовать 
их для доставки в клетки лекарственных средств.

В качестве носителя лекарственных средств в ра-
боте J. Zhou и соавт. [87] предложено использовать по-
лиамидоаминовые (PAMAM) дендримеры. Созданные 
конъюгаты аптамера sgc8c с дендримерами были спо-
собны селективно и эффективно связываться с клет-
ками ccrF-ceM и проникать в них. Размер конъюгата 
аптамер-дендример составляет около 8 нм и является 
оптимальным для использования таких конъюгатов 
в качестве основы для терапевтических средств. 

Таким образом, использование аптамеров 
для адресной доставки наночастиц с противоопухо-
левыми средствами в опухолевые ткани представ-
ляется перспективным направлением в разработке 
новых стратегий терапии опухолей.

Использование эскорт-аптамеров 
для специфической детекции клеток
Способность эскорт-аптамеров селективно узнавать 
клетки определенного типа позволяет создавать 
на их основе высокоспецифичные системы детек-
ции. Введение в состав аптамеров меток различной 
природы позволяет использовать их для детекции 
клеток в культурах, в биологических образцах, 
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а также непосредственно в живых многоклеточных 
организмах. Так, аптамеры, содержащие радио-
активные метки, использовали для визуализации 
опухолей у мышей. Конъюгаты антитенасцинового 
аптамера TTA1 и антимуциновых аптамеров с хела-
тирующими агентами, способными связывать 99tc, 
использовали для визуализации привитых мышам 
ксенотрансплантатов глиобластомы и рака молоч-
ной железы [88, 89]. 

Разнообразные системы детекции клеток рака 
предстательной железы созданы на основе анти-
ПСМА-аптамеров. В работе t. chu и соавт. [90] 
для визуализации ПСМА-положительных клеток 
получены конъюгаты анти-ПСМА-аптамера А9 
с люминесцентными кристаллами cdSe и cdte (так 
называемыми квантовыми точками). Эти конъюгаты 
эффективно и специфично связывались с клетками 
LncaP, распределенными в модельной ткани – трех-
мерном коллагеновом матриксе. Для электрохимиче-
ской детекции двух типов клеток рака предстатель-
ной железы – содержащих на поверхности ПСМА 
(ПСМА(+)) и не содержащих этого белка (ПСМА(-)), 
использованы иммобилизованные на золотом элек-
троде «двойные» конструкции, состоящие из анти-
ПСМА-РНК-аптамера А10 и пептидного аптамера 
к ПСМА(-)-клеткам [91]. В работе D. Javier и соавт. 
[92] для визуализации ПСМА-положительных клеток 
в состав анти-ПСМА-аптамеров вводили дополни-
тельные олигонуклеотидные фрагменты, комплемен-
тарные 24-звенным олигонуклеотидам, ковалентно 
присоединенным к наночастицам золота. Методом 
детекции отраженного света с использованием кон-
фокального микроскопа наблюдали связывание та-
ких комплексов с ПСМА на клеточной поверхности.

Конъюгаты ДНК-аптамера sgc8 с флуоресцеином 
использовали для изучения распределения рецеп-
торов PtK-7 на клеточной поверхности методом 
флуоресцентной корреляционной микроскопии [93]. 
Предложен новый способ обратимого флуоресцент-
ного мечения живых клеток, продемонстрированный 
на примере клеток ccrF-ceM [94]. Конъюгаты ап-
тамера sgc8 с квантовой точкой Qdot525 селективно 
связывались с клетками, а после обработки ДНК-
азой наблюдалось полное удаление конъюгатов 
с клеточной поверхности, при этом клетки остава-
лись жизнеспособными. Перспективным примене-
нием этого метода является флуоресцентная сорти-
ровка, позволяющая быстро и эффективно выделять 
клетки нужного типа. Флуоресцентная сортировка 
стволовых клеток с использованием флуоресцеино-
вых конъюгатов аптамеров описана также в работе 
K. Guo и соавт. [49]. 

Аптамеры TD05 и TE02 к ramos-клеткам лимфо-
мы применили [95] при создании биосенсоров в виде 

тест-полосок для быстрого определения циркули-
рующих в крови злокачественных клеток. Тест-зона 
биосенсора содержит конъюгаты аптамера TD05 
с золотыми наночастицами. Эти конъюгаты образуют 
с ramos-клетками окрашенные комплексы, которые 
затем мигрируют по полоске и удерживаются в ин-
дикаторной зоне биосенсора благодаря связыванию 
ramos-клеток с иммобилизованным аптамером TE02. 
В результате образуется характерная полоса крас-
ного цвета. Такие биосенсоры могут использоваться 
для обнаружения клеток непосредственно в образ-
цах крови с возможностью визуальной качественной 
оценки или количественного определения при помо-
щи портативного сканера. 

Для обнаружения ПСМА-белка на поверхности 
клеток предложено использовать так называемый 
метод лигирования сближенных проб (см. рис. 12) 
[96]. Система состоит из аптамеров А9, содержащих 
на 3'- или 5'-конце дополнительные олигонуклео-
тидные фрагменты, а также комплементарные этим 
фрагментам ДНК-пробы и «скрепляющий» олиго-
дезоксирибонуклеотид, частично комплементар-
ный каждой из ДНК-проб. Поскольку ПСМА пред-
ставляет собой димер, при связывании аптамеров 
с ПСМА на клеточной поверхности ДНК-пробы рас-
полагаются достаточно близко для соединения их 
«скрепляющим» олигомером через образование ком-
плементарного комплекса. Затем происходит лиги-
рование ДНК-проб в этом комплексе, а для детекции 
образовавшейся дцДНК используют ПЦР в режиме 
реального времени. Этот метод очень чувствителен 
и позволяет обнаруживать 10 клеток LncaP (рак 
предстательной железы) в присутствии 105 клеток 
HeLa, которые не содержат на поверхности белок 
ПСМА. 

Недавно было предложено использовать аптаме-
ры, связывающиеся с бактериями, при создании био-
сенсоров для детекции патогенных микроорганизмов. 
ДНК-аптамеры с присоединенными к ним квантовы-
ми точками cdSe-ZnS использовали для флуорес-
центной детекции B. thuringiensis [61]. На основе 
РНК-аптамеров, иммобилизованных на поверхности 
одностенных углеродных нанотрубок, созданы потен-
циометрические биосенсоры для определения E. coli 
[67] и S. typhi [97] и показана возможность их исполь-
зования для селективной детекции этих бактерий. 
Разработан метод детекции E. coli, основанный на ко-
личественной ОТ-ПЦР РНК-аптамеров, связавших-
ся с бактериями, иммобилизованными на магнитных 
частицах [98]. Новые биосенсоры на основе аптамеров 
могут найти применение для высокочувствительного 
определения бактерий в пищевых продуктах и окру-
жающей среде, а также в диагностике инфекционных 
заболеваний.
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Рис. 12. Детекция ПСМА на поверхности клеток 
с использованием анти-ПСМА-аптамеров методом 
лигирования сближенных проб [96]. Метод включает 
следующие стадии: 1) – формирование комплемен-
тарных комплексов аптамеров с ДНК-пробами; 2) – 
связывание аптамеров с ПСМА на клеточной поверх-
ности, в результате которого происходит сближение 
двух ДНК-проб; 3) – гибридизация обеих ДНК-проб 
со «скрепляющим» олигонуклеотидом; 4) – лигиро-
вание ДНК-проб в образовавшемся комплексе; 5) – 
детекция полученной дцДНК методом ПЦР в реаль-
ном времени.

Отдельно следует выделить еще одну многообеща-
ющую область применения эскорт-аптамеров – се-
лективное выделение клеток или их иммобилизацию. 
Так, присоединение к магнитным частицам аптаме-

ров, связывающихся со стволовыми клетками свиньи, 
позволило создать систему селективного выделения 
стволовых клеток из костного мозга [49]. В работе [50] 
ДНК-аптамеры, способные связываться с предше-
ственниками эндотелиальных клеток свиньи, были 
иммобилизованы на поверхности дисков из полите-
трафторэтилена или полидиметилсилоксана. Ока-
залось, что с использованием таких покрытых апта-
мерами дисков можно селективно выделить из крови 
предшественники эндотелиальных клеток, которые 
затем, оставаясь связанными с дисками, дифферен-
цируются в клетки сосудистого эндотелия. Предпо-
лагается, что в дальнейшем этот подход можно будет 
использовать для эпителизации сосудистых имплан-
татов, снижая тем самым риск их отторжения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в настоящее время создан ряд 
эскорт-аптамеров, способных специфично и эффек-
тивно связываться с клетками определенного типа, 
разработаны подходы к повышению устойчивости 
эскорт-аптамеров в биологических средах. Показано, 
что на основе эскорт-аптамеров могут быть созданы 
эффективные и высокоспецифичные системы до-
ставки терапевтических средств в клетки, детекции 
клеток определенного типа, сортировки клеток, из-
бирательного блокирования поверхностных белков. 
С каждым годом появляется все больше работ, по-
священных отбору и применению эскорт-аптамеров 
к самым различным клеточным мишеням, от бак-
терий до стволовых клеток. Необходимо отметить, 
что селекция аптамеров на живые клетки до сих пор 
остается более трудоемким и «тонким» процессом, 
чем отбор аптамеров к индивидуальным соединени-
ям, однако растущий интерес к этому направлению 
и совершенствование методов селекции позволяют 
надеяться на появление в ближайшем будущем еще 
большего разнообразия эскорт-аптамеров, а также 
терапевтических и диагностических агентов на их 
основе. 
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РЕФЕРАТ В последние десятилетия появились доказательства того, что физиологическое обновление и ре-
генерация тканей в течение всей жизни животного и человека происходят благодаря стволовым клеткам. 
Важнейшей популяцией стволовых клеток взрослого организма являются мезенхимальные стволовые 
клетки (МСК). Впервые эти клетки были обнаружены и выделены из стромы костного мозга. Считалось, 
что МСК костного мозга служат источником для обновления и восстановления таких соединительных 
тканей, как костная, хрящевая и жировая. В настоящий момент аналоги МСК костного мозга обнаружены 
и во всех других тканях. Благодаря подходам, позволяющим идентифицировать МСК in situ, выделять их 
из тканей и наконец оценивать биологические свойства, появилась возможность пересмотреть роль МСК 
в различных органах и тканях. В настоящем обзоре суммированы собственные и опубликованные данные 
о роли МСК в процессах репарации и регенерации тканей. По нашим представлениям, МСК выполняют 
функцию сопряжения кровеносной, иммунной, гормональной и нервной систем с тканеспецифичными 
стволовыми клетками. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА мезенхимальные стволовые клетки, регенерация тканей, дифференцировка, клеточная 
терапия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ГСК – гемопоэтические стволовые клетки; МСК – мезенхимальные стволовые клет-
ки; ММСК – мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки; ТСК – тканеспецифичные стволовые 
клетки.

Концепция возобновления тканей за счет са-
моподдерживаемого пула стволовых клеток 
была впервые сформулирована более 100 лет 

назад при изучении кроветворения [1]. Однако суще-
ствование гемопоэтических стволовых клеток (ГСК), 
дающих начало всем клеткам крови, получило экспе-
риментальное подтверждение только в середине ХХ 
века [2]. До этого времени считалось, что восполнение 
клеточного состава тканей постнатального организма 
обусловлено делением специализированных (диффе-
ренцированных) клеток. Обновление за счет активно-
сти стволовых клеток рассматривалось как механизм, 
присущий исключительно клеткам крови – уникаль-
ной, быстро обновляющейся ткани, содержащей мно-
жество функционально гетерогенных типов клеток. 
В настоящий момент доказано, что поддержание 
и возобновление клеточного состава практически всех 
тканей организма человека, включая эпителий кожи 
и кишечника, печень, скелетные мышцы и миокард, 
происходят благодаря пролиферации и дифференци-
ровке соответствующих тканеспецифичных стволо-
вых клеток (ТСК). Однако наряду с ТСК в тканях мле-
копитающих обнаружены и другие стволовые клетки, 
названные мезенхимальными (МСК). 

Первые данные, свидетельствующие о присут-
ствии в костном мозге не только гемопоэтических 
клеток, но и еще одной популяции постнатальных 
стволовых клеток, были получены с помощью не-
скольких подходов. Во-первых, в экспериментальных 
моделях при интраперитонеальной трансплантации 
культивированной на носителе стромы костного мозга 
возникали очаги остеогенеза [3]. Во-вторых, из кост-
ного мозга была выделена популяция клеток, отлич-
ных от ГСК, но обладающих свойствами стволовых. 
Эти клетки образовывали клоны (колонии фибробла-
стов) при культивировании [4], сохраняя способность 
к дифференцировке в нескольких направлениях 
(в остеобласты, адипоциты и хондроциты) [5]. 

По аналогии с ГСК предполагалось, что во главе 
мезенхимальной иерархии стоит МСК костного мозга 
(модель «мезенгиума») [6, 7] (рис. 1). Было высказано 
предположение о том, что в течение жизни потом-
ки этой клетки проходят через дискретные стадии 
дифференцировки, давая начало различным клеткам 
соединительных тканей, а именно костной и жиро-
вой ткани, сухожилиям, хрящам и гладким мышцам 
[8]. Позднее клетки, совпадающие с МСК костного 
мозга по своим фенотипическим характеристикам 
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и дифференцировочному потенциалу, выделены 
практически из всех эмбриональных и постнаталь-
ных тканей млекопитающих, птиц и амфибий [9, 10]. 
На основании этих наблюдений возникла теория 
о том, что костный мозг служит депо постнатальных 
стволовых клеток как гемопоэтических, так и мезен-
химальных. Однако предположение о том, что вос-
становление соединительных тканей всего организ-
ма определяется активностью МСК костного мозга, 
не получило твердых доказательств до сих пор [11]. 

КУЛьТИВИРУЕМЫЕ МУЛьТИПОТЕНТНЫЕ 
МЕЗЕНхИМАЛьНЫЕ СТРОМАЛьНЫЕ КЛЕТКИ 
Идентифицировать МСК и анализировать их непо-
средственно в тканях очень сложно, поэтому боль-
шинство выводов о биологических свойствах этих 
клеток сделано на основании изучения выделенных 
из различных тканей популяций стромальных кле-
ток, способных прикрепляться к культуральному 
пластику и дифференцироваться in vitro в остео-, 
адипо- и хондрогенном направлениях [12]. Несмотря 
на то что по способности к самообновлению и диффе-
ренцировке в различных направлениях такие клетки 
представляют собой весьма гетерогенную популяцию 
[13], их также называли МСК. Для того чтобы отли-
чить такие культивируемые клетки от МСК in situ, 
Международное общество клеточной терапии (ISct, 
Ванкувер, Канада) предложило использовать тер-
мин «мультипотентная мезенхимальная стромаль-
ная клетка» (ММСК). Согласно выработанным ISct 
минимальным критериям, ММСК должны прикре-

пляться к пластику при культивировании в стандарт-
ных условиях; экспрессировать на поверхности мар-
керные антигены cD105, cD73 и cD90, но при этом 
не содержать cD45, cD34, cD14 или cD11b, cD79α 
или cD19 и HLA-Dr, а также дифференцироваться 
в остеобласты, адипоциты и хондробласты in vitro 
[14]. 

Наиболее перспективными источниками ММСК 
для изучения их биологических свойств и примене-
ния в регенеративной медицине в настоящий момент 
считаются костный мозг и жировая ткань. Однако 
эти клетки могут быть выделены и из других тка-
ней, включая кожу, тимус, селезенку и эндометрий 
[15]. Необходимо учитывать, что ММСК, получен-
ные из различных постнатальных и эмбриональных 
тканей, даже при культивировании в одних и тех же 
условиях отличаются друг от друга по способности 
формировать колонии, экспрессии генов и диффе-
ренцировочному потенциалу [9, 15–18]. Эти различия 
вызывают вопросы о том, насколько клетки, выде-
ленные по их способности прикрепляться к культу-
ральному пластику и расти в стандартных условиях 
культивирования, биологически эквивалентны друг 
другу, и являются ли наблюдаемые различия след-
ствием различных биологических функций МСК 
в соответствующих тканях [12]? 

МУЛьТИПОТЕНТНОСТь ММСК
Помимо способности дифференцироваться в остео-
бласты, хондробласты и адипоциты in vitro [7], ММСК 
дают начало кости или хрящу после эктопической 
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трансплантации in vivo на животных моделях [3], 
а также опосредуют регенерацию костной ткани по-
сле травм [11] и при генетических дефектах остеоге-
неза (osteogenesis imperfecta) [19]. Более того, многие 
исследования показали, что ММСК также способны 
дифференцироваться во многие другие типы клеток 
мезодермального, эктодермального и энтодермально-
го происхождения, включая эндотелиальные клетки 
[20], кардиомиоциты [21], гепатоциты [22] и нейраль-
ные клетки [23]. Однако некоторые авторы, призна-
вая способность ММСК дифференцироваться в трех 
основных направлениях мезенхимальной дифферен-
цировки – в остеобласты, хондробласты и адипоциты, 
ставят под сомнение способность ММСК дифферен-
цироваться в клетки других зародышевых листков 
(энтодермального и эктодермального) как in vitro, 
так и in vivo [12]. Так, показано, что ММСК костного 
мозга после трансплантации способны встраиваться 
в ткани реципиента скорее за счет слияния с рези-
дентными клетками [24], чем путем дифференциров-
ки в клетки, характерные для данной ткани. 

Различия в оценке дифференцировочного потен-
циала культивируемых ММСК могут объясняться 
неодинаковым количественным и качественным со-
ставом прогениторных клеток в тканях, из которых 
они были получены. Во-первых, выделенная популя-
ция МСК гетерогенна и содержит по морфологии раз-
личные клетки, отличающиеся пролиферативными 
и дифференцировочными способностями in vitro и in 
vivo [25, 26]. Кроме того, мультипотентность ММСК 
может исчезать по мере их культивирования [25]. 
Так, клоны ММСК из пуповины, отличающиеся друг 
от друга интенсивностью самообновления и диффе-
ренцировочным потенциалом in vitro, дают дочерние 
клоны, которые постепенно утрачивают мультипо-
тентность [25].

Во-вторых, свежевыделенные популяции ММСК 
могут содержать прогениторные клетки, уже ком-
митированные в различных направлениях диф-
ференцировки. Так, результаты цитометрическо-
го анализа показали, что жировая ткань содержит 
по крайней мере 5 типов клеток-предшественников, 
отличающихся по экспрессии маркерных антигенов: 
субэндотелиальные прогениторные клетки (cD146+, 
cD140b+, nG2+, cD90-/+, α-актин-, cD31-, cD34-), су-
праадвентициальные прогениторные клетки (nG2+, 
cD90+, cD34+, cD146-, α-актин-, cD31-) и транзитор-
ные прогениторные клетки (cD146+, cD34+, nG2+, 
cD90+, cD31-), а также предшественники преадипо-
цитов (cD34+, cD184+, cD31-) и эндотелиальные про-
гениторные клетки (cD34+, cD146+, cD133+, cD202b+, 
cD309+, cD31-, cD90-/+, α-актин-) [26]. Этим, по на-
шему мнению, и объясняется частое присутствие 
в первичной культуре ММСК островков эндотелия 

(которые исчезают по мере культивирования), коло-
ний сферической формы, сформированных мелкими, 
быстро делящимися, округлыми клетками, а также 
очень медленно делящихся, крупных, распластан-
ных клеток [27].

В-третьих, во всех тканях, помимо выделяемых 
МСК, содержатся минорные субпопуляции плю-
рипотентных клеток, обладающих более широким 
спектром дифференцировочных способностей, такие, 
как «очень мелкие эмбрионально-подобные клетки» 
(very small embryonic-like [VSeL] cells) [28], а также 
«мультипотентные постнатальные прогениторные 
клетки» (multipotent adult progenitor cells, MAPc) [29] 
и «устойчивые к стрессу клетки, способные к диффе-
ренцировке в нескольких направлениях» (multilin-
eage differentiating stress-enduring [MuSe] cells) [30]. 
Наши данные свидетельствуют о присутствии «очень 
мелких эмбрионально-подобных клеток» в свежевы-
деленной популяции ММСК, однако вклад этих ми-
норных популяций в дифференцировочный потен-
циал культуры ММСК остается спорным, поскольку 
не известно, поддерживается ли их рост и диффе-
ренцировка в условиях культивирования. 

И, наконец, разногласия при анализе мультипо-
тентности ММСК также могут быть обусловлены ис-
пользованием разных методов выделения, культиви-
рования и критериев оценки дифференцировки. 

ММСК И РОСТ ТКАНЕЙ
Трансплантация ММСК стимулирует регенерацию 
тканей, включая кость, скелетную мускулатуру, 
миокард, кожу, печень и периферические нервы. 
Согласно нашим данным, этот эффект обусловлен 
как интеграцией трансплантированных ММСК в тка-
ни реципиента, так и секреторной активностью этих 
клеток [31]. Мы показали, что трансплантированные 
МСК встраиваются в эндотелиальную выстилку ра-
стущих капилляров, а также в периэндотелиальное 
пространство вновь образующихся сосудов и стаби-
лизируют их. 

МСК служат важнейшим источником факторов 
роста и цитокинов, принимающих участие в регуля-
ции регенерации тканей. Так, в костном мозге именно 
МСК продуцируют факторы, необходимые для са-
моподдержания гемопоэтических стволовых клеток 
и удержания их в нише, включая SDF-1α (фактор 
стромы-1α), ScF (фактор стволовых клеток), ангио-
поэтин-1 и интерлейкин-7 [32]. В нашей лаборатории 
было установлено, что МСК продуцируют ангиоген-
ные и нейротрофные факторы роста, включая VeGF 
(фактор роста сосудистого эндотелия), bFGF (основ-
ной фактор роста фибробластов), HGF (фактор ро-
ста гепатоцитов), ангиопоэтин, nGF (фактор роста 
нервов), BDnF (нейротрофный фактор головного 
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мозга) и GDnF (нейротрофный фактор глиальных 
клеток) [33, 34]. Ангиогенные факторы роста, проду-
цируемые ММСК в области трансплантации, стиму-
лируют деление эндотелиальных клеток, их мигра-
цию и формирование сосудов. Кроме того, факторы, 
продуцируемые ММСК, способствуют мобилизации 
из костного мозга эндотелиальных предшественни-
ков, участвующих в образовании новых сосудов [34, 
35]. В то же время нейротрофные факторы, продуци-
руемые ММСК, стимулируют рост и восстановление 
нервных окончаний [33]. Таким образом, МСК могут 
опосредовать координированную регуляцию роста 
кровеносных сосудов и нервов в процессах регенера-
ции и ремоделирования тканей (рис. 2).

Нами получены данные, свидетельствующие о том, 
что ММСК продуцируют необходимые для функ-
ционального созревания сосудов и их стабилизации 
факторы, включая bFGF, PDGF-BВ (фактор роста 
тромбоцитов-ВВ) и tGF-β (трансформирующий 
фактор роста-β) [18, 34, 36]. Так, PDGF-BВ вызывает 
ветвление растущих кровеносных сосудов и привле-
чение к ним перицитов, гладкомышечных и мезен-
химальных клеток, а tGF-β стимулирует диффе-

ренцировку гладкомышечных клеток и продукцию 
компонентов внеклеточного матрикса сосудистой 
стенки [37]. 

Продукция факторов роста и цитокинов в МСК 
многократно возрастает при повреждении органов 
и тканей. Гипоксия вызывает координированное 
изменение экспрессии генов в ММСК: содержание 
мРНК проангиогенных факторов, включая VeGF, 
PlGF, HGF, bFGF, PDGF-BВ и tGF-β, возрастает 
в 2–4 раза, а мРНК антиангиогенных факторов, та-
ких, как PAI-1, ангиостатин и тромбоспондин, сни-
жается более чем в 2 раза [34]. ММСК также секре-
тируют нейротрофические факторы, включая nGF, 
BDnF и GDnF, которые обусловливают стимуляцию 
роста и регенерации нервных волокон, вызванную 
трансплантацией этих клеток [33, 38]. 

Секреторная активность ММСК также влияет 
на их иммуномодулирующие свойства. На несколь-
ких животных моделях показано, что инъекции 
культивируемых ММСК вызывают иммуносупрес-
сию in vivo [39]. В основе иммуносупрессорного дей-
ствия ММСК лежит подавление функции иммунных 
клеток: активации Т-клеток, дифференцировки ден-
дритных клеток, пролиферации В-клеток, а также 
цитолитической активности натуральных киллеров. 
Иммуносупрессорные свойства этих клеток опосре-
дованы как секрецией растворимых факторов, вклю-
чая интерлейкин-10, простагландин-Е2, оксид азота, 
tGF-β1

, а также галектины-1 и -3, так и непосред-
ственным межклеточным контактом ММСК с иммун-
ными клетками [40]. Кроме того, ММСК могут спо-
собствовать дифференцировке наивных Т-хелперов 
в регуляторные Т-клетки, а также привлекать зре-
лые регуляторные Т-клетки [39, 40]. Колокализа-
ция МСК костного мозга с дендритными клетками 
и циркулирующими В-клетками в перисинусоидаль-
ном пространстве [41, 42] позволяет предположить, 
что МСК принимают участие в регуляции функцио-
нальной активности и созревания иммунных клеток. 

ММСК И ОПУхОЛЕВЫЙ РОСТ
Примером патологического ремоделирования тка-
ней является рост опухоли и опухолевый ангиогенез. 
Известно, что мезенхимальные клетки могут взаи-
модействовать с опухолевыми клетками как под-
держивая, так и подавляя рост опухолей in vitro и in 
vivo. Так, было показано, что in vitro ММСК костно-
го мозга стимулируют пролиферацию клеток рака 
поджелудочной железы [43], в то время как ММСК 
из подкожной жировой клетчатки подавляют проли-
ферацию клеток первичного лейкоза [44]. На живот-
ных моделях обнаружено, что ММСК стимулируют 
приживление и рост опухолей при совместном вве-
дении с клетками меланомы [45–47], рака молочной 

Без клеток Введены МСК 

А
кс

о
ны

  
К

р
о

ве
но

сн
ы

е
 с

о
су

д
ы

 

* р<0.001 

* р<0.001 

Без клеток Введены  
   МСК 

Без клеток Введены  
     МСК

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

60

50

40

30

20

10

0

Рис. 2. Стимуляция роста кровеносных сосудов 
и аксонов под действием МСК. МСК жировой ткани 
были трансплантированы сингенным мышам в составе 
подкожных имплантатов матригеля. Плотность крове-
носных сосудов (верхний ряд) и аксонов (нижний ряд) 
оценивали с помощью иммунофлуоресцентного окра-
шивания замороженных срезов подкожных имплан-
татов антителами против маркеров эндотелия (CD31, 
зеленое окрашивание) и перицитов (NG2, красное 
окрашивание) или белка цитоскелета аксонов (NF200, 
красное окрашивание). Ядра клеток докрашены DAPI. 
Короткими стрелками отмечены зрелые кровеносные 
сосуды, длинными стрелками – аксоны. На диаграм-
мах приведены результаты морфометрического ана-
лиза суммарной длины кровеносных сосудов (верхний 
ряд) и аксонов (нижний ряд) [33, 34]. 
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железы [48], предстательной железы [49] и кишеч-
ника [50, 51], а также повышают вероятность фор-
мирования метастазов [52]. По-видимому, стиму-
лирующее влияние ММСК обусловлено секрецией 
хемокинов (ccL5, SDF-1α) и ангиогенных факторов 
роста (VeGF), а также антиапоптотическим действи-
ем на опухолевые клетки. Кроме того, ММСК способ-
ны мигрировать в опухолевую ткань и участвовать 
в формировании ее стромы. Так, ММСК в опухолях 
дифференцируются в фибробласты, эндотелиальные 
клетки и перициты, что и стимулирует опухолевый 
рост [46, 53]. Кроме того, ММСК способны секретиро-
вать цитокины, факторы роста и ангиогенные фак-
торы [34, 43], что также стимулирует рост опухолей 
за счет повышения их васкуляризации. 

Однако в этих же и других моделях ММСК 
при определенных условиях могут также подавлять 
опухолевый рост. В основе такого действия ММСК 
могут лежать такие механизмы, как стимуляция 
воспалительной реакции в организме реципиента 
в случае рака толстого кишечника [50], активация 
сигнальных путей Akt и Wnt – в клетках саркомы 
Капоши, гепатомы и рака молочной железы [54–56], 
арест в G1-фазе клеточного цикла – в клетках рака 
поджелудочной железы, гепатомы и лимфомы [44, 
57], индукция апоптоза опухолевых и эндотелиаль-
ных клеток – в гепатоме и неходжкинской лимфоме 
[44, 58], а также подавление ангиогенеза на модели 
меланомы мыши B16F10 [57]. Системное введение 
ММСК экспериментальным животным с индуциро-
ванным сформировавшимся раком поджелудочной 
железы приводило к апоптозу опухолевых клеток in 
vitro и подавлению роста опухоли in vivo [57]. 

Данные, полученные при изучении влияния МСК 
на рост опухолей, свидетельствуют о том, что актива-
ция МСК, их направленная миграция и дифференци-
ровка в клетки соединительной ткани и кровеносных 
сосудов, а также взаимодействие с иммунными клет-
ками являются важными составляющими процессов 
онкогенеза.

ИдЕНТИФИКАЦИя МСК in ViVo
Распределение МСК в тканях долгое время остава-
лось не изученным [13, 32], поскольку доля этих кле-
ток в тканях весьма невелика, а уникальный имму-
нофенотип, позволяющий отделить их от остальных 
клеток, не был определен. Новые маркерные анти-
гены МСК были установлены благодаря оценке спо-
собности клеток, выделенных из тканей на основании 
экспрессии тех или иных белков, к самообновлению 
и дифференцировке in vivo. 

Недавно обнаружили, что в костном мозге мыши 
критериям МСК соответствуют клетки, экспрессиру-
ющие Sca-1 (антиген стволовых клеток-1) и PDGFrα 

(рецептор фактора роста тромбоцитов α). Эти клет-
ки формировали костную ткань и функциональную 
строму для ГСК при гетеротопической трансплан-
тации под кожу, а также образовывали остеобла-
сты, ретикулярные клетки и адипоциты в костном 
мозге после системной трансплантации облученному 
реципиенту [13]. С помощью аналогичного подхода 
установили, что маркером МСК костного мозга мо-
жет служить и нестин [32], поскольку экспрессирую-
щие нестин клетки обладали способностью к само-
обновлению in vitro и in vivo, дифференцировались 
в остеобласты и хондроциты в костном мозге in vivo, 
а также формировали гемопоэтическое микроокру-
жение при трансплантации под кожу [59]. 

С помощью новых маркерных антигенов (cD146, 
Sca-1 и PDGFrα) показано, что МСК in situ локали-
зуются в непосредственной близости от кровеносных 
сосудов, в частности в адвентиции артерий, крово-
снабжающих костный мозг. Более того, клетки, вы-
деленные на основании их периваскулярной лока-
лизации и экспрессии маркеров перицитов – nG2 
(хондротинсульфат протеогликан), cD146 и PDGFrβ, 
из различных органов и тканей человека, включая 
фетальную и постнатальную кожу, поджелудочную 
железу, сердце, мозг, легкие, костный мозг и плацен-
ту, обладали способностью к самоподдержанию, диф-
ференцировочным потенциалом и экспрессионным 
профилем, присущим МСК [60]. 

В настоящее время считается, что клетки, несущие 
маркерные антигены МСК и перицитов in vivo, обна-
руживаются вблизи кровеносных сосудов, в жировой 
ткани и пульпе зуба [61, 62]. 

Несмотря на сходство в локализации и экспрессии 
поверхностных маркеров, способности дифференци-
роваться in vitro в остеобласты, хондроциты, адипо-
циты, миоциты и гладкомышечные клетки, а также 
формировать очаги эктопического остеогенеза in vivo 
[60], вопрос о биологической эквивалентности МСК 
и перицитов по-прежнему остается открытым. 

Так, не ясно, способны ли МСК in vivo выполнять 
все функции перицитов, включая стабилизацию ка-
пилляров, фагоцитоз, а также регуляцию проница-
емости и тонуса кровеносных сосудов, в том числе 
и за счет рецепции сигналов симпатической нервной 
системы [63]. Скорее всего, периэндотелиальное про-
странство кровеносных сосудов содержит гетеро-
генные популяции клеток. При этом, по-видимому, 
только часть перицитов действительно может пред-
ставлять собой МСК in vivo. Периваскулярная лока-
лизация не уникальна для МСК, ранее она была опи-
сана для резидентных стволовых или прогениторных 
клеток: ГСК, преадипоцитов и стволовых клеток ске-
летных мышц в костном мозге, жировой ткани и ске-
летных мышцах [64–67]. Локализация МСК в пери-
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эндотелиальном пространстве свидетельствует о том, 
что эндотелий является важным компонентом ниши 
этих клеток, способным регулировать их функцио-
нальную активность [68].

МСК – КОМПОНЕНТЫ НИшИ ТКАНЕСПЕЦИФИЧНЫх 
СТВОЛОВЫх КЛЕТОК 
В настоящий момент активно изучается функция 
МСК в различных тканях. В костном мозге МСК 
не только обеспечивают обновление стромы, но и слу-
жат важнейшим регулятором кроветворения и функ-
ции ГСК. ГСК в костном мозге располагаются в опре-
деленном микроокружении (нишах), состоящем 
из негемопоэтических клеток, растворимых факторов 
и белков внеклеточного матрикса, которые регулиру-
ют гемопоэз [69]. В самом начале изучения МСК по-
казали, что in vivo эти клетки источник остеобластов, 
адипоцитов и ретикулярных клеток – компонентов 
ниши для ГСК, участвующих в регуляции гемопоэза 
[3]. Кроме того, МСК первыми заселяют участки фе-
тального гемопоэза, они передают регуляторные сиг-
налы, привлекающие туда ГСК [70]. Культивируемые 
ММСК костного мозга также способны поддерживать 
выживание и пролиферацию ГСК ex vivo [70]. 

Остеобласты представляют собой необходимый 
компонент гемопоэтического микроокружения [71, 
72]. Количество остеобластов в костном мозге по-
ложительно коррелирует с количеством ГСК [73] – 
около 14% ГСК располагаются в непосредственной 
близости от эндоста (endosteum), выстланного остео-
бластами [65]. Способность остеобластов регулиро-
вать самоподдержание и активацию ГСК до сих пор 
окончательно не доказана, однако, получен ряд дан-
ных in vitro о том, что эти клетки регулируют диф-
ференцировку ГСК в гранулоциты и В-лимфоциты 
посредством секреции растворимых факторов роста 
и цитокинов, включая LIF-1 (фактор-1, ингибирую-
щий лейкоз), GM-cSF (гранулоцитарный колоние-
стимулирующий фактор), SDF-1 и интерлейкин-6 
[69]. Наряду с остеобластами, строма костного мозга 
содержит адипоциты, также происходящие из МСК. 
Интересно, что адипоциты функционируют в кост-
ном мозге как отрицательные регуляторы гемопоэза, 
действуя по не известным пока молекулярным ме-
ханизмам [74]. Следовательно, в костном мозге МСК 
служат источником двух типов клеток, проявляющих 
антагонистические свойства в отношении регуляции 
ГСК, остеобластов и адипоцитов. Остается не извест-
ным, что обуславливает выбор между коммитирован-
ностью МСК в том или ином направлении, и как ба-
ланс между продукцией остеобластов и адипоцитов 
влияет на гемопоэз [12]. 

МСК также могут регулировать гемопоэтическое 
микроокружение, организуя сосудистую сеть в кост-

ном мозге – необходимый структурный и функ-
циональный компонент ниш ГСК [69]. В двух неза-
висимых исследованиях показано существование 
«двойственных ниш стволовых клеток», в которых 
два типа стволовых клеток, ГСК и МСК, непосред-
ственно взаимодействуют в периваскулярных про-
странствах костного мозга. В частности, установлено, 
что большинство ГСК располагается на расстоянии 
не более 30 мкм (~ 5 диаметров ГСК) от ретикуляр-
ных клеток, продуцирующих большое количество 
SDF-1α, а также содержащих нестин [13, 32]. Как уже 
сказано, эти клетки являются МСК или их ближай-
шими потомками, поскольку они способны к самопод-
держанию и дифференцировке в остеогенном и ади-
погенном направлениях in vitro и in vivo. 

Нестинположительные МСК экспрессируют фак-
торы, необходимые для удержания ГСК в нише и их 
самоподдержания, в количестве в 50–700 раз боль-
шем, чем остальные стромальные клетки костного 
мозга. Кроме того, нестинсодержащие МСК поддер-
живают рост колоний ГСК in vitro, а их удаление вы-
зывает резкое уменьшение количества ГСК in vivo. 

К отличительным особенностям нестинэкспрес-
сирующих МСК костного мозга относятся экспрес-
сия β3-адренорецепторов и способность отвечать 
на сигналы нервной системы. Агонисты β3- и β2-
адренорецепторов вызывают подавление экспрессии 
SDF-1α, ScF, ангиопоэтина-1 и интерлейкина-7 в не-
стинэкспрессирующих МСК, что, в свою очередь, вы-
зывает мобилизацию ГСК. Таким образом осущест-
вляется регуляция гемопоэза нервной системой. 

Со времен Вирхова было известно, что перициты, 
имеющие периэндотелиальную локализацию, могут 
служить мишенями для окончаний аксонов и тем са-
мым играть ключевую роль в сопряжении нервной 
и сосудистой систем [75]. Как уже подчеркивалось 
выше, часть перицитов представлена МСК. В этой 
связи выполняемая МСК функция сопряжения ком-
партмента ГСК и нервной системы хорошо согласу-
ется с их периваскулярной локализацией (рис. 3). 

МСК костного мозга служат также мишенью 
для клеток врожденного иммунитета, таких, как ма-
крофаги. В отличие от стимулирующего мобилиза-
цию действия нервной системы, макрофаги костного 
мозга способствуют удержанию ГСК в нише [76]. 

Являются ли МСК других тканей компонентом 
ниш для тканеспецифичных резидентных стволо-
вых клеток и опосредуют ли в этих нишах влияние 
нервной системы, остается неясным. Так, МСК, вы-
деленные из миокарда, оказались способны стиму-
лировать выживание и пролиферацию стволовых 
клеток сердца in vitro [77], однако, взаимодействие 
этих клеток с тканеспецифичными стволовыми клет-
ками in vivo остается невыясненным [78]. В тонком 
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кишечнике и коже также обнаружены популяции 
МСК, ответственных за регуляцию трофики и вос-
становления этих тканей при повреждении. Однако 
насколько важно их взаимодействие с тканеспеци-
фичными стволовыми клетками для процессов обнов-
ления тканей еще предстоит выяснить. По крайней 
мере в костном мозге МСК – это необходимый ком-
понент периваскулярной ниши тканеспецифичных 

резидентных стволовых клеток (в данном случае – 
ГСК), позволяющий интегрировать сигналы нервной 
и иммунной систем и периферического кровотока. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведенные результаты позволяют нам предполо-
жить, что в организме существуют два типа МСК: 
циркулирующие в крови МСК костномозгового про-
исхождения, которые принимают участие в репара-
ции тканей при повреждении, и резидентные МСК, 
локализованные периваскулярно во всех органах 
и тканях, которые регулируют физиологическое об-
новление тканей и поддержание тканевого гомеоста-
за. МСК считаются важнейшими участниками про-
цессов обновления и регенерации тканей. Во-первых, 
эти клетки осуществляют регуляцию самоподдержа-
ния и дифференцировки тканеспецифичных ство-
ловых клеток. Во-вторых, МСК стимулируют рост 
и осуществляют стабилизацию кровеносных сосудов 
и нервов в процессах репарации тканей. В-третьих, 
взаимодействие МСК с лимфоцитами, эндотелиаль-
ными клетками и аксонами позволяет интегрировать 
нейрогуморальные сигналы, регулирующие обновле-
ние и репарацию тканей.  

Работа выполнена в рамках Государственного 
контракта № 16.512.12.2005 и при поддержке 

гранта РФФИ № 11-04-12107-офи-м-2011.

Рис. 3. Схема взаимодействия МСК с аксонами, эндо-
телиальными клетками, лейкоцитами и тканеспецифич-
ными стволовыми клетками (см. пояснения в тексте).
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РЕФЕРАТ NAD+-зависимая формиатдегидрогеназа [КФ 1.2.1.2] (FDH), состоящая из двух идентичных субъе-
диниц и не содержащая простетических групп и ионов металлов, широко распространена в природе. FDH 
этого типа найдены в различных микроорганизмах (включая патогенные) – в бактериях, дрожжах, микро-
скопических грибах, а также в растениях. В отличие от FDH микробного происхождения, находящихся 
в цитоплазме, растительные FDH локализованы в митохондриях. Впервые формиатдегидрогеназную ак-
тивность описали еще в 1921 г. именно в растениях, однако до последнего времени растительные FDH были 
изучены существенно хуже, чем ферменты микроорганизмов. В представленном обзоре рассмотрены по-
следние достижения в области изучения физиологической роли, свойств, структуры и белковой инженерии 
формиатдегидрогеназ растений.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА растительная формиатдегидрогеназа, физиологическая роль, свойства, структура, экс-
прессия, Escherichia coli, белковая инженерия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ FDH – формиатдегидрогеназа; PseFDH, CboFDH – формиатдегидрогеназы бактерий 
Pseudomonas sp. 101 и дрожжей Candida boidinii; SoyFDH, AthFDH – растительные формиатдегидрогеназы 
из сои и Arabidopsis thaliana.

ВВЕдЕНИЕ
nAD+-зависимые формиатдегидрогеназы (FDH) [КФ 
1.2.1.2] относятся к группе ферментов, катализирую-
щих окисление формиат-иона до углекислого газа 
при сопряженном восстановлении nAD+ до nADH:

HcOO- + nAD+  →  cO
2
↑ + nADH.

На основании различий в структуре можно вы-
делить две большие группы FDH. В первую группу 
входят формиатдегидрогеназы анаэробных микро-
организмов и архебактерий. FDH этой группы пред-
ставляют собой гетероолигомеры со сложной четвер-
тичной структурой и высокой молекулярной массой. 
Для них характерны наличие в активном центре раз-
личных простетических групп (железосерные кла-
стеры, ионы молибдена, вольфрама) и высокая чув-
ствительность к кислороду [1, 2].

Вторую группу образуют nAD+-зависимые фор-
миатдегидрогеназы, которые состоят из двух иден-
тичных субъединиц, имеют по два активных центра 
и не содержат в белковой глобуле ни ионов металлов, 
ни простетических групп. FDH этой группы принад-

лежат к суперсемейству D-специфичных дегидроге-
наз 2-оксикислот [3]. Реакция окисления формиата, 
катализируемая FDH этой группы, является про-
стейшим примером дегидрирования карбонильных 
соединений, так как в каталитическом механизме 
отсутствует стадия переноса протона(ов), а также 
какие-либо другие стадии кислотно-основного ката-
лиза. Скорость реакции в целом ограничивается ско-
ростью переноса гидрид-иона от субстрата на атом 
С-4 никотинамидного кольца [4]. Таким образом, FDH 
служит модельным ферментом для изучения меха-
низма переноса гидрид-иона в активном центре деги-
дрогеназ, входящих в данное суперсемейство.

Активное и систематическое изучение FDH на-
чалось в начале 70-х гг. прошлого века и было 
в основном посвящено ферментам микроорганизмов. 
Физиологическая роль микробных FDH различна. 
Например, в метанолутилизирующих бактериях 
и дрожжах фермент участвует в снабжении клетки 
энергией, а в патогенных бактериях и микроскопиче-
ских грибах FDH является белком стресса. Подробно 
свойства и белковая инженерия FDH рассмотрены 
в работах [5, 6].
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nAD+-зависимые формиатдегидрогеназы расте-
ний также относятся ко второй группе FDH. Иссле-
дования последних лет показали, что в растениях, 
как и в патогенных микроорганизмах, FDH также 
входит в число белков стресса, и ее синтез сильно 
возрастает в условиях засухи, при резком изменении 
температуры, облучении жестким ультрафиолетом, 
воздействии химических реагентов [7–9], гипоксии 
[10], а также патогенных микроорганизмов [11]. Важ-
ность физиологической роли этого фермента обу-
славливает необходимость изучения растительных 
FDH. В настоящее время нет ни одной публикации, 
в которой систематизированы данные о раститель-
ных FDH. В представленном обзоре рассмотрены 
основные особенности растительных формиатдеги-
дрогеназ, их кинетические свойства и стабильность, 
а также подробно описана физиологическая роль.

ИСТОРИя ОТКРЫТИя, ЛОКАЛИЗАЦИя 
И ФИЗИОЛОгИЧЕСКАя РОЛь РАСТИТЕЛьНЫх FDH
Впервые растительную FDH обнаружили в бобах фа-
соли (Phaseolus vulgaris) в 1921 г. [12].

Первая попытка детально описать FDH и оценить 
роль этого фермента в метаболизме растений была 
предпринята Дэвисоном в 1951 г. [13] на примере фор-
миатдегидрогеназ из семян гороха и фасоли. Счита-
лось, что роль FDH заключается в восстановлении 
nADH, который впоследствии расходуется на об-
разование этанола, сукцината и глутамата в сопря-
женных реакциях. Таким образом, впервые была обо-
значена роль FDH как «поставщика» молекул nADH 
для удовлетворения различных потребностей клет-
ки. В этой же работе было высказано предположение 
о механизмах появления формиата в растительной 
клетке. Согласно первой гипотезе формиат мог об-
разоваться вместе с этанолом и уксусной кислотой 
в результате анаэробного дыхания. Согласно другой 
гипотезе формиат мог образоваться в процессе окис-
ления гликолевой кислоты, однако однозначные дан-
ные, подтверждающие метаболический путь, в ходе 
которого образуется формиат, отсутствуют.

Первые опыты по определению локализации FDH 
в клетках растений были проведены в 1956 г. Оказа-
лось, что формиатдегидрогеназная активность при-
сутствует прежде всего в митохондриях [14]. Однако 
в силу того, что исследуемые образцы были загряз-
нены другими органеллами, нельзя было однознач-
но утверждать, что FDH локализована именно в ми-
тохондриях. В 1960 г. показали, что FDH находится 
не только в семенах, но и в других частях растений. 
Формиатдегидрогеназная активность выявлена в ли-
стьях капусты и шпината, корнях редиса и репы, поч-
ках цветной капусты, а также в плодах тыквы [15]. 
На листьях шпината показано, что в растительной 

клетке существуют как минимум два пути окисления 
формиата – с помощью FDH в митохондриях и пе-
роксидазы в пероксисомах [16]. Отдельно установили, 
что при pH > 6 формиат окисляется с помощью FDH 
в митохондриях, при более кислых значениях pH 
основную роль в окислении формиата играет перок-
сидаза в пероксисомах. Позже установили, что в ми-
тохондриях FDH представлена не индивидуальной 
молекулой, а входит в белковый комплекс массой 
около 200 кДа [17]. В качестве возможных кандидатов 
на образование таких комплексов рассматриваются 
глициндекарбоксилаза и фумараза, концентрация 
которых возрастает синхронно с ростом активности 
FDH [9].

В ходе систематических исследований показа-
но, что величина формиатдегидрогеназной актив-
ности очень сильно зависит как от вида растения, 
так и от органа, в котором содержится фермент [18]. 
Также выявлена зависимость активности фермен-
та от скорости потребления кислорода растением. 
Так, в растениях с высоким потреблением кислоро-
да (шпинат, табак и др.) формиатдегидрогеназная 
активность была выше, чем в растениях с низким 
потреблением (бобовые, зеленый салат и др.) [18]. 
В этой же работе впервые было высказано предполо-
жение, что в результате окисления nADH, получен-
ного с помощью формиатдегидрогеназной реакции, 
запасенная энергия по электрон-транспортной цепи 
расходуется на образование АТР, удовлетворяя та-
ким образом энергетическую потребность клетки [18]. 
К сожалению, большой разброс в активности FDH 
у растений разного вида не позволяет однозначно 
ответить на вопрос о роли этого фермента в метабо-
лизме. Взаимосвязь метаболизма формиата и ответа 
растений на стрессовые воздействия впервые отме-
тили в 1978 г. [19], когда при выращивании ячменя 
в условиях избыточного увлажнения наблюдали по-
вышенное образование меченого углекислого газа 
из формиата.

На качественно новый уровень изучение физио-
логической роли формиатдегидрогеназы растений 
перешло в 1992 г. [20], когда обнаружили, что мито-
хондрии нефотосинтезирующих тканей картофеля 
содержат неизвестный полипептид с молекулярной 
массой около 40 кДа, составляющий до 9% всех бел-
ков митохондрий. кДНК этого полипептида клониро-
вали в 1993 г., а анализ кодируемой этой кДНК ами-
нокислотной последовательности показал, что она 
имеет более чем 55% гомологии с FDH из бактерий 
Pseudomonas sp. 101 [21]. Сравнение n-концевых по-
следовательностей природной FDH картофеля и кло-
нированного полипептида выявило в последнем при-
сутствие сигнального пептида из 23 аминокислотных 
остатков, который обеспечивает транспорт профер-
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мента из цитоплазмы в митохондрии. Полипептиды 
с такой же молекулярной массой найдены в расте-
ниях гороха, томата, лука и др., причем содержание 
FDH в митохондриях нефотосинтезирующих тканей 
(клубни, корни) было примерно в 8 раз выше, чем 
в листьях [20]. Кроме того, в растениях, выращенных 
без доступа света (стебли гороха, листья цикория, 
корни моркови, клубни батата и др.), количество FDH 
резко возрастало [20].

В настоящее время опубликованы многочислен-
ные данные в пользу того, что FDH синтезируется 
в большом количестве в условиях, неблагоприятных 
для роста растений – при засухе, пониженной тем-
пературе, воздействии жесткого ультрафиолетового 
излучения, химических соединений, при недостатке 
света, железа, а также при пониженном содержании 
кислорода, однако скорость ответа сильно зависит 
от типа воздействия. Например, самый быстрый ответ 
растений картофеля, выраженный синтезом мРНК, 
наблюдали при непосредственном повреждении рас-
тительной ткани (около 20 мин), в то время как время 
ответа на другие воздействия составило в среднем 8 ч 
[7]. В условиях нехватки железа количество мРНК 
формиатдегидрогеназы в корнях ячменя начинало 
увеличиваться через 1 день и достигало максимума 
через 14 дней [8, 22], тогда как в листьях синтез фор-
миатдегидрогеназы не увеличился. При анаэробном 
стрессе концентрация мРНК FDH в корнях ячменя 
повышалась уже через 12 ч и к 48 ч достигала мак-
симального значения. У приморской сосны биосинтез 
FDH усиливается в условиях засухи [23]. Повыше-
ние уровня мРНК FDH отмечено и в растениях Lotus 
japonicиs, росших в условии гипоксии [10].

Экспрессия генов мха Physcomitrella patens в от-
вет на стрессовые воздействия изучена в работе [24]. 
Растения мха обрабатывали абсцизовой кислотой 
(гормон, индуцирующий переход растений к перио-
ду покоя и способный тормозить рост стеблей; на-
капливается осенью в семенах и почках), а также 
охлаждали до +4оС. Обнаружено, что под действи-
ем абсцизовой кислоты увеличивается устойчивость 
мха к воздействию низких температур, а также из-
меняется набор экспрессируемых генов. FDH – один 
из ферментов, ген которых экспрессируется в ответ 
на абсцизовую кислоту. Оказалось, что уровень экс-
прессии гена FDH возрастает в течение нескольких 
часов после обработки абсцизовой кислотой, а так-
же при содержании растений на холоду в течение 
24 ч. В отсутствие абсцизовой кислоты ответ на воз-
действие низких температур развивается гораздо 
медленнее. Обработка хлоридом натрия в больших 
концентрациях (0.125 и 0.25 М) и маннита (0.25 и 0.5 
М) увеличивала как устойчивость мха к действию 
низких температур, так и экспрессию ряда генов, 

в том числе гена FDH. Таким образом, показано, 
что и у высших растений, и у мхов формиатдегидро-
геназа служит белком стресса, и уровень синтеза 
этого фермента может регулироваться гормонами. 
Другие растительные гормоны, такие, как ауксин 
и цитокинин, также влияют на активность FDH 
у высших растений [25].

Синтез FDH изучен и у Arabidopsis thaliana, под-
вергнутых различным воздействиям. Это первое 
растение, у которого определена полная нуклеотид-
ная последовательность генома, поэтому во многих 
случаях A. thaliana используется как модельное 
растение. Растения опрыскивали различными С1-
соединениями: метанолом, формальдегидом, форми-
атом, и проводили Нозерн-блот-анализ, используя 
кДНК FDH в качестве пробы. Наиболее интенсивная 
экспрессия гена FDH наблюдалась при обработке 
формальдегидом или метанолом. Более низкий уро-
вень экспрессии наблюдался в образцах, опрыскан-
ных формиатом и деионизованной водой. Не обнару-
жено повышения экспрессии гена FDH в растениях 
с обрезанными листьями, а также в контрольном эк-
земпляре. Эти данные позволили сделан вывод о том, 
что синтез FDH индуцируется в большей степени 
не субстратом – формиатом, а его восстановленной 
формой – формальдегидом [26]. Показано также [27], 
что одноуглеродные соединения – метанол, формаль-
дегид и формиат, индуцируют синтез FDH в листьях 
растений. Метанол влияет непосредственно на синтез 
FDH-транскриптов, в то время как его окисленные 
модификации (формальдегид, формиат) могут слу-
жить сигнальными молекулами. Анализ n-концевой 
области фермента позволил предположить, что FDH 
может транспортироваться и в хлоропласты. Двойная 
локализация FDH – и в митохондриях, и в хлоропла-
стах, показана на трансгенных растениях A. thaliana 
и табака, содержащих ген AthFDH [28].

Невыясненным остается происхождение формиата 
в клетках растений, подвергнутых стрессовым воздей-
ствиям. Были высказаны предположения, что форми-
ат может синтезироваться в процессе фотодыхания, 
метаболизма метанола, а также из глиоксилата, об-
разующегося из различных продуктов цикла Кребса 
[7]. Обсуждалось образование формиата из серина, 
как это происходит в бактериях [1], поскольку добав-
ление серина приводило к увеличению концентрации 
FDH в растениях картофеля. В ходе дальнейших экс-
периментов [29] получен трансгенный картофель, в ко-
тором подавлен синтез FDH. Оказалось, что в тканях 
трансгенных растений накапливается формиат, кото-
рый не окисляется в дальнейшем до углекислого газа. 
Показано также, что в условиях засухи в трансгенном 
картофеле образуется большое количество пролина 
и его предшественника – глутамата.
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Метаболизм формиата и его физиологическая 
роль хорошо изучены [30]. В фотосинтезирующих 
тканях картофеля формиат служит главным пред-
шественником всех других углеродсодержащих со-
единений, и синтезируется он главным образом че-
рез ферредоксин-зависимую фиксацию углекислого 
газа. В других тканях формиат является побочным 
продуктом фотодыхания и неких ферментативных 
процессов, его образование, по-видимому, может 
быть результатом непосредственного восстановле-
ния углекислого газа в хлоропластах. В растениях 
картофеля метаболизм формиата связан с синтезом 
серина.

Тесная взаимосвязь между биосинтезом формиа-
та и серина существует и у A. thaliana [31]. Получе-
ны три линии трансгенных растений с повышенной 
экспрессией FDH. Уровень формиата в трансгенных 
растениях был практически таким же, как и в A. thal-
iana дикого типа. При добавлении меченого формиа-
та образование радиоактивно меченного углекислого 
газа в трансгенных растениях происходило гораздо 
интенсивнее, в то время как накопление серина оста-
валось на прежнем уровне. Трансгенные растения A. 
thaliana с повышенным уровнем экспрессии гена FDH 
получены и в работе [32].

Фосфорилирование – важнейший способ регуляции 
метаболизма. Известно 14 белков митохондрий карто-
феля, которые могут находиться в фосфорилирован-
ном виде [33], в том числе и FDH. Идентифицированы 
аминокислотные остатки митохондриальной FDH кар-
тофеля, которые подвергаются фосфорилированию – 
thr76 и thr333 [34]. Анализ структуры FDH показал, 
что эти два остатка треонина находятся на поверхно-
сти белковой глобулы и могут быть легко доступны 
для киназ, катализирующих процесс фосфорилиро-
вания. Высокий уровень фосфорилирования наблю-
дается и в субъединице Е1-α пируватдегидрогеназы 
(ПДГ). Фосфорилирование как FDH, так и пируватде-
гидрогеназы регулируется изменением концентрации 
nAD+, формиата и пирувата, что говорит о сходстве 
в механизмах регуляции работы этих ферментов. 
При повышении концентрации nAD+, формиата и пи-
рувата уровень фосфорилирования фермента сильно 
снижается. Предполагается, что пируват может пре-
вращаться в формиат в реакции, катализируемой 
пируват-формиатлиазой (ПФЛ), а далее формиат 
окисляется при участии FDH.

Как видно из представленных данных, формиат-
ион вовлечен в большое количество сложно регули-
руемых метаболических процессов. Наиболее полную 
схему участия формиата в метаболизме растений 
можно найти в работе [11].

Исследования последних лет свидетельствуют, 
что содержание FDH в митохондриях растений воз-

растает в ответ не только на физические и хими-
ческие факторы, но и при «биологической атаке». 
Активацию биосинтеза FDH наблюдали при зара-
жении дуба черешчатого (Quercus robur) патогенным 
грибом Piloderma croceum [35], пшеницы – грибом 
Blumeria graminis f. sp. tritici [36] и фасоли (P. vul-
garis) – грибом Colletotrichum lindemuthianum [11]. 
В геноме фасоли имеются три гена FDH, и их экс-
прессия регулируется типом воздействия. Предпо-
лагают, что синтез FDH у пшеницы индуцируется 
метанолом в результате воздействия пектинметил-
эстеразы на пектин. В растениях табака Nicotiana 
attenuate, поврежденных гусеницами Manduca sexta, 
происходит выделение конъюгатов жирных кислот, 
которые запускают синтез ряда белков, в том числе 
и FDH [37].

В заключение этого раздела отметим, что фор-
миатдегидрогеназа – это универсальный фермент, 
вовлеченный в ответ клеток на стресс, вызванный 
как экзогенными (негативные воздействия окружа-
ющей среды), так и эндогенными (нехватка важней-
ших микроэлементов, воздействие патогенов) про-
цессами. Это свидетельствует о ключевой роли FDH 
в процессах метаболизма высших растений. Получе-
ние мутантных форм FDH, обладающих повышенной 
каталитической активностью, и встраивание их генов 
в геном растений вместо генов ферментов дикого типа 
открывает принципиально новый подход к созданию 
растений с повышенной устойчивостью к стрессовым 
воздействиям. 

ОСОБЕННОСТИ ПЕРВИЧНОЙ СТРУКТУРЫ 
РАСТИТЕЛьНЫх FDH
Активное развитие методов мегасеквенирования 
привело к тому, что практически каждый день пу-
бликуется структура генома различных организмов, 
включая растения. Поиск в базах данных GenBank 
(GB), eMBL, а также KeGG (http://www.genome.jp/) 
позволил найти нуклеотидные последовательности 
генов (полные или в виде кДНК) растительных FDH 
более чем из 70 источников. Кроме того, ряд после-
довательностей, отсутствующих в банках данных, 
представлен в работе [11]. В табл. 1 приведены на-
звания растений, а также сокращенные обозначения 
FDH. При сравнении использовали FDH, характер-
ные для различных микроорганизмов, например, 
ферменты метилотрофных бактерий Pseudomonas 
sp. 101 (наиболее изученная к настоящему времени 
FDH) и Moraxella sp. c2, патогенных Burkholderia 
stabilis и Bordetella bronchiseptica RB50 (Alcaligenes 
bronchisepticus), глубоководных некультивируе-
мых морских альфа-протеобактерий и азотофикси-
рующих бактерий Sinorhizobium meliloti, дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae и Candida boidinii.
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Таблица 1. Источники и сокращенные обозначения формиатдегидрогеназ, рассмотренных в данной работе

Организм
FDH Источник данных

Латинское название Русское название

РАСТЕНИЯ

Antirrhinum majus Львиный зев AmaFDH1 KeGG: eSt 2545

Aquilegia formosa x Aquilegia pubescens Лютик
ApuFDH1 KeGG: eSt 273

ApuFDH2 [11]

Arabidopsis thaliana Резуховидка Таля AthFDH eMBL AF208029

Brachypodium distachyon Коротконожка BdiFDH1 [11]

Brassica napus Рапс
BnaFDH1 [11]

BnaFDH2 KeGG: eSt 21261

Brassica oleracea Капуста BolFDH1 [11]

Cryptomeria japonica Японский кедр cjaFDH1 KeGG: eSt 5066

Carica papaya Папайя cpaFDH1 KeGG: eSt 3924

Citrus reticulata Мандарин creFDH3 KeGG: eSt 11052

Citrus sinensis Апельсин csiFDH1 [11]

Coffea canephora Кофе ccaFDH1 KeGG: eSt 1007

Festuca arundinacea Овсяница тростниковая FarFDH1 KeGG: eSt 5855

Glycine max Соя

SoyFDH1 GB AK244764, [38]

SoyFDH2 GB Bt094321

SoyFDH3 GB AK243932, [38]

SoyFDH4 GB Bt095613

SoyFDH5 KeGG: eSt 19520

Gossypium arboreum Хлопчатник GarFDH1 KeGG: eSt 1085

Gossypium hirsutum Хлопчатник GhiFDH1 KeGG: eSt 19680

Gossypium raimondii Хлопчатник GraFDH1 KeGG: eSt 213

Helianthus annuus Подсолнечник HanFDH1 [11]

Hordeum vulgare Ячмень обыкновенный HvuFDH1 GB D88272, [8]

Ipomoea batatas Батат IbaFDH eMBL BM878811

Lactuca saligna Латук солончаковый LsaFDH1 KeGG: eSt 1616

Lotus japonicus Лядвенец LjaFDH1 GB FM865900, [10]

Lycopersicon esculentum Томат LesFDH1 GB AJ849378

Malus domestica Яблоня MdoFDH eMBL cn496368

Manihot esculenta Маниок съедобный, кассава MesFDH1 KeGG: eSt 2788

Medicago truncatula Люцерна трункатула MtrFDH1 KeGG: eSt 1503

Mesembryanthemum crystallinum Ледяник, хрустальная трава McrFDH GB Be035085

Nicotiana tabacum Табак ntaFDH1 [11]

Oryza sativa Japonica group Рис японский OsaFDH_Ja GB AK065872, [39]

Oryza sativa_indica cultivar-group Рис индийский OsaFDH_In GB ct832868, [40]

Oryza sativa Рис OsaFDH1 AB019533, [41]

Panicum virgatum Просо PviFDH1 KeGG: eSt 8602

Phaseolus vulgaris Фасоль обыкновенная PvuFDH1 GB AcZ74695, [42]

Phyllostachys edulis Бамбук PedFDH GB FP093692

Physcomitrella patens Мох Фискомитрелла раскрытая PpaFDH GB XM001768721, [43]

Picea glauca Ель сизая PglFDH1 KeGG: eSt 2327

Picea sitchensis Ель ситхинская PsiFDH GB eF085163, [44]

Pinus pinaster Сосна приморская PpiFDH1 KeGG: eSt 174
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Pinus taeda Сосна ладанная 

PtaFDH1 [11]

PtaFDH2 KeGG: eSt 2972

PtaFDH3 KeGG: eSt 15504

Populus nigra Тополь черный PniFDH2 KeGG: eSt 7989

Populus tremula Осина PtmFDH1 KeGG: eSt 4757

Populus trichocarpa Тополь волосистоплодный PtrFDH1 GB XM002320465, [45]

Prunus persica Персик PpeFDH1 KeGG: eSt 4281

Quercus robur Дуб черешчатый QroFDH1 GB AJ577266.2, [35]

Raphanus raphanistrum subsp. 
raphanistrum Редька дикая rraFDH1 KeGG: eSt 15157

Ricinus communis Клещевина rcoFDH1 GB XM_002517292

Saccharum officinarum Сахарный тростник SofFDH1 KeGG: eSt 18227

Solanum tuberosum Картофель StuFDH1 GB Z21493, [21]

Sorghum bicolor Сорго
SbiFDH1 GB XM002438363, [46]
SbiFDH2 GB XM002454363, [46]

Taraxacum officinale Одуванчик обыкновенный tofFDH1 [11]

Theobroma cacao Какао tcaFDH1 KeGG: eSt 10274

Triphysaria pusilla Карликовый совиный клевер tpuFDH1 KeGG: eSt 5550

Triticum aestivum Мягкая пшеница taeFDH1 GB AK332605, [47]

Vigna unguiculata Коровий горох VunFDH1 KeGG: eSt 6491

Vitis vinifera Виноград VviFDH1 GB XM002278408

Yucca filamentosa Юкка YfiFDH1 [11]

Zea mays Кукуруза ZmaFDH GB eu967680, [48]

Zingiber officinale Имбирь ZofFDH1 KeGG: eSt 5316

МИКРОСКОПИЧЕСКИЕ ГРИБЫ

Aspergillus oryzae Аспергилл, плесневый гриб AorFDH1 ncBI XM001827498

Mycosphaerella graminicola Плесневый гриб MgrFDH GB AW180713 180985 
180259 180189 180073

Penicillium marneffei Плесневый гриб PmaFDH1 GB XM002153251

Ajellomyces capsulatus Патогенный гриб
AjcFDH1

[49]
AjcFDH3

ДРОЖЖИ

Candida boidinii Метилотрофные cboFDH eMBL AF004096

Saccharomyces cerevisiae Пекарские SceFDH eMBL Z75296

БАКТЕРИИ

Pseudomonas sp. 101 Метилотрофные PseFDH [50]

Moraxella sp. Метилотрофные MorFDH eMBL Y13245

Burkholderia stabilis Патогенные BstFDH [51]

Bordetella bronchiseptica RB50 
(Alcaligenes bronchisepticus) Патогенные BbrFDH eMBL BX640441

Uncultured marine alpha 
proteobacterium HOT2C01 cosmid clone

Некультивируемые глубо-
ководные морские альфа-

протеобактерии
umaFDH GB AY372455

Sinorhizobium meliloti Азотофиксирующие SmeFDH GB Ae006469, [52]
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Отличительной чертой расти-
тельных FDH является наличие 
на n-конце синтезируемого профер-
мента сигнального пептида, который 
отвечает за транспорт FDH из цито-
плазмы в митохондрии [21]. У бак-
териальных и дрожжевых FDH сиг-
нальные пептиды отсутствуют. Гены 
FDH ряда патогенных микроскопиче-
ских грибов также содержат нуклео-
тидную последовательность, коди-
рующую сигнальный пептид. Однако 
в зависимости от состояния клетки-
хозяина синтезируемая с гена FDH 
РНК подвергается альтернативному 
сплайсингу, в результате которого 
образуются разные мРНК, кодирую-
щие белок как с сигнальным пепти-
дом, так и без него [49].

На рис. 1 представлены сигналь-
ные последовательности формиат-
дегидрогеназ из различных источ-
ников. Подчеркнуты потенциальные 
специфические последовательности, 
обеспечивающие транспорт фермен-
та в митохондрии. Остаток, после ко-
торого происходит отщепление сиг-
нального пептида, показан зеленым 
курсивом. У большинства формиат-
дегидрогеназ это остаток аргинина, 
в этом положении находятся также 
остаток серина (FDH сорго SbiFDH1, 
клещевины rcoFDH1), лизина (ви-
ноград VviFDH1), пролина (FDH сои 
SoyFDH1, SoyFDH2, изоформы 1, 2). 
Сигнальная последовательность FDH 
обогащена аминокислотными остат-
ками, содержащими гидроксиль-
ные или положительно заряженные 
группы, и способна образовывать 
амфифильную α-спираль. Сигналь-
ная последовательность очень кон-
сервативна: удаление всего двух 
n-концевых аминокислот полно-
стью блокирует транспорт фермен-
та в митохондрии [53]. Установлено, 
что n-концевой мотив МАМ позволя-
ет осуществлять быстрый транспорт 
фермента в митохондрии. На рис. 1 
представлены n-концевые последо-
вательности 63 растительных FDH, 
из них мотив МАМ в положении 1–3 
имеют 35 ферментов. У ряда расти-
тельных FDH на n-конце находятся 

BdiFDH1---------------------MAMWRAAARQLVDRALVGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
PedFDH-----------------------MAMWRAAARQLVDRALGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
FarFDH1------------------------MWRAAARHLVDRALGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
HvuFDH1---------------------MAAMWRAAARQLVDRAVGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
TaeFDH1---------------------MAAMCRAAARQLVDRAVGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
SbiFDH1----------------------MAMWRAAARQLVDRALGSSAAHTSAG-SKKIVGVF
SofFDH1----------------------MAMWRAAARKLVDRALGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
ZmaFDH-----------------------MAMWRAAARQLVDRALGSRAAHTSTG-SKKIVGVF
PviFDH1----------------------MAMWRAAARQLVDRALGARAAHTSAG-SKKIVGVF
OsaFDH1----------------------MAMWRAAAGHLLGRALGSRAAHTSAG-SKKIVGVF
SbiFDH2--------------MAMRRAAQQAARFAMGPHVPHTAPAARSLHASAG-SKKIVGVF
LjaFDH1------------MAMKRAASSAVRSLLTAPTPNPSSSIFSRNLHASGG-KKKIVGVF
MtrFDH1------------MAMKRAASTLITASSKISSLSSPSSIITRDLHASGG-KKKIVGVF
PvuFDH1-------------------MAMKRAAASSAFRSLLSSTFSRNLH------KKIVGVF
VunFDH1-------------------MAMRRAAGSSAIRSLFSSTFSRNLHVSGE-KKKIVGVF
SoyFDH3-----------------MAMMKRAASSSVRSLLSSSSTFTRNLHASGE-KKKIVGVF
SoyFDH4-----------------MAMMKRAASSALRSLIASSSTFTRNLHASGE-KKKIVGVF
SoyFDH1--MSNFTLKMSDPTLAQQHLVKVHTTTHETVVTTHNHNQTPSINASGE-KKKIVGVF
SoyFDH2--MLNFTLKMSDPTLAQPHLVKVHTT-LETVVTTHNHNHRPSINASGE-KKKIVGVF
SoyFDH5----------------------MAMKRAVQSLLASSSTLTRNLHASGE-KKKIVGVF
TofFDH1-------------MAIAMKRAAAAAATRAISSANSGSIFTRHLHASSG-KKKIVGVF
LsaFDH1--------------------------MAIAMKSDSGSILTRHLHASSG-KKKIVGVF
HanFDH1------------MAMSMAMKRSAAAATRALSSATSSSILTRDLHSSSG-KKKIVGVF
AmaFDH1----------------MAMKRAAVTAVRALTSSAPSSVLTRGLHASPG-SKKIVGVF
TpuFDH1--------------MAMKRAVASTVGAITSSGNPASSVLARYLHASPG-SKKIVGVF
LesFDH1-----------------MAMRRVASTAARAIASPSSLVFTRELQASPG-PKKIVGVF
StuFDH1-----------------MAMSRVASTAARAITSPSSLVFTRELQASPG-PKKIVGVF
NtaFDH1-------------MAMRRVASTAARAFASSSPSPSSLVFTRELQASPG-SKKIVGVF
VviFDH1---------------MAMMKRVAESAVRAFALGSTSGALTKHLHASAG-SKKIVGVF
MesFDH1---------------MKRAATSAIRAFPSSFGISGSSALGRHLHASAG-SKKIVGVF
GraFDH1------------------MKQVANSAIKAIANSGSSSLLTRQLHASPG-SKKIVGVF
GarFDH1------------------MKQVANSAIKAIANSGSSSLLTRQLHASPG-SKKIVGVF
GhiFDH1------------------MKQVANSAIKAIANSGSSSLLTRQLHASPG-SKKIVGVF
TcaFDH1------------------MKQVASSAIKALANSGSSSVLTRQLHASPG-SKKIVGVF
CcaFDH1--------------MAMKRVAASALRAFTSSGNSTSSLLTRRLHASPG-SKKIVGVF
IbaFDH---------------MAMRRVAASGLRAFASYGNPS--LLTRQLHASPG-SKKIVGVF
ApuFDH1---------------MATRKAVVLGAQSLLRSSSTSSPSIRNLHASSE-SKKIVGVF
ApuFDH2-----------------MKKAALSTVQSVLSSSSFSTRLVRHSHTSPG-SKKIVGVF
YfiFDH1----------------MAMLRAAKQAIQTLGSRIPSSSTFSRHLHASPG-SKKIVGVF
ZofFDH1---------------MAMLRAAKHAMRALGSRAPDASPFARMLHASTG-SKKIVGVF
QroFDH1--------------------------MAGAATSAIKSVLTRHLHASPG-SKKIVGVF
RcoFDH1------------MKSYSKRIALWLQRIEDGASDVTEELGVSINSASAG-SKKIVGVF
BnaFDH2---------------MAMRRVTRAAIRASCVSSSSSGYFARKFNASSGDSKKIVGVF
BolFDH1-------------------MAMRRVIRASCVSSSSTGYLARKFHASSGDSKKIVGVF
CsiFDH1-------------MAMKRVASSAINAFASSGYLRSSSRFSRHY-ASSG-RKKIVGVF
MdoFDH--------------MASKGVIASAVRALASSGSSASSTTFTRHLHASGG-SKKIVGVF
PpeFDH1---------------MKGVIASAVRTLASSGSSASSTTFTRHLHASAG-SKKIVGVF
CpaFDH1-------------MKRAATSAIKAFASSQTSFSGLSTNFARNLHASPG-SKKIVGVF
CreFDH3---------------MKRVASSAINAFASSGYLRSSSRFSRHY-ASSG-SKKIVGVF
BnaFDH1----------------MAMRRITGAIRASCVSSSSSGYFARQFHASSGDSKKIVGVF
AthFDH----------------MAMRQAAKATIRACSSSSSSGYFARRQFNASSGDSKKIVGVF
RraFDH1--------------------MAMQAAIRACVSSNSSGFLSRHLHASSGDSKKIVGVF
PpiFDH1----------MASRRAVISAFRAASRRPICSPVSSIASSVRELHAPAG-SNKIVGVF
PtaFDH2--------------MASRRSVISAFRAASRRPICSPVSSVRELHAPAG-SNKIVGVF
PtaFDH3----------MASKRAVISAFRAASRRPICSPVSSIASSVRELHAPAG-SNKIVGVF
PtaFDH1----------MASRRSVISAFRAASRRPICSPVS----SVRELHAPAG-SNKIVGVF
PsiFDH-----------MASKRAVISTFRAASRKPIFSSVSPLASSVRELHAPAG-SNKIVGVF
PglFDH1----------MASKRAVISTFRAASRRPICSSVSPLASSVRKLHAPAG-SNKIVGVF
CjaFDH1----------MASKRAVKS---AAQ------AFSPL-SSIRALHAPAG-PNKIVGVF
PtrFDH1-----------MAMKRAATSAIRAFSSSSPASSVSSGSSTRLLHASAE-SKKIVGVF
PtmFDH1-----------MAMKRAATSAIRAFSSSSPSSSLSSGSSTRLLHASAE-SKKIVGVF
PniFDH2-----------MAMKRAATSAIRAFSSASPASSVSSGSSTRLLHASAE-SKKIVGVF
McrFDH-----------------MKRATASAIRAMVASSTNSSTILSRNLHASSD-SKKIVGVF
AorFDH1-------------------MTFARSITRAALKASPLSRASRTFSSSSSAQSKVLMVL
MgrFDH--MVFARSSLRMARPASSLLSQRATASFTQRGANLARAGGVRTLTSTSSRQGKVLLVL
PmaFDH1------MVFSRSIPRALQRPATSLLAIPARQWRAPVFSGVRTLTASAPRQGKVLMVL
AjcFDH3-------MGRGLPRSSSAPFPGYNTQSYGPLPRLPSLTRVITLTASPKLQGKVLLVL
AjcFDH1-------------------------------------------------MGKVLLVL
PseFDH--------------------------------------------------MAKVLCVL

Рис. 1. Сигнальные последовательности растительных формиатдеги-
дрогеназ. Здесь и на рис. 2 и 3 обозначения ферментов см. в табл. 1. 
Названия ферментов из растений выделены зеленым, из микроскопи-
ческих грибов – розовым, а FDH из бактерий – синим. Подчеркнуты 
потенциальные специфические последовательности, обеспечиваю-
щие транспорт фермента в митохондрии. Остаток, после которого 
происходит отщепление сигнального пептида, показан зеленым кур-
сивом. Красным выделены консервативные аминокислотные остатки 
для всех формиатдегидрогеназ.
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Рис. 2. Филогенетическое дерево N-концевых последовательностей FDH растений.
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сходные мотивы: MAAM (у двух) 
и MAS (у восьми). n-Концевые ами-
нокислотные последовательности 
изоферментов 1 и 2 FDH сои резко 
отличаются от последовательно-
стей других растительных форми-
атдегидрогеназ как по составу (на-
чинается с MSn и MLn), так и по 
размеру, что говорит о возможной 
специфической функции этих изо-
форм FDH. На рис. 1 представлены 
также n-концевые последователь-
ности FDH грибов Aspergillus ory-
zae, As. flavus, Penicillium marn-
effei, Mycosphaerella graminicola, 
Ajellomyces capsulatus (названия 
отмечены розовым). Приведены 
две изоформы фермента из Aj. cap-
sulatus (AjcFDH1 и AjcFDH3), об-
разующиеся в результате альтер-
нативного сплайсинга мРНК [49]. 
Некоторые последовательности 
содержат также остаток аргинина, 
по которому может происходить от-
щепление сигнального пептида (от-
мечен курсивом и розовым цветом). 
По-видимому, у микроскопических 
грибов существует аналогичный 
механизм транспорта FDH в раз-
личные органеллы клетки. Крас-
ным на рис. 1 выделены полностью 
консервативные во всех формиат-
дегидрогеназах остатки Lys и Val. 
Для сравнения показана n-концевая 
последовательность формиатдеги-
дрогеназы из Pseudomonas sp. 101, 
высокогомологичная n-концевой 
области AjcFDH3 без сигнального 
пептида. Из рис. 1 видно, что после-
довательности сигнальных пепти-
дов в ферментах из растений одно-
го семейства (пасленовые: томаты, 
картофель; злаки: рис, ячмень, 
рожь и др.) имеют высокую степень 
гомологии.

У большинства растений FDH на-
ходится в митохондриях, но деталь-
ное изучение сигнального пептида 
фермента из A. thaliana показало, 
что фермент может транспортиро-
ваться и в хлоропласты. n-Концевая 
часть этого фермента сильно от-
личается от сигнальных последо-
вательностей FDH из картофеля, 



ОБЗОРЫ

ТОМ 3  № 4 (11)  2011 | ActA nAturAe | 49

F
a
r
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
Q
G
E
W
D
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
I
N
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

H
v
u
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
T
P
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
R
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
L
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
Y
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
I
N
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
V
V

T
a
e
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
L
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
I
N
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

Z
m
a
F
D
H
 
 
I
K
N
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
L
R
I
L
I
L
L
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
Q
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
I
D
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

O
s
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
L
R
N
F
L
P
G
Y
Q
Q
V
V
H
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
I
D
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

S
b
i
F
D
H
2
 
I
A
R
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
Q
L
M
R
V
L
V
L
M
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
A
I
S
G
E
W
D
V
A
G
V
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
R
P
F
N
C
-
K
L
L
Y
H
D
R
L
R
I
D
P
A
L
E
A
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
Q
F
E
A
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
V
V

L
j
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
N
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
A
I
T
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
E
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

S
o
y
F
D
H
3
 
I
K
K
A
Q
K
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
A
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
F
D
R
L
R
I
D
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

S
o
y
F
D
H
2
 
I
K
K
A
Q
K
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
A
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
F
D
R
L
R
I
D
P
E
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

A
m
a
F
D
H
1
 
I
N
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
E
H
I
D
L
K
A
A
A
D
-
-
A
G
L
T
G
A
E
G
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
N
G
E
W
D
V
A
A
I
A
Y
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
P
E
L
E
S
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
Q
F
Q
E
D
P
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

T
p
u
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
Q
A
A
A
D
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
N
G
D
W
N
V
A
A
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
E
P
E
L
E
N
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

L
e
s
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
N
G
E
W
N
V
A
A
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
S
E
L
E
N
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
S
K
C
D
I
V
V

S
t
u
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
N
G
E
W
N
V
A
A
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
S
E
L
E
N
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
S
K
C
D
I
V
V

V
v
i
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
S
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
I
K
M
D
P
E
L
E
N
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
V
D
V
M
L
P
K
C
D
I
I
V

G
h
i
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
E
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
Y
H
Q
V
I
T
G
D
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
I
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
V
K
I
D
P
E
L
E
K
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

T
c
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
E
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
H
H
Q
V
I
T
G
D
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
I
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
V
K
I
D
P
E
L
E
K
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

C
c
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
K
A
A
A
D
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
V
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
H
H
Q
V
I
S
G
D
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
I
K
M
D
P
E
L
E
N
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
P
K
C
D
I
I
V

A
p
u
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
Y
K
Q
V
I
T
G
D
W
N
V
A
A
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
V
K
M
D
S
D
L
E
S
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

Z
o
f
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
T
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
V
I
N
G
D
W
N
V
A
A
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
E
P
D
L
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
P
K
C
D
V
I
V

Q
r
o
F
D
H
1
 
I
T
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
P
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
A
I
S
G
E
W
N
V
A
A
I
S
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
P
E
L
E
N
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
N
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
I
V

R
c
o
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
E
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
V
I
S
G
D
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
I
K
M
D
P
E
L
E
N
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
I
V
V

B
n
a
F
D
H
2
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
Q
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
N
Q
V
V
N
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
G
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
M
G
P
E
M
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
V
E
S
L
D
E
M
L
P
K
C
D
V
V
V

B
o
l
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
Q
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
N
Q
V
V
N
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
G
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
M
G
P
E
M
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
Y
V
E
S
L
D
E
M
L
P
K
C
D
V
V
V

M
d
o
F
D
H
 
 
I
K
K
A
K
N
L
E
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
P
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
G
S
V
A
E
D
E
L
M
K
I
L
N
L
V
P
N
F
V
P
G
Y
Q
Q
I
V
T
G
E
W
N
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
R
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
L
T
L
N
P
V
H
C
-
D
L
L
Y
H
D
R
V
K
I
D
P
E
V
E
Q
H
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
D
D
L
D
A
M
L
P
R
C
D
V
I
V

P
p
e
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
V
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
Y
T
Q
I
V
N
G
E
W
K
V
A
G
I
A
H
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
H
L
L
Y
H
D
R
F
K
I
D
P
E
L
E
Q
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
A
M
L
P
K
C
D
V
I
V

C
p
a
F
D
H
1
 
I
K
K
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
V
M
R
V
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
Q
Q
V
V
N
G
E
W
N
V
A
A
I
A
C
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
R
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
V
K
M
D
P
E
L
E
S
Q
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
K
M
L
P
K
C
D
V
I
V

A
t
h
F
D
H
 
 
I
K
K
A
K
N
L
K
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
Q
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
N
Q
V
V
K
G
E
W
N
V
A
G
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
G
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
Q
M
A
P
E
L
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
V
E
D
L
N
E
M
L
P
K
C
D
V
I
V

P
p
i
F
D
H
1
 
I
Q
E
G
K
E
L
K
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
N
A
A
A
A
-
-
A
G
V
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
K
Q
I
V
E
G
D
W
K
V
A
A
I
S
Y
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
I
G
A
G
R
I
G
K
E
L
L
K
R
L
K
P
F
N
C
-
K
L
L
Y
H
D
R
L
S
I
G
P
E
L
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
T
L
E
T
K
L
D
E
M
L
P
K
C
D
V
V
V

P
t
a
F
D
H
2
 
I
Q
E
G
K
E
L
K
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
N
A
A
A
A
-
-
A
G
V
T
V
A
E
V
T
A
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
M
R
N
F
V
P
G
Y
K
Q
I
V
E
G
D
W
K
V
A
A
I
S
Y
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
I
G
A
G
R
I
G
K
E
L
L
K
R
L
K
P
F
N
C
-
K
L
L
Y
H
D
R
L
S
I
G
P
E
L
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
T
L
E
T
N
L
D
E
M
L
P
K
C
D
V
L
V

P
s
i
F
D
H
 
 
I
K
K
A
K
N
L
K
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
N
A
A
A
A
-
-
A
G
V
T
V
S
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
V
P
G
Y
K
Q
I
V
N
G
D
W
K
V
A
A
I
S
Y
R
S
Y
D
L
E
G
K
T
I
G
T
I
G
A
G
R
I
G
K
E
L
L
K
R
L
K
P
F
N
C
-
K
L
L
Y
H
D
R
L
S
I
G
P
E
L
E
K
E
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
T
L
E
T
N
L
D
D
M
L
P
K
C
D
V
V
V

P
t
m
F
D
H
1
 
I
K
R
A
K
N
L
Q
L
L
L
T
A
G
I
G
S
D
H
I
D
L
K
A
A
A
A
-
-
A
G
L
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
D
E
L
M
R
I
L
I
L
V
R
N
F
L
P
G
Y
H
Q
V
I
N
G
E
W
N
V
A
A
I
A
Y
R
A
Y
D
L
E
G
K
T
V
G
T
V
G
A
G
R
I
G
K
L
L
L
Q
R
L
K
P
F
N
C
-
N
L
L
Y
H
D
R
L
K
M
D
P
E
L
E
K
Q
T
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
K
F
E
E
D
L
D
S
L
L
S
K
C
D
V
V
V

M
g
r
F
D
H
 
 
L
A
K
A
K
K
L
K
I
A
V
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
N
A
A
N
K
T
N
G
G
I
T
V
A
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
H
V
V
M
T
M
L
V
L
V
R
N
F
V
P
A
H
E
Q
I
A
A
G
D
W
N
V
A
A
V
A
K
N
E
Y
D
L
E
G
K
V
V
G
T
V
A
V
G
R
I
G
E
R
V
L
R
R
L
K
P
F
D
C
K
E
L
L
Y
F
D
Y
Q
A
L
A
P
E
V
E
K
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
C
R
R
V
D
T
L
E
E
M
L
A
Q
C
D
V
V
T

A
j
c
F
D
H
1
 
L
A
K
A
K
H
L
K
L
A
V
T
A
G
V
G
S
D
H
V
D
L
D
A
A
N
K
T
N
G
G
I
T
V
A
E
V
T
G
C
N
V
V
S
V
A
E
H
V
L
M
T
I
L
V
L
V
R
N
F
V
P
A
H
E
Q
V
V
G
G
D
W
D
V
A
A
V
A
K
N
E
Y
D
I
E
H
K
V
V
G
T
V
G
V
G
R
I
G
E
R
V
L
R
R
L
K
P
F
D
C
K
E
L
L
Y
Y
D
Y
Q
P
L
P
P
A
V
E
Q
E
I
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
C
R
R
V
D
T
L
E
E
M
L
A
Q
C
D
V
V
T

C
b
o
F
D
H
 
 
L
D
K
A
K
N
L
K
L
V
V
V
A
G
V
G
S
D
H
I
D
L
D
Y
I
N
Q
T
G
K
K
I
S
V
L
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
H
V
V
M
T
M
L
V
L
V
R
N
F
V
P
A
H
E
Q
I
I
N
H
D
W
E
V
A
A
I
A
K
D
A
Y
D
I
E
G
K
T
I
A
T
I
G
A
G
R
I
G
Y
R
V
L
E
R
L
L
P
F
N
P
K
E
L
L
Y
Y
D
Y
Q
A
L
P
K
E
A
E
E
K
V
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
R
R
V
E
N
I
E
E
L
V
A
Q
A
D
I
V
T

S
c
e
F
D
H
 
 
I
A
E
A
P
N
L
K
L
C
V
T
A
G
V
G
S
D
H
V
D
L
E
A
A
N
E
-
-
R
K
I
T
V
T
E
V
T
G
S
N
V
V
S
V
A
E
H
V
M
A
T
I
L
V
L
I
R
N
Y
N
G
G
H
Q
Q
A
I
N
G
E
W
D
I
A
G
V
A
K
N
E
Y
D
L
E
D
K
I
I
S
T
V
G
A
G
R
I
G
Y
R
V
L
E
R
L
V
A
F
N
P
K
K
L
L
Y
Y
D
Y
Q
E
L
P
A
E
A
I
N
R
L
N
E
A
S
K
L
F
N
G
R
G
D
I
V
Q
R
V
E
K
L
E
D
M
V
A
Q
S
D
V
V
T

M
o
r
F
D
H
 
 
I
A
K
A
P
K
L
K
L
A
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
A
A
I
D
-
-
N
N
I
T
V
A
E
V
T
Y
C
N
S
N
S
V
A
E
H
V
V
M
M
V
L
G
L
V
R
N
Y
I
P
S
H
D
W
A
R
N
G
G
W
N
I
A
D
C
V
A
R
S
Y
D
V
E
G
M
H
V
G
T
V
A
A
G
R
I
G
L
R
V
L
R
L
L
A
P
F
D
M
H
-
L
H
Y
T
D
R
H
R
L
P
E
A
V
E
K
E
L
N
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
L
T
W
H
A
T
R
E
D
M
Y
G
A
C
D
V
V
T

B
s
t
F
D
H
 
 
I
A
R
A
P
K
L
R
L
A
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
D
A
A
A
R
-
-
A
H
I
T
V
A
E
V
T
G
S
N
S
I
S
V
A
E
H
V
V
M
T
T
L
A
L
V
R
N
Y
L
P
S
H
A
I
A
Q
Q
G
G
W
N
I
A
D
C
V
S
R
S
Y
D
V
E
G
M
H
F
G
T
V
G
A
G
R
I
G
L
A
V
L
R
R
L
K
P
F
G
L
H
-
L
H
Y
T
Q
R
H
R
L
D
A
A
I
E
Q
E
L
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
L
T
Y
H
A
D
P
A
S
L
A
A
A
V
D
I
V
N

B
b
r
F
D
H
 
 
I
A
K
A
P
R
L
K
L
A
I
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
A
A
A
Q
-
-
H
G
L
T
V
A
E
V
T
Y
S
N
S
I
S
V
S
E
H
V
V
M
M
V
L
A
L
V
R
N
Y
L
P
S
Y
Q
C
V
L
D
G
G
W
N
I
A
D
C
V
A
R
S
Y
D
L
E
G
M
Q
V
G
V
V
G
A
G
R
I
G
S
A
V
L
R
R
L
K
P
F
D
V
G
-
L
H
Y
T
D
Q
H
R
L
P
A
A
T
E
Q
E
L
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
A
R
Y
H
P
D
A
A
A
L
A
G
A
C
D
V
I
S

U
m
a
F
D
H
 
 
I
A
M
A
K
N
L
K
M
A
I
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
A
A
M
D
-
-
N
K
I
D
V
M
E
V
T
F
C
N
S
R
S
V
A
E
H
I
V
M
M
I
L
S
L
V
R
D
Y
H
N
Q
Y
R
I
I
N
E
G
G
W
N
I
A
D
A
V
Q
R
S
Y
D
L
E
G
M
H
V
G
T
V
A
A
G
R
I
G
L
D
A
L
R
K
L
K
H
F
D
V
H
-
M
H
Y
F
D
R
H
R
L
P
E
S
V
E
K
E
L
N
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
L
T
F
H
D
S
V
E
S
M
V
A
V
C
D
V
V
T

S
m
e
F
D
H
 
 
I
V
K
A
A
R
L
K
L
A
I
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
A
A
I
D
-
-
R
G
I
T
V
A
E
V
T
Y
C
N
S
I
S
V
S
E
H
V
V
M
M
I
L
S
L
A
R
N
Y
I
P
S
Y
Q
W
V
V
K
G
G
W
N
V
A
D
C
V
A
R
S
Y
D
I
E
G
M
D
I
G
T
V
G
A
G
R
I
G
T
A
V
L
R
R
L
K
P
F
D
V
K
-
L
H
Y
T
D
R
H
R
L
P
D
E
V
A
K
E
L
G
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
V
T
F
H
Q
T
A
A
E
M
V
P
V
C
D
V
V
T

P
s
e
F
D
H
 
 
I
A
K
A
K
N
L
K
L
A
L
T
A
G
I
G
S
D
H
V
D
L
Q
S
A
I
D
-
-
R
N
V
T
V
A
E
V
T
Y
C
N
S
I
S
V
A
E
H
V
V
M
M
I
L
S
L
V
R
N
Y
L
P
S
H
E
W
A
R
K
G
G
W
N
I
A
D
C
V
S
H
A
Y
D
L
E
A
M
H
V
G
T
V
A
A
G
R
I
G
L
A
V
L
R
R
L
A
P
F
D
V
H
-
L
H
Y
T
D
R
H
R
L
P
E
S
V
E
K
E
L
N
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
L
T
W
H
A
T
R
E
D
M
Y
P
V
C
D
V
V
T

 
 
 
 
 
 
1
0
8
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
*
 
*
*
 
*
 
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
*
 
 
*
*
 
*
 
 
 
 
 
 
*
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
*
 
 
 
 
 
 
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
*
*
*
 
 
 
*
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2
5
2

F
a
r
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
A
K
M
K
K
G
V
I
V
V
N
N
A
R
G
G
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

H
v
u
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
A
K
M
K
K
G
V
I
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
V
E
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

T
a
e
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
A
K
M
K
K
G
V
I
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Z
m
a
F
D
H
 
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
R
I
A
K
M
K
K
G
V
I
V
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
D
G
V
R
D
M
L
N
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
V
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

O
s
a
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
R
I
A
K
M
K
K
G
V
I
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
Q
-
-
V
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
G
P
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
V
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
b
i
F
D
H
2
 
L
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
E
R
I
A
R
M
K
K
G
V
I
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
A
T
G
H
-
-
I
A
G
Y
G
G
D
V
W
H
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
N
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
G
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
Q
-
D
F
P
V
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
N
L
A
G
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

L
j
a
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
D
K
T
R
G
L
F
D
K
N
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
E
R
H
F
K
G
E
-
D
F
P
E
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
o
y
F
D
H
3
 
I
N
T
P
L
T
E
Q
T
R
G
L
F
D
K
N
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
A
D
T
Q
A
I
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
V
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
H
F
K
G
E
-
D
F
P
E
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
o
y
F
D
H
2
 
I
N
T
P
L
T
E
Q
T
R
G
L
F
D
K
N
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
A
D
T
Q
A
I
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
V
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
H
F
K
G
E
-
D
F
P
E
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

A
m
a
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
K
G
M
S
D
K
D
R
I
A
K
L
K
N
G
V
L
I
V
T
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
A
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
P
G
V
K
D
M
L
E
N
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
P
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

T
p
u
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
K
G
M
F
D
K
D
K
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
F
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
P
Q
H
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

L
e
s
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
K
G
M
F
D
K
E
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
N
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
L
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
t
u
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
K
G
M
F
D
K
E
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
N
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

V
v
i
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
K
G
M
F
N
K
E
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
H
Y
I
V
-
K
E
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

G
h
i
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
D
R
I
A
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
E
Q
N
Y
I
V
-
K
A
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

T
c
a
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
D
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
F
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

C
c
a
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
D
R
I
A
R
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
G
C
S
S
G
Q
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
I
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
P
Q
H
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

A
p
u
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
A
G
M
F
N
K
E
K
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
K
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
E
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Z
o
f
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
L
F
N
K
E
R
I
G
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
G
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
Q
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Q
r
o
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
D
K
T
R
G
L
F
D
K
D
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
I
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
V
A
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
S
Q
N
Y
I
V
-
K
G
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

R
c
o
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
L
F
N
K
D
R
I
A
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
A
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
Y
P
Q
P
A
S
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
L
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

B
n
a
F
D
H
2
 
V
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
M
I
G
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
R
Q
A
V
V
E
A
V
E
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
D
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
K
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

B
o
l
F
D
H
1
 
V
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
M
I
G
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
R
Q
A
V
V
E
A
V
E
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
D
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
K
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

M
d
o
F
D
H
 
 
V
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
L
F
D
K
E
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
p
e
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
L
F
D
K
E
R
I
A
K
C
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
S
S
S
G
H
-
-
I
A
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
Q
N
Y
I
V
-
K
D
G
K
I
A
S
-
-
-
-
Q
Y
Q
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

C
p
a
F
D
H
1
 
V
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
R
I
A
K
M
K
K
G
V
R
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
N
S
G
Q
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
A
E
N
Y
I
V
-
K
D
G
Q
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

A
t
h
F
D
H
 
 
I
N
M
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
N
K
E
L
I
G
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
E
R
Q
A
V
V
D
A
V
E
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
D
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
T
S
G
T
T
I
D
A
Q
L
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
T
E
N
Y
I
V
-
K
D
G
E
L
A
P
-
-
-
-
Q
Y
R
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
p
i
F
D
H
1
 
I
N
M
P
L
S
D
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
S
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
S
A
S
G
Q
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
S
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
I
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
S
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
L
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
t
a
F
D
H
2
 
I
N
M
P
L
S
D
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
S
K
L
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
S
A
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
S
A
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
S
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
G
Q
I
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
E
R
Y
F
K
G
E
-
D
F
P
S
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
L
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
s
i
F
D
H
 
 
I
N
M
P
L
S
D
K
T
R
G
M
F
N
K
E
K
I
S
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
A
Q
A
V
A
D
A
S
A
S
G
H
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
S
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
A
Q
I
R
Y
A
A
G
T
K
D
M
L
D
R
Y
F
R
G
E
-
D
F
P
P
Q
H
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
L
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

P
t
m
F
D
H
1
 
I
N
T
P
L
T
E
K
T
R
G
M
F
D
K
E
R
I
A
K
M
K
K
G
V
L
I
V
N
N
A
R
G
A
I
M
D
T
Q
A
V
V
D
A
C
S
S
G
Q
-
-
I
G
G
Y
S
G
D
V
W
N
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
Y
M
P
N
-
-
-
-
-
-
Q
A
M
T
P
H
I
S
G
T
T
I
D
G
Q
L
R
Y
A
A
G
V
K
D
M
L
D
R
Y
F
K
G
E
-
E
F
P
P
Q
N
Y
I
V
-
K
E
G
K
L
A
S
-
-
-
-
Q
Y
L
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

M
g
r
F
D
H
 
 
I
N
C
P
L
H
E
K
T
R
G
L
F
N
K
E
L
I
S
K
M
K
K
G
S
W
L
V
N
T
A
R
G
A
I
V
V
K
E
E
V
A
A
A
L
K
F
G
Q
-
-
L
R
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
V
P
A
D
H
P
F
R
T
A
S
Y
S
T
W
G
G
G
N
A
M
V
P
H
M
S
G
T
S
I
D
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
K
A
I
L
D
S
Y
F
S
G
R
E
D
Y
R
P
E
D
L
I
V
-
H
K
G
D
Y
A
T
-
-
-
K
A
Y
G
Q
R
N
L
I
D
K
K

A
j
c
F
D
H
1
 
I
N
C
P
L
H
E
K
T
R
G
L
F
N
K
D
L
I
A
K
M
K
K
G
S
W
L
V
N
T
A
R
G
A
I
V
V
K
E
D
V
A
D
A
I
K
S
G
H
G
H
L
R
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
L
R
Y
A
Q
G
P
W
-
G
G
G
N
A
M
V
P
H
M
S
G
S
S
I
D
A
Q
V
R
Y
A
A
G
T
K
A
I
L
E
S
Y
F
S
G
K
Y
D
Y
R
P
E
D
L
I
V
-
H
A
G
D
Y
A
T
-
-
-
K
S
Y
G
Q
R
K

C
b
o
F
D
H
 
 
V
N
A
P
L
H
A
G
T
K
G
L
I
N
K
E
L
L
S
K
F
K
K
G
A
W
L
V
N
T
A
R
G
A
I
C
V
A
E
D
V
A
A
A
L
E
S
G
Q
-
-
L
R
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
D
M
R
N
K
-
Y
G
A
G
N
A
M
T
P
H
Y
S
G
T
T
L
D
A
Q
T
R
Y
A
E
G
T
K
N
I
L
E
S
F
F
T
G
K
F
D
Y
R
P
Q
-
D
I
I
L
L
N
G
E
Y
V
T
-
-
-
K
A
Y
G
K
H
D
K
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

S
c
e
F
D
H
 
 
I
N
C
P
L
H
K
D
S
R
G
L
F
N
K
K
L
I
S
H
M
K
D
G
A
Y
L
V
N
T
A
R
G
A
I
C
V
A
E
D
V
A
E
A
V
K
S
G
K
-
-
L
A
G
Y
G
G
D
V
W
D
K
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
T
M
D
N
K
-
D
H
V
G
N
A
M
T
V
H
I
S
G
T
S
L
D
A
Q
K
R
Y
A
Q
G
V
K
N
I
L
N
S
Y
F
S
K
K
F
D
Y
R
P
Q
-
D
I
I
V
Q
N
G
S
Y
A
T
-
-
-
R
A
Y
G
Q
K
K
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

M
o
r
F
D
H
 
 
L
N
C
P
L
H
P
E
T
E
H
M
I
N
D
E
T
L
K
L
F
K
R
G
A
Y
L
V
N
T
A
R
G
K
L
C
D
R
D
A
I
V
R
A
L
E
S
G
R
-
-
L
A
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
N
D
H
P
W
R
T
M
P
H
-
-
-
-
-
-
N
G
M
T
P
H
I
S
G
T
S
L
S
A
Q
T
R
Y
A
A
G
T
R
E
I
L
E
C
Y
F
E
G
R
P
I
R
D
E
Y
-
L
I
V
Q
G
-
G
G
L
A
G
V
G
A
H
S
Y
S
K
G
N
A
T
G
G
S
E
E
A
A
K
Y
E
K
L
D
A

B
s
t
F
D
H
 
 
L
Q
I
P
L
Y
P
S
T
E
H
L
F
D
A
A
M
I
A
R
M
K
R
G
A
Y
L
I
N
T
A
R
A
K
L
V
D
R
D
A
V
V
R
A
V
T
S
G
H
-
-
L
A
G
Y
G
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
A
D
H
P
W
R
A
M
P
F
-
-
-
-
-
-
N
G
M
T
P
H
I
S
G
T
S
L
S
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
L
E
I
L
Q
C
W
F
D
G
R
P
I
R
N
E
Y
-
L
I
V
D
G
-
G
T
L
A
G
T
G
A
Q
S
Y
R
L
T
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

B
b
r
F
D
H
 
 
L
H
C
P
L
H
P
G
T
E
H
L
F
D
A
A
M
L
A
R
M
K
R
G
A
Y
L
I
N
T
A
R
G
K
I
C
D
R
D
A
V
V
Q
A
L
A
S
G
Q
-
-
L
A
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
R
D
H
P
W
R
S
M
P
H
-
-
-
-
-
-
H
G
M
T
P
H
I
S
G
S
S
L
P
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
R
E
I
L
E
C
W
L
D
G
R
A
I
R
T
E
Y
-
L
I
V
D
Q
-
G
R
L
A
G
A
G
A
H
A
Y
T
P
G
D
T
T
A
G
S
E
D
A
A
R
F
H
P
-
-
-

U
m
a
F
D
H
 
 
I
N
C
P
L
H
P
E
T
E
N
L
F
D
D
E
M
I
G
K
M
K
K
G
A
Y
I
V
N
T
A
R
G
K
I
C
N
R
D
A
I
A
R
A
L
E
S
G
Q
-
-
L
S
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
N
D
H
V
W
R
T
M
P
N
-
-
-
-
-
-
H
G
M
T
P
H
T
S
G
T
S
L
S
A
Q
A
R
Y
A
A
G
V
R
E
I
L
E
C
F
F
A
G
E
V
Q
R
T
E
Y
-
T
I
V
K
D
-
G
A
L
A
G
T
G
A
H
S
Y
S
E
G
S
A
T
S
G
S
E
E
A
A
K
Y
E
R
K
-
-

S
m
e
F
D
H
 
 
I
N
A
P
L
H
P
E
T
E
N
L
F
N
E
A
M
I
G
K
M
K
R
G
A
Y
L
V
N
T
A
R
G
K
I
C
N
R
D
A
V
A
R
A
L
E
S
G
Q
-
-
L
A
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
S
M
P
H
-
-
-
-
-
-
H
G
M
T
P
H
I
S
G
S
S
L
S
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
R
E
I
L
E
C
W
F
E
G
R
P
I
R
E
E
Y
-
L
I
V
S
G
-
G
K
L
A
G
A
G
A
H
S
Y
S
A
G
D
A
T
R
G
S
E
E
A
A
K
Y
K
K
-
-
-

P
s
e
F
D
H
 
 
L
N
C
P
L
H
P
E
T
E
H
M
I
N
D
E
T
L
K
L
F
K
R
G
A
Y
I
V
N
T
A
R
G
K
L
C
D
R
D
A
V
A
R
A
L
E
S
G
R
-
-
L
A
G
Y
A
G
D
V
W
F
P
Q
P
A
P
K
D
H
P
W
R
T
M
P
Y
-
-
-
-
-
-
N
G
M
T
P
H
I
S
G
T
T
L
T
A
Q
A
R
Y
A
A
G
T
R
E
I
L
E
C
F
F
E
G
R
P
I
R
D
E
Y
-
L
I
V
Q
G
-
G
A
L
A
G
T
G
A
H
S
Y
S
K
G
N
A
T
G
G
S
E
E
A
A
K
F
K
K
A
V
-

 
 
 
 
 
 
2
5
3
 
 
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
*
 
 
 
 
 
 
*
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
*
*
 
 
*
*
*
 
 
*
*
 
 
 
*
*
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
*
 
 
 
 
 
*
 
*
*
*
 
*
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4
0
0



50 | ActA nAturAe | ТОМ 3  № 4 (11)  2011

ОБЗОРЫ

ячменя и риса. Предполагается, что при некоторых 
условиях AthFDH, локализованная в хлоропластах, 
может катализировать обратную реакцию, т.е. пре-
вращение углекислого газа в формиат [27]. Использо-
вание другого алгоритма для сравнения сигнальных 
пептидов FDH показало, что все ферменты, кроме 
FDH из растений томата, могут транспортироваться 
как в митохондрии, так и в хлоропласты [28]. Анализ 
сигнальных последовательностей, проведенный с по-
мощью программ Predotar, targetP и Mitoprot [11], 
подтвердил, что FDH локализуется преимуществен-
но в митохондриях.

В растениях формиатдегидрогеназа часто пред-
ставлена несколькими изоформами, или изофер-
ментами, синтез которых определяется состоянием 
растения. Различия в изоферментном составе FDH 
в здоровых и больных пальмах Pericopsis mooniana 
используют для отбора деревьев при выборочной 
вырубке [54]. Полиморфизм характерен и для FDH 
из миндаля Prunus dulcis [55] или P. amygdalus [56]. 
На основании анализа изоформ FDH и нескольких 
других дегидрогеназ предложен метод идентифика-
ции генотипа растения. Как уже отмечалось выше, 
причиной образования различных изоформ FDH 
может быть фосфорилирование [34]. В зависимо-
сти от степени модификации наблюдалось образо-
вание многочисленных форм фермента с pI от 6.75 
до 7.19. Кроме того, установлено, что дополнительные 
изоформы FDH картофеля возникают в результа-
те посттрансляционного деамидирования остатков 
Asn329 и Gln330 [34].

В отличие от самих растительных FDH, уровень 
гомологии между которыми составляет около 80%, 
различия в последовательностях сигнальных пеп-
тидов гораздо более выражены. Особенно наглядно 
это видно в случае изоферментов FDH сои. Гомология 
последовательностей самих изоферментов составля-
ет 98%, в то время как у сигнальных последователь-
ностей не достигает и 40%. На рис. 2 представлено 
филогенетическое дерево сигнальных пептидов рас-
тительных FDH. Видно, что два изофермента FDH 
сои Glycine max – SoyFDH1 и SoyFDH2, образуют 
отдельную группу. n-Концевая область этих фер-
ментов гораздо длиннее, чем у FDH из других рас-
тений (рис. 1), и сильно отличается по аминокислот-
ному составу. Далее от дерева отделилась большая 
группа семейства злаков. Это ферменты риса (Os-
aFDH), пшеницы (taeFDH), ячменя (HvuFDH), са-
харного тростника, бамбука и других. Большая груп-
па представлена ферментами растений семейства 
капустных (крестоцветных): редьки (rraFDH), ка-
пусты (BolFDH), рапса (BnaFDH), а также A. thaliana 
(AthFDH). Другие группы образуют белки астровых, 
бобовых, пасленовых, мальвовых, сосновых и иво-

вых. Как уже отмечалось выше, пять изоферментов 
FDH сои не образуют отдельную группу. Поскольку 
сигнальный пептид отвечает прежде всего за транс-
порт фермента внутри клетки, можно предположить, 
что разные изоферменты FDH сои транспортируются 
в разные органеллы.

На рис. 3 представлено выравнивание некоторых 
известных на настоящий момент полных последова-
тельностей растительных FDH, для сравнения при-
ведены также последовательности ряда аналогичных 
ферментов микроорганизмов. Абсолютно консерва-
тивные участки выделены красным, остатки, повто-
ряющиеся только в растительных FDH, отмечены 
зеленым. Важное отличие бактериальных фермен-
тов от растительных состоит в наличии жесткой 
n-концевой петли. Этот участок покрывает значи-
тельную часть субъединицы фермента. Вероятно, его 
взаимодействие с другими аминокислотными остат-
ками является причиной более высокой термоста-
бильности бактериальных ферментов по сравнению 
с растительными. Кроме того, у FDH микробного про-
исхождения С-концевая область длиннее, чем у фер-
ментов растений. В то же время в остальной части 
аминокислотной последовательности отчетливо про-
слеживается разделение FDH по гомологии на две 
группы. В первую входят ферменты бактерий и рас-
тений, а во вторую – дрожжей и микроскопических 
грибов.

Ферменты растений высокогомологичны между 
собой (около 80%), гомология между бактериальными 
и растительными FDH составляет около 50%.

ПОЛУЧЕНИЕ РАСТИТЕЛьНЫх 
ФОРМИАТдЕгИдРОгЕНАЗ
В растениях FDH локализованы в митохондриях, 
поэтому они составляют малую часть всех раство-
римых белков клетки, и выделение фермента непо-
средственно из растений представляет трудоемкую 
и длительную процедуру. Как правило, растительные 
FDH не отличаются высокой стабильностью, что при-
водит к достаточно существенной инактивации фер-
мента в процессе выделения. В результате удельная 
активность полученных препаратов FDH намно-
го ниже, чем можно было ожидать (табл. 2). Впер-
вые очищенная растительная FDH была получена 
в 1951 г. из гороха и фасоли [13]. В 1983 г. в достаточ-
но больших количествах FDH выделили из бобов сои 
G. max, что позволило определить аминокислотный 
состав растительной формиатдегидрогеназы [57]. 

Первую кДНК растительной FDH клонирова-
ли из картофеля в 1993 г. [21]. В 1998 г. клонирова-
ли кДНК FDH из ячменя [8], а в 2000 г. – из риса [41] 
и A. thaliana [26, 27]. Созданы трансгенные расте-
ния A. thaliana и табака, экспрессирующие AthFDH 
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[28], однако выход фермента был не очень высоким. 
Экспрессия полноразмерной кДНК FDH картофеля 
в клетках Escherichia coli приводила к образованию 
нерастворимых телец включения [21].

Впервые активную и растворимую рекомби-
нантную растительную формиатдегидрогеназу 
получили в клетках E. coli, в которых экспресси-
ровали кДНК FDH риса [41], однако уровень белка 
был очень низким – около 0.01% от всех раствори-
мых белков клетки. В нашей лаборатории созданы 
штаммы E. coli – суперпродуценты активных FDH 
из A. thaliana (AthFDH) и сои G. max (изофермент 
SoyFDH2), в которых содержание фермента дости-
гало 40% от всех растворимых белков клетки [58] (ген 
FDH сои любезно предоставлен профессором Н. Ла-
бру (n. Labrou) из Афинского сельскохозяйственного 
университета, Греция, а ген FDH A. thaliana – про-
фессором Дж. Марквеллом (J. Markwell) из Уни-
верситета штата Небраска в Линкольне, США). 
В клетках E. coli отсутствует система транспорта 
в митохондрии, поэтому, чтобы получить «природ-
ный» фермент нам пришлось удалить из кДНК по-
следовательности, кодирующие сигнальный пептид 
[58]. После оптимизации условий культивирования 
выход рекомбинантных FDH A. thaliana и сои G. max 
достигал 500–600 мг/л среды [6]. Разработана мето-
дика, которая за одну хроматографическую стадию 
позволяла получать несколько сотен миллиграмм го-
могенного препарата FDH за одно выделение. Таким 
образом, были созданы все условия для проведения 
систематических исследований FDH из A. thaliana 
и сои G. max, включая эксперименты по генетической 
инженерии и определению структуры с помощью 
рентгеноструктурного анализа. Успешно проведены 
и эксперименты по экспрессии в клетках E. coli FDH 
из L. japonicus [10].

КИНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
ФОРМИАТдЕгИдРОгЕНАЗ РАСТЕНИЙ
В табл. 2 суммированы кинетические свойства 
природных и рекомбинантных растительных FDH. 
Для сравнения приведены характеристики наиболее 
изученных бактериальных и дрожжевых ферментов. 
Из данных, приведенных в табл. 2, можно сделать 
несколько важных выводов:

1. На примере FDH из A. thaliana хорошо видно, 
что многостадийное выделение природного фермента 
сопровождается значительной потерей активности. 
Удельная активность препаратов, даже полученных 
из трансгенных растений, в несколько раз меньше, 
чем у рекомбинантной AthFDH, экспрессируемой 
в клетках E. coli. Следует отметить, что AthFDH от-
носится к стабильным FDH. По термостабильности 
она даже превосходит FDH Moraxella sp. c2 и дрож-

жей C. boidinii (табл. 3). Очевидно, что степень инак-
тивации других менее стабильных FDH (особенно 
в случае SoyFDH), выделяемых из природных ис-
точников, будет выше. Это необходимо учитывать 
при анализе формиатдегидрогеназной активности 
в растениях.

2. Удельная активность рекомбинантных AthFDH 
и SoyFDH сравнима с активностью формиатдеги-
дрогеназ микроорганизмов, хотя она уступает FDH 
метилотрофных бактерий и пекарских дрожжей. 
Как уже отмечалось выше, в ходе выделения может 
происходить частичная инактивация ферментов, по-
этому расчет каталитической константы на основе 
величин удельной активности и молекулярной массы 
может давать заниженные значения kcat

. Это особенно 
важно в случае SoyFDH, термостабильность которой 
намного ниже, чем у других FDH (см. ниже раздел 
по термостабильности). Поэтому нами разработана 
методика определения концентрации активных цен-
тров рекомбинантной SoyFDH, основанная на туше-
нии собственной флуоресценции фермента при его 
титровании азид-ионом в присутствии кофермента 
nAD+ [64]. Азид-ион является сильным конкурент-
ным ингибитором SoyFDH (K

I
 = 3.6 × 10-7 M), поэтому 

в условиях, обеспечивающих эквимолярное связыва-
ние фермента и ингибитора, наблюдается линейная 
зависимость тушения флуоресценции FDH от кон-
центрации азида. Определенная из этих эксперимен-
тов величина k

cat
 фактически совпала с величиной, 

рассчитанной по удельной активности и молекуляр-
ной массе. Полученные данные свидетельствуют, что, 
несмотря на низкую термостабильность, SoyFDH, вы-
деляемая по разработанной нами методике, не инак-
тивируется. В настоящее время эта методика активно 
используется для определения величин k

cat
 мутант-

ных форм SoyFDH.
3. Растительные FDH имеют гораздо более низ-

кие значения констант Михаэлиса как по формиа-
ту, так и по коферменту nAD+, чем бактериальные 
и дрожжевые ферменты. Это очень важно для прак-
тического применения FDH. В настоящее время ре-
комбинантные FDH Pseudomonas sp. 101 и C. boidinii, 
химическая и температурная стабильность которых 
улучшены методами белковой инженерии, использу-
ются для регенерации восстановленного кофермента 
(nADH или nADPH) в процессах синтеза хиральных 
соединений с помощью дегидрогеназ [6].

4. Практически все изученные FDH высокоспеци-
фичны по отношению к коферменту nAD+. Их ката-
литическая эффективность в реакции с nAD+ выше, 
чем в реакции с nADP+ от 2500 (PseFDH) до 3 мил-
лиардов (SceFDH) раз. Исключение составляет опи-
санная совсем недавно FDH из патогенных бактерий 
Burkholderia stabilis, которая в 26 раз более эффек-
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Таблица 2. Кинетические параметры формиатдегидрогеназ из различных источников

Препарат FDH
Удельная 

активность, 
ед./мг

k
cat, 

c-1 K
M

 (nAD+), 
мкМ

K
M

  
(формиат), 

мМ

K
M

 
(nADP+), 

мМ

k
K

k
K

cat
NADP

M
NADP

cat
NAD

M
NAD

+

+

+

+

Ссылка

Arabidopsis thaliana, 
нативная, после аффинной 

хроматографии
нд* нд 65 10 нд нд [27]

A. thaliana, нативная, 
из митохондрий нд нд 76 11 нд нд [59]

A. thaliana, рекомбинантная 
из трансгенного табака 1.3 0.87 78 11 нд нд [59]

A. thaliana, рекомбинантная 
из трансгенного табака 

+ термообработка 5 мин 
при 60°С

0.1 0.07 35 3.3 нд нд [59]

A. thaliana, из митохондрий 
листьев 1.9 1.27 34 1.4 нд нд [60]

A. thaliana, рекомбинантная 
из E. coli 6.5 3.8 20 2.8 10 5.0×10-5 [58]

Горох (семена)
Pisum sativum нд нд 22 2 [61]

1.67; 6.25 [62] нд нд [61, 62] 

Бобы Маш,  
Phaseolus aureus, нативная нд нд 7.2 1.6 нд нд [63]

Соя, Glycine max,
нативная нд нд 5.7 0.6 нд нд [57]

Соя, G. max, 
рекомбинантная 4.0 2.83 [64] 13.2 1.5 1 8.7×10-4 [58, 64, 

76]

Lotus japonicus нд 1.2 (nAD+)
0.005 (nADP+) 25.9 6.1 29.5 3.7×10-6 [10]

Шпинат, Spinacia oleracea l., 
из листьев нд нд нд 1.7 нд нд [16]

Картофель
Solanum tuberosum нд нд 19 0.54 нд нд [29]

C. boidinii, рекомбинантная, 
дикого типа 6.3 3.7 37 5.9 нд нд [65]

C. metillica,  
дикого типа 2.1 1.4 55 нд нд < 4×10–6 [66]

Saccharomyces cerevisiae, 
рекомбинантная 10 6.5 36 5.5 нд < 3.3×10–10 [67, 68]

Burkholderia stabilis нд 1.66 (nAD+)
4.75 (nADP+) 1430 55.5 0.16 25.9 [51]

Moraxella sp. c2, 
рекомбинантная 10.0 7.3 80 7.5 нд нд [6]

Pseudomonas sp. 101 10.0 7.3 60 7 >200 4.2×10-4 [6]

*нд – нет данных.
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Таблица 3. Параметры термоинактивации формиатдегидрогеназ из разных источников

Источник FDH

Кинетика термоинактивации* Дифференциальная сканирующая калориметрия* 
[72]

ΔH≠, 
кДж/моль

ΔS≠,  
Дж/

(моль•град)
C

p
, кДж/моль  Tm, °c  T1/2, °c 

Pseudomonas sp. 101 540 [6] 1320 [6] 2060 67.6 5.4

Moraxella sp. c2 нд** нд** 1830 63.4 4.9

Candida boidinii 480 [77] 1250 [77] 1730 64.4 5.3

Saccharomyces cerevisiae 420 [67] нд 820 46.4 3.2

Arabidopsis thaliana 490 [6] 1200 [6] 1330 64.9 5.9

Glycine max 370 [76] 860 [76] 820 57.1 7.5

*Все измерения проводили в 0.1 М фосфатном буфере, рН 7.0.
**Нет данных.

тивна в реакции с nADP+, чем с nAD+ [51]. Отметим, 
что мутантная PseFDH, коферментная специфич-
ность которой сменилась с nAD+ на nADP+, получена 
еще в 1993 г. [6, 68], и такой фермент успешно исполь-
зовали для регенерации nADPH [69, 70]. Для получе-
ния nADP+-специфичного фермента очень привле-
кательной выглядит SoyFDH, которая имеет самое 
низкое значение К

М
 по nADP+ среди всех nAD+-

специфичных FDH дикого типа [58] (табл. 2).

ТЕМПЕРАТУРНАя СТАБИЛьНОСТь РАСТИТЕЛьНЫх 
ФОРМИАТдЕгИдРОгЕНАЗ
До получения рекомбинантных AthFDH и SoyFDH 
в клетках E. coli систематические исследования тер-
мостабильности растительных FDH не проводили. 
Согласно [59], после инкубации трансгенной AthFDH 
в течение 5 мин при 60°С значения К

М
 по формиату 

и nAD+ снижаются, однако величина удельной ак-
тивности упала при этом в 13 раз. Нами проведе-
ны систематические исследования температурной 
стабильности рекомбинантных AthFDH и SoyFDH 
с использованием двух подходов – определения ки-
нетики термоинактивации и дифференциальной ска-
нирующей калориметрии [71, 72]. Оказалось, что тер-
моинактивация растительных FDH, как и их аналогов 
из бактерий и дрожжей, протекает по мономолеку-
лярному механизму. Зависимости падения актив-
ности AthFDH и SoyFDH от времени описываются 
кинетикой реакции первого порядка, а величина на-
блюдаемой константы скорости инактивации перво-
го порядка не зависит от концентрации фермента. 
AthFDH и SoyFDH очень сильно отличаются по тер-

мостабильности. AthFDH теряла 50% активности 
за 20 мин при 59.5°С, а SoyFDH – при 52.8°С. Разница 
почти в 7оС соответствует разнице в константах ско-
рости инактивации более чем в 1000 раз. Фактически 
AthFDH уступает по термостабильности только FDH 
Pseudomonas sp. 101 (63.0°С, самая стабильная FDH 
из известных) [6] и Staphylococcus aureus (62.0°С) 
и превосходит все остальные известные микробные 
формиатдегидрогеназы. SoyFDH, наоборот, уступает 
по стабильности всем известным FDH за исключе-
нием фермента из пекарских дрожжей, у которого 
существует другой механизм инактивации. Зави-
симости константы скорости инактивации AthFDH 
и SoyFDH от температуры описываются уравнением 
теории активированного комплекса. Рассчитанные 
значения энтальпии ΔH≠- и энтропии ΔS≠-активации 
приведены в табл. 3. Видно, что термостабильность 
формиатдегидрогеназ хорошо коррелирует со зна-
чениями ΔH≠ и ΔS≠. Наиболее высокие значения ха-
рактерны для самой стабильной PseFDH, а наиболее 
низкие – для SoyFDH. 

Результаты экспериментов по изучению термо-
стабильности растительных FDH с помощью диффе-
ренциальной сканирующей калориметрии хорошо 
согласуются с данными по кинетике инактивации. 
В табл. 3 приведены значения температуры и те-
плоты фазового перехода. Для всех изученных FDH 
характерна высокая кооперативность процесса де-
натурации. PseFDH имеет самое большое значение 
теплоты плавления, у SoyFDH это значение в 2.5 раза 
меньше. Температура плавления AthFDH выше, чем 
у cboFDH и MorFDH.
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В настоящее время нами проводятся эксперимен-
ты по повышению термостабильности рекомбинант-
ной SoyFDH методами генной инженерии.

хИМИЧЕСКАя СТАБИЛьНОСТь РАСТИТЕЛьНЫх 
ФОРМИАТдЕгИдРОгЕНАЗ
FDH активно используется в процессах синтеза 
оптически активных соединений, катализируемых 
дегидрогеназами. В этих процессах очень большую 
роль играет операционная стабильность, т.е. время 
работы фермента. В условиях биокаталитического 
процесса инактивация FDH связана или с окисле-
нием кислородом, или с химической модификацией 
сульфгидрильных групп фермента. Операционная 
стабильность PseFDH и cboFDH была повышена 
с помощью направленного мутагенеза двух остатков 
cys [6, 65]. Как уже отмечалось выше, в растениях 
синтез FDH усиливается при различных стрессо-
вых воздействиях. В этих же условиях, как правило, 
в клетке резко возрастает концентрация активных 
форм кислорода (супероксид-радикалы, пероксид 
водорода и др.). Следовало ожидать, что для обеспе-
чения высокой активности при стрессе раститель-
ные FDH должны быть гораздо более устойчивыми 
к воздействию таких агентов, чем формиатдегидро-
геназы, функционирующие в нестрессовых услови-
ях. Для проверки этой гипотезы изучили кинетику 
инактивации под действием пероксида водорода ре-
комбинантных AthFDH, SoyFDH, PseFDH, а также 
FDH из S. aureus дикого типа (SauFDH) и трех му-
тантных PseFDH, в которых заменили один или два 
остатка cys. FDH из S. aureus также является белком 
стресса, поскольку ее биосинтез возрастает в 20 раз 

при переходе стафилококков от планктонного роста 
к образованию биопленок [73]. Оказалось, что ско-
рость инактивации AthFDH и SoyFDH под действи-
ем Н2

О
2
 примерно одинакова, и она в 18 раз ниже, 

чем у PseFDH дикого типа. В этих же условиях ста-
бильность SauFDH была в 6 раз выше, чем у рас-
тительных ферментов [74]. PseFDH с такой же ста-
бильностью, как у SoyFDH, удалось получить только 
после двойной замены cys145Ser/cys255/Ala. Та-
ким образом, показано, что FDH растений и бакте-
рий, синтезируемые при стрессовых воздействиях, 
действительно обладают более высокой химической 
стабильностью, чем формиатдегидрогеназы, синтез 
которых индуцируется другими факторами. Кроме 
того, изучение термоинактивации формиатдегидро-
геназ в присутствии пероксида водорода может ис-
пользоваться для сравнительной оценки химической 
стабильности FDH in vivo.

СТРУКТУРНЫЕ ИССЛЕдОВАНИя 
ФОРМИАТдЕгИдРОгЕНАЗ РАСТЕНИЙ
FDH не относится к кристаллографически очень хо-
рошо изученным ферментам. До недавнего времени 
в банке трехмерных структур белков PDB были де-
понированы структуры FDH только из трех источ-
ников – бактерий Pseudomonas sp. 101 и Moraxella 
sp. c2 (свободные ферменты и в тройном комплексе 
с nAD+ и азидом) и дрожжей C. boidinii (структу-
ры двух мутантных форм апо-фермента). В случае 
формиатдегидрогеназ свободный фермент находит-
ся в «открытой» форме. При образовании тройного 
комплекса FDH–nAD+–азид, структура которого 
считается аналогом структуры фермента в переход-

Рис. 4. Структуры апо- (А) и холо- (Б) форм FDH из A. thaliana. Рисунки получены с использованием структур 
3JTM и 3N7U соответственно. Молекулы NAD+ и азид-иона показаны в структуре холо-формы маджентой и крас-
ным соответственно.
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ном состоянии, происходит значительная компак-
тизация белковой глобулы, и FDH переходит в «за-
крытое» состояние. Разработка высокоэффективной 
системы экспрессии AthFDH и SoyFDH в клетках 
E. coli позволила приступить к их кристаллизации 
и определению структуры. В настоящее время ре-
шены структуры AthFDH как в открытой, так и в за-
крытой конформации (3nAQ и 3n7u, разрешение 
1.7 и 2 Å соответственно). Для получения структуры 
AthFDH в открытой конформации с более высоким 
разрешением (3JtM, 1.3 Å) кристаллы фермента 
были получены в космосе [75]. На рис. 4 представлены 
структуры апо- и холо-AthFDH (открытая и закры-
тая конформации соответственно). Более подробный 
анализ этих структур будет приведен в отдельных 
статьях. Как на земле, так и в космосе получены кри-
сталлы только тройного комплекса SoyFDH–nAD+–
азид FDH сои G. max. Структуры этих комплексов 
определены с разрешением 1.9 Å, готовится их депо-
нирование в банк структур PDB.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Опубликованные и наши собственные данные сви-
детельствуют, что в растениях FDH играют очень 
важную роль, особенно при ответе на стрессовые 
воздействия. Регуляция биосинтеза и физиологи-
ческая роль FDH многообразны, сложны и до конца 
так и не выяснены. Систематическое изучение струк-
туры и функции этих ферментов находится только 

в начальной стадии. Результаты таких исследований 
представляют очень большой интерес для фундамен-
тальной науки, и имеют важное практическое зна-
чение. Получение мутантных форм FDH с высокой 
активностью открывает новый путь к созданию рас-
тений с повышенной устойчивостью к неблагоприят-
ным воздействиям, поскольку при таком же уровне 
экспрессии, как и у FDH дикого типа, более актив-
ные мутантные ферменты будут более эффективно 
снабжать клетку энергией, необходимой для преодо-
ления неблагоприятных последствий стресса. FDH 
из сои также рассматривается как исключительно 
перспективная для создания высокоэффективного 
биокатализатора регенерации nAD(P)H в процессах 
синтеза оптически активных соединений с помощью 
дегидрогеназ. Природный фермент отличается высо-
кой операционной стабильностью и среди известных 
FDH имеет одну из самых низких величин константы 
Михаэлиса как по nAD+, так и по формиату. Однако 
для практического внедрения SoyFDH необходимо 
повысить ее каталитическую активность и термоста-
бильность. В этом направлении нами сейчас ведутся 
активные исследования.  

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки РФ 

(госконтракт № 16.512.11.2148) и Российского 
фонда фундаментальных исследований 

(грант № 11-04-00920).
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РЕФЕРАТ Разработка безопасных клеточных систем, позволяющих тестировать соединения, обладающие 
анти-ВИЧ-активностью, весьма важна для создания новых противовирусных препаратов. Нами деталь-
но охарактеризована разработанная ранее на основе лентивирусных векторов система (Prokofjeva et. al., 
Antiviral Therapy, в печати) для быстрого и полностью безопасного скрининга потенциальных ингибиторов 
репликации ВИЧ-1. Система позволяет проводить испытания ингибиторной активности соединений, дей-
ствие которых направлено как на обратную транскриптазу и интегразу ВИЧ-1 дикого типа, так и на му-
тантные ферменты, соответствующие лекарственно-устойчивым формам вируса. Получены результаты 
тестирования ряда известных препаратов, которые хорошо согласуются с опубликованными данными, 
а также вновь синтезированных соединений. Применение этой системы существенно расширяет возмож-
ности доклинических испытаний анти-ВИЧ-препаратов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ВИЧ, лентивирусные векторы, псевдо-ВИЧ-1-частицы, нуклеозидные ингибиторы об-
ратной транскриптазы, ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы, ингибиторы интегразы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; ОТ – обратная транскриптаза; ВВС – 
вирус везикулярного стоматита; eGFP – усиленный зеленый флуоресцентный белок; АЗТ – 3'-азидо-3'-
дезокситимидин; ИД50 – концентрация ингибитора, при которой на 50% снижается уровень заражения.

ВВЕдЕНИЕ
Вирус иммунодефицита человека типа 1 (ВИЧ-1), от-
носящийся к роду лентивирусов семейства ретрови-
русов, вызывает одно из широко распространенных 
и опасных для жизни человека заболеваний – син-
дром приобретенного иммунодефицита (СПИД). Со-
гласно данным Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ), число ВИЧ-1-инфицированных к концу 
2008 г. превысило 33 миллиона человек [1]. В Россий-
ской Федерации по официальным данным на 2010 г. 
количество инфицированных ВИЧ-1 достигло 520000 

человек [2]. Следует отметить, что реальное число 
инфицированных может быть в 2–3 раза больше. 
Из прогнозов ВОЗ и неправительственных органи-
заций следует, что даже при выполнении всех ини-
циатив по контролю за распространением СПИДа 
и применению анти-ВИЧ-терапии число ВИЧ-1-
инфицированных в ближайшие несколько лет может 
превысить 48 миллионов.

Несмотря на огромные усилия, до сих пор не созда-
но ни одной действенной профилактической или те-
рапевтической анти-ВИЧ-1-вакцины. Единственным 
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терапевтическим подходом при ВИЧ-инфекции оста-
ется использование низкомолекулярных ингибиторов 
разных стадий репликативного цикла вируса. К на-
стоящему моменту создано около 30 соединений раз-
личной структуры, утвержденных в качестве лекар-
ственных средств. Большинство из них – ингибиторы 
трех ферментов ВИЧ-1: обратной транскриптазы 
(ОТ), интегразы и протеазы, а в последние годы доба-
вились и так называемые ингибиторы слияния – бло-
каторы проникновения вируса в клетку [3]. Одновре-
менное применение нескольких соединений разного 
типа в рамках высокоактивной антиретровирусной 
терапии (ВААРТ) позволяет достигать относитель-
но длительного и заметного снижения титра вируса 
в крови и, как следствие, существенно продлевать 
жизнь больного [4, 5]. Тем не менее использование 
всех этих соединений имеет несколько ограничений. 
Во-первых, пожизненное носительство вирусной 
инфекции делает необходимым многолетний прием 
лекарственных средств, при котором возникают но-
вые мутантные формы вируса, устойчивые к исполь-
зуемым препаратам и способные распространяться 
в популяции. Это уже привело к тому, что в США 
и Европе примерно у 10% больных, никогда не при-
нимавших антиретровирусные средства, выявляют 
формы вируса, невосприимчивые к одному или даже 
ко всем перечисленным выше классам анти-ВИЧ-1-
препаратов [6]. Во-вторых, необходимость длитель-
ной терапии часто ставит на первый план возможное 
побочное действие противовирусных средств [7, 8]. 
Таким образом, поиск новых соединений, обладаю-
щих анти-ВИЧ-1-активностью, представляет крайне 
важную задачу современной вирусологии и медицин-
ской химии. При этом необходимо создавать новые, 
относительно безопасные для больного соедине-
ния, активные в отношении как вируса дикого типа, 
так и его лекарственно-устойчивых форм.

Важный этап разработки новых антиретровирус-
ных средств – проверка их эффективности. Боль-
шинство лабораторий, занятых поиском новых анти-
ВИЧ-соединений, не имеют возможности работать 
непосредственно с инфекционным репликативно-
компетентным вирусом. Такого рода исследования, 
включающие контакт персонала с природным ви-
русом, могут проводиться только в сертифициро-
ванных лабораториях в условиях, гарантирующих 
безопасность работы персонала и имеющих разре-
шение на работу с инфекционными материалами 
третьего класса опасности. В связи с этим разработ-
ка и использование безопасных клеточных систем 
для тестирования противовирусной активности 
весьма важны для создания новых лекарственных 
средств. Особый интерес для быстрого и полностью 
безопасного скрининга потенциальных ингибиторов 

репликации ВИЧ-1 представляют лентивирусные 
векторы, функциональная эффективность которых 
проявляется в результате активности всех фермен-
тов ВИЧ-1. 

Векторы на основе простых и сложных ретро-
вирусов уже начиная с первой половины 80-х го-
дов прошлого столетия интенсивно использовались 
как мощные универсальные инструменты, в том чис-
ле для создания эффективных систем переноса, экс-
прессии различных генов и интерферирующих РНК 
в клетках человека и животных как in vitro, так и 
in vivo [9–13]. 

Лентивирусные векторы использовались в нашей 
и других лабораториях для создания безопасных си-
стем скрининга ингибиторов репликации ВИЧ-1 ди-
кого типа [14–18]. Такие системы представляют собой 
рекомбинантный лентивирус, несущий фрагмент ге-
нома ВИЧ-1 без областей, кодирующих белки вируса, 
и содержащий ген репортерного (маркерного) белка 
(например, зеленого флуоресцентного белка). Кроме 
того, в состав псевдовирусных частиц входят фер-
менты репликации ВИЧ-1 (обратная транскриптаза, 
интеграза и протеаза), что обеспечивает возможность 
синтеза ДНК-копии такого генома и его встраива-
ние в геном клетки-хозяина по тому же механизму, 
что и у инфекционного ВИЧ-1. Существенно, что та-
кие псевдо-ВИЧ-1-частицы могут нести, по желанию 
исследователей, на своей поверхности белки оболоч-
ки ВИЧ-1 или других оболочечных вирусов, напри-
мер G-белок вируса везикулярного стоматита. Это 
дает возможность использовать определенные линии 
эукариотических клеток (клетки-мишени) и обеспе-
чивать достаточно высокую эффективность их за-
ражения. Сборка ВИЧ-1-подобных частиц в этой 
системе происходит согласно модифицированной 
процедуре, разработанной для конструирования ви-
русоподобных частиц на основе вируса лейкоза мы-
шей, родственного ВИЧ-1 [19] (рис. 1). Эта процедура 
заключается во внесении в культивируемые клетки 
почки эмбриона человека (так называемые упаковы-
вающие клетки) по отдельности плазмид, содержа-
щих а) ген gag-pol ВИЧ-1, кодирующий структурные 
белки для формирования капсида вирусной частицы 
и ферменты ВИЧ-1; б) ген env, кодирующий глико-
протеины оболочки ВИЧ-1, или ген белка оболочки 
иного вируса и в) провирусную ДНК, кодирующую 
рекомбинантный РНК-геном, в состав которого вхо-
дит маркерный ген флуоресцентного белка. После 
внесения всех перечисленных компонентов в упако-
вывающие клетки в них происходит синтез вирус-
ных белков и рекомбинантной РНК, обеспечивающих 
формирование ВИЧ-1-подобных частиц, выходящих 
в культуральную среду. Добавление таких частиц 
к клеткам-мишеням приводит к тому, что в этих 
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клетках на рекомбинантном РНК-геноме синтезиру-
ется ДНК провируса, содержащего маркерный ген, 
встраивание которого в геном клетки-мишени при-
дает ей способность флуоресцировать. Следует особо 
отметить, что использование плазмидных ДНК, экс-
прессирующих по отдельности вирус-специфические 
белки, позволяет конструировать любые варианты 
псевдо-ВИЧ-1-частиц с одной или несколькими му-
тациями в любом из ферментов репликации вируса, 
которые соответствуют лекарственно-устойчивым 
штаммам ВИЧ-1. 

К сожалению, в опубликованных к настоящему 
времени работах содержится лишь ограниченное 
число примеров успешного использования подобных 
систем для изучения антиретровирусной активно-
сти веществ различной природы, при этом универ-
сальность описанных систем неочевидна. В связи 
с этим, основная цель нашей работы состояла в до-
казательстве адекватности предложенной клеточ-
ной системы для скрининга потенциальных анти-
ВИЧ-1-препаратов. Мы проверили активность ряда 

ингибиторов обратной транскриптазы и интегразы 
ВИЧ-1 как применяющихся в медицинской практике, 
так и находящихся на разных стадиях лабораторных 
исследований. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Культивирование клеток
В работе использовали клетки линий HeK293 (клетки 
эмбриональной почки человека), Sc-1 (эмбриональ-
ные фибробласты мыши), Jurkat (Т-лифобластный 
лейкоз человека), ceM-SS (Т-лимфобластный лей-
коз человека) и Kasumi-1 (острый миелоидный 
лейкоз человека). Клетки линий HeK293 и Sc-1 
культивировали в среде DMeM с добавлением 10% 
эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота 
(Fetal calf Serum, FcS), 4 мM L-глутамина, 100 ед./мл 
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина. Клетки 
линий Jurkat, ceM-SS и Kasumi-1 культивирова-
ли в среде rPMI-1640 с добавлением 20% FcS, 4 мM 
L-глутамина, 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл 

Рис. 1. Жизненный цикл инфекционного ВИЧ-1 (А) и получение рекомбинантных псевдо-ВИЧ-1-частиц в упаковы-
вающих клетках (Б).
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стрептомицина. Клетки растили при 37°С во влажной 
атмосфере с 5% СО

2
.

Получение псевдо-ВИЧ-1-частиц
В качестве упаковывающих клеток, в которых про-
исходит сборка рекомбинантных лентивирусных ча-
стиц (псевдо-ВИЧ-1-частицы), использовали клетки 
HeK293, которые за 12–14 ч до начала трансфекции 
высевали на чашки Петри диаметром 100 мм в коли-
честве 3.0–3.5 х 106 клеток на чашку.

ДНК лентивирусного вектора, содержащего мар-
керный ген зеленого флуоресцентного белка (GFP), 
вместе с плазмидами, направляющими синтез 
белков, необходимых для формирования псевдо-
ВИЧ-1-частиц, вводили в клетки HeK293 методом 
ca-фосфатной трансфекции. Инфекционные псевдо-
ВИЧ-1-частицы начинали собирать через 24 ч после 
трансфекции с интервалом 12 ч [13].

Вирус титровали на клетках HeK29, высеянных 
на 24-луночные планшеты за сутки до заражения. 
Уровень флуоресценции клеток измеряли на проточ-
ном цитофлуориметре epics 4XL Beckman coulter 
(США) через 48 ч после заражения. Титр вируса рас-
считывали по формуле T = NP/V, где N – количество 
высеянных клеток; P – доля инфицированных клеток 
в популяции; V – количество добавленного суперна-
танта, содержащего псевдо-ВИЧ-1-частицы; T – 
титр вируса. В работе использовали сборы с титрами 
вируса 5 ×105–5×106.

Исследование антивирусной активности 
соединений
Для оценки анти-ВИЧ-1-активности к клеткам при-
бавляли раствор анализируемых соединений в воде 
или диметилсульфоксиде (ДМСО, конечная концен-
трация в среде не превышала 0.1%), через 2–8 ч (в за-
висимости от ингибитора) заражали псевдо-ВИЧ-
1-частицами. Относительный уровень заражения 
определяли методом проточной цитофлуориметрии 
на приборе epics 4XL Beckman coulter (США) через 
48 ч после заражения. 

РЕЗУЛьТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ

Конструирование псевдо-ВИЧ-1-частиц 
и инфицирование ими различных линий 
эукариотических клеток
Важнейшими параметрами лентивирусной систе-
мы являются эффективность трансдукции клеток-
мишеней псевдо-ВИЧ-1-частицами и, как следствие, 
уровень флуоресценции полученных трансгенных 
клеток. Эти параметры зависят от строения псев-
довирусных частиц (вида белков оболочки) и линии 
инфицируемых клеток-мишеней. В качестве клеток-

мишеней мы использовали перевиваемые лимфо-
бластные клетки крови человека Jurkat и ceM-SS 
(Т-лимфобластный лейкоз, содержат специфические 
рецепторы ВИЧ-1), Kasumi-1 (острый миелоидный 
лейкоз), а также фибробласты эмбриона мыши Sc-1.

Нами получены и изучены два типа псевдо-ВИЧ-
1-частиц, отличающихся друг от друга белками 
оболочки. Частицы первого типа содержат белок 
оболочки gp160 (Sugp120 + tMgp41) ВИЧ-1; второ-
го – белок оболочки G вируса везикулярного стома-
тита (ВВС). Использование частиц первого типа при-
водило к сравнительно невысокой эффективности 
трансдукции и более слабому сигналу флуоресцен-
ции (данные не приведены) от инфицированных кле-
ток (рис. 2). В случае псевдо-ВИЧ-1-частиц, несущих 
белок G ВВС, доля инфицированных клеток и уро-
вень экспрессии маркерного зеленого флуоресцент-
ного белка (eGFP) были существенно выше (рис. 2). 
Кроме того, с помощью частиц, псевдотипированных 
белком G ВВС, при необходимости можно переносить 
маркерные гены в клетки широкой видовой и ткане-
вой специфичности. Такой прием может позволить 
проводить поиск ингибиторов ретровирусов, поража-
ющих и иные, чем кровь, ткани. Поэтому в большин-
стве опытов по изучению свойств ингибиторов обрат-
ной транскриптазы и интегразы ВИЧ-1 использовали 
именно псевдо-ВИЧ-1-частицы с белком G ВВС.

Нуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы ВИЧ-1
Модифицированные нуклеозиды и нуклеотиды ши-
роко используются в терапии различных вирусных 
заболеваний, в том числе ВИЧ-1-инфекции [3]. Ме-
ханизм их действия включает превращение этих 
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Рис. 2. Уровень трансдукции клеток линии Jurkat 
псевдо-ВИЧ-1-частицами, содержащими в качестве 
белка оболочки белок gp160 ВИЧ-1 или белок G виру-
са везикулярного стоматита (ВВС).
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соединений в клетке в соответствующие нуклео-
зидтрифосфаты, которые служат терминирующими 
субстратами для вирусных ДНК- и РНК-полимераз. 
Встраивание нуклеотидов в растущую цепь вирус-
ной ДНК/РНК блокирует репликацию вируса и обе-
спечивает подавление развития инфекции. Первое 
и наиболее известное анти-ВИЧ-1-средство данного 
класса – 3'-азидо-3'-дезокситимидин (АЗТ), в нано-
молярных концентрациях способный ингибировать 
репликацию вируса. Мы изучили противовирусную 
активность АЗТ в отношении псевдо-ВИЧ-1-частиц, 
несущих белок оболочки gp160 ВИЧ-1 или G ВВС, 
на своей поверхности. На рис. 3 показано, как АЗТ 
влияет на эффективность трансдукции клеток 
ВИЧ-1-подобными частицами, содержащими обрат-
ную транскриптазу, интегразу дикого типа и белок 
оболочки gp160 ВИЧ-1 (А) или белок G вируса вези-
кулярного стоматита (Б). Видно, что АЗТ подавляет 
инфицирование эукариотических клеток псевдови-
русными частицами обоих типов, хотя и в более вы-
соких концентрациях, чем инфекционным ВИЧ-1 
(таблица) [20–22]. В культуре клеток Jurkat актив-
ность препарата была выше в отношении частиц, 
псевдотипированных белком G ВВС. Противови-
русная активность нуклеозида зависела не только 
от типа частиц, но и от линии клеток-мишеней. Так, 
максимальный эффект отмечен на фибробластах 
мыши Sc-1, а минимальный – при использовании 
клеток ceM-SS. Причинами подобных различий 
могут быть разное внутриклеточное содержание 
нуклеозид- и нуклеотидкиназ [30] – ферментов, 
необходимых для превращения нуклеозида в со-
ответствующий трифосфат, а также от различий 
в уровнях экспрессии специфических транспорте-
ров, отвечающих за транспорт препарата в клетку 
или его выведение [31].

Другие известные и широко распространенные 
антиретровирусные средства – 2',3'-дидезокси-
3'-тиоцитидин (3tc) и 2',3'-дидезокси-2',3'-
дидегидротимидин (d4t), которые, как и АЗТ, пред-
ставляют собой нуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы ВИЧ-1 [3]. 3tc был синтезирован 
в 1989 г. и одобрен для клинического применения 
в 1995. В настоящее время он применяется в комби-
нации с другими препаратами. Показана эффектив-
ность совместного применения 3tc и АЗТ. Мы оце-
нили противовирусную активность 3tc на клетках 
линий Jurkat и ceM-SS (рис. 4). Активность препа-
рата в нашей системе была несколько ниже, чем из-
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Рис. 3. Действие АЗТ на эффективность трансдукции клеток разных линий псевдо-ВИЧ-1-частицами, содержащи-
ми белок оболочки gp160 (А) или белок оболочки G ВВС (Б). Показан уровень трансдукции относительно поло-
жительного контроля.
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Рис. 4. Действие 3TC на эффективность трансдукции 
клеток линий Jurkat и CEM-SS псевдо-ВИЧ-1-частицами, 
содержащими белок оболочки G ВВС. Показан 
уровень трансдукции относительно положительного 
контроля.
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вестно из опубликованных данных (таблица) [20, 24]. 
Активность других аналогов нуклеозидов, включая 
d4t, в нашей системе также была ниже, чем показан-
ная на инфекционном ВИЧ-1 (таблица) [20, 21, 24].

Ненуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы ВИЧ-1
Наиболее широко используемым ненуклеозидным 
блокатором репликации ВИЧ-1 – ингибитором обрат-
ной транскриптазы, является невирапин [3]. Утверж-
денное в качестве лекарственного средства в 1996 г., 
в концентрации 10-8–10-7 М это соединение способно 
подавлять развитие ВИЧ-1-инфекции в клетках, за-
раженных природным вирусом. Мы исследовали спо-
собность невирапина предотвращать трансдукцию 
клеток-мишеней описанными выше псевдо-ВИЧ-1-
частицами. Как и АЗТ, невирапин проявлял более 
высокую антивирусную активность в отношении 
псевдовирусных частиц, несущих на своей поверх-
ности белок G ВВС (рис. 5). Так же как и АЗТ, неви-
рапин был наиболее эффективен в культуре фибро-
бластов Sc-1, а наименее – на линии ceM-SS. Особо 

следует подчеркнуть, что активность невирапина 
в нашей системе была сопоставима с его активностью 
в отношении инфекционного ВИЧ-1 [21, 25].

Кроме коммерческого препарата невирапина, 
мы протестировали три новых ненуклеозидных ин-
гибитора, обозначенных номерами 1, 2 и 3, синтези-
рованных как описано в работе [27]. Эти соединения 
представляют собой n1-замещенные урацилы, несу-
щие бензофеноноксиэтильный (2 и 3) или бензилфе-
ноксиэтильный фрагменты (1). Ранее мы показали, 
что эти соединения обладают высокой анти-ВИЧ-1-
активностью в культуре клеток, инфицированных 
вирусом дикого типа [27]. Было продемонстрирова-
но, что все три соединения способны предотвращать 
трансдукцию клеток Sc-1 псевдо-ВИЧ-1-частицами 
с белком G ВВС, причем активность бензофенонсо-
держащих соединений (2 и 3) существенно превышала 
активность бензилфеноксиэтилурацильного произво-
дного урацила (1) (рис. 6) и была сравнима с активно-
стью невирапина. Полученные данные хорошо кор-
релируют с результатами изучения этих веществ 
в инфекционной клеточной системе (таблица).

Противовирусная активность исследованных соединений в отношении псевдо-ВИЧ-1-частиц, псевдотипированных 
белком G вируса везикулярного стоматита

Соединение Клеточная линия
ИД

50
, мкМ

Эксперимент Лит. данные [20–29]

АЗТ

Jurkat 0.1 ± 0.01

0.004–0.1
Sc-1 0.08 ± 0.005

Kasumi-1 0.3 ± 0.02
ceM-SS 0.46 ± 0.05

3tc
Jurkat 0.7 ± 0.05

0.02–0.35
ceM-SS 0.85 ± 0.05

d4t
Jurkat 7 ± 0.5

0.43–1.67
Sc-1 10 ± 0.5

ddc
Jurkat 7 ± 0.5

0.067–0.316
Sc-1 5 ± 0.5

ddI
Jurkat >20

1.79–12
Sc-1 >20

Невирапин

Jurkat 0.1 ± 0.005

0.0072–0.22
Sc-1 0.15 ± 0.005

Kasumi-1 0.08 ± 0.005
ceM-SS 0.2 ± 0.01

Ненуклеозидный ингибитор ОТ 1 Jurkat 0.95 ± 0.05 0.13
Ненуклеозидный ингибитор ОТ 2 Jurkat 0.08 ± 0.001 0.016
Ненуклеозидный ингибитор ОТ 3 Jurkat 0.085 ± 0.001 0.018

Ралтегравир
Jurkat 0.009 ± 0.0005

0.0022–0.0037Sc-1 0.006 ± 0.0005
ceM-SS 0.009 ± 0.0005

L-731,988
Jurkat 12 ± 0.1

1
Sc-1 8 ± 0.1
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Ингибиторы интегразы ВИЧ-1
С целью оценки возможностей разработанной систе-
мы для скрининга ингибиторов интегразы исполь-
зовали коммерческий препарат ралтегравир, раз-
решенный к применению в клинической практике 
с октября 2007 г., и известный ингибитор фермента 
L-731,988 [28]. Ралтегравир и L-731,988 блокируют 
вторую стадию интеграции – перенос цепи, пре-
пятствуя связыванию интегразы с клеточной ДНК. 
На рис. 7 приведена зависимость эффективности 
трансдукции клеток псевдо-ВИЧ-1-частицами с ин-
тегразой дикого типа от концентрации ингибиторов. 
Видно, что активность ралтегравира примерно на три 
порядка выше, чем у L-731,988, что согласуется с дан-
ными, полученными в инфекционной системе [28, 32]. 
Снижение числа флуоресцирующих клеток в присут-
ствии ингибиторов интегразы свидетельствует о том, 
что в предложенной нами псевдовирусной системе 
происходит полноценная интеграция синтезирован-
ной ДНК в геном клетки-мишени, а псевдо-ВИЧ-
1-частицы действительно могут служить удобным 
инструментом для изучения противовирусной актив-
ности ингибиторов интегразы вируса.

Псевдо-ВИЧ-1-частицы, устойчивые к действию АЗТ
Поиск потенциальных ингибиторов репликации 
лекарственно-устойчивых штаммов ВИЧ-1 представ-
ляет собой важнейшую задачу. Однако такие работы 
часто ограничены не только необходимостью исполь-
зования инфекционного вируса, опасного для пер-
сонала лаборатории, но и сложностью получения 
штаммов, нечувствительных к препаратам заданной 
группы. Предложенная нами система позволяет легко 
конструировать варианты псевдо-ВИЧ-1-частиц, не-
сущих ферменты репликации с мутациями, опреде-
ляющими устойчивость к лекарственным средствам. 

Это подтверждено получением трех типов псевдо-
ВИЧ-1-частиц с точечными заменами D67n, K70r, 
t215F и K219Q в обратной транскриптазе, наиболее 
характерными для штаммов ВИЧ-1, резистентных 
к АЗТ [33, 34]. Сравнение противовирусной активно-
сти АЗТ в отношении этих вариантов псевдовирусных 
частиц показало, что препарат гораздо слабее влиял 
на эффективность трансдукции мутантными части-
цами (рис. 8), причем падение ингибирующего эф-
фекта коррелировало с увеличением числа мутаций 
(этот эффект наиболее ярко выражен в клетках Sc-1). 
В то же время невирапин, ненуклеозидный ингиби-
тор обратной транскриптазы ВИЧ-1, сохранял свою 
активность в отношении всех АЗТ-устойчивых типов 
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Рис. 5. Действие невирапина на эффективность трансдукции клеток разных линий псевдо-ВИЧ-1-частицами, со-
держащими белок оболочки gp160 (А) или белок оболочки G ВВС (Б). Показан уровень трансдукции относитель-
но положительного контроля.
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Рис. 6. Действие ненуклеозидных ингибиторов об-
ратной транскриптазы ВИЧ-1 1, 2 и 3 на эффектив-
ность трансдукции клеток линии Jurkat псевдо-ВИЧ-
1-частицами, содержащими белок оболочки G ВВС. 
Показан уровень трансдукции относительно положи-
тельного контроля.
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псевдовирусных частиц (рис. 9). Это объясняется тем, 
что сайт связывания АЗТ удален от активного цен-
тра фермента, с которым взаимодействует трифосфат 
АЗТ и в котором находятся все означенные мутации. 
Таким образом, псевдо-ВИЧ-1-частицы действитель-
но позволяют изучать способность веществ ингибиро-
вать лекарственно-устойчивые формы вируса.

Аналоги неорганического пирофосфата
Отдельное направление подходов к терапии 
лекарственно-устойчивых форм ВИЧ-1 представ-
ляет поиск соединений, совместное использование 
которых с уже применяемыми антиретровирусными 
средствами приводит к восстановлению чувствитель-

ности вируса к антиретровирусным средствам. Со-
гласно современным представлениям, устойчивость 
ВИЧ-1 к нуклеозидным ингибиторам обратной транс-
криптазы может формироваться с использованием 
двух альтернативных механизмов, включающих воз-
никновение в обратной транскриптазе мутаций:

а) препятствующих взаимодействию фермента 
с соответствующими нуклеозидтрифосфатами (опи-
сано для 3tc) или 

б) способствующих выщеплению уже включенно-
го терминирующего нуклеотида из ДНК в процессе 
реакции пирофосфоролиза, после которой синтез ра-
стущей цепи ДНК может быть продолжен (этот меха-
низм считается основным для АЗТ) (рис. 10). 

Рис. 7. Действие ингиби-
торов интегразы ВИЧ-1 
ралтегравира (основной 
рисунок) и L-731,988 
(вставка) на эффектив-
ность трансдукции клеток 
разных линий псевдо-ВИЧ-
1-частицами, содержа-
щими белок оболочки G 
ВВС. Показан уровень 
трансдукции относи-
тельно положительного 
контроля.
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Рис. 8. Действие АЗТ на эффективность трансдукции клеток псевдо-ВИЧ-1-частицами, содержащими белок обо-
лочки G ВВС и обратную транскриптазу дикого типа или ее мутантные формы, на клетках линий Jurkat (А) и SC-1 
(Б). Показан уровень трансдукции относительно положительного контроля.



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 3  № 4 (11)  2011 | ActA nAturAe | 65

В настоящее время описан ряд соединений-
миметиков неорганического пирофосфата, способ-
ных подавлять выщепление нуклеотидов при пиро-
фосфоролизе [35, 36]. Один из них, фоскарнет (PFA), 
успешно применяется в комбинации с АЗТ [37], 
что подтверждает перспективность использования 
негидролизуемых аналогов неорганического пиро-
фосфата в сочетании с нуклеозидными ингибиторами 
при терапии СПИДа [37].

Наиболее перспективным типом аналогов неорга-
нического пирофосфата считаются производные ги-
дроксиметилендифосфоновой кислоты, которые при-
меняются в терапии костных патологий. В отличие 
от фоскарнета, соединения этого ряда не являются 
субстратами в реакции пирофосфоролиза. Тем не ме-
нее они эффективно ингибируют пирофосфоролити-
ческое выщепление АЗТ из ДНК, катализируемое 
обратной транскриптазой ВИЧ-1 [36]. При этом сле-
дует отметить отсутствие публикаций об их активно-
сти в клеточных системах. В представленной работе 
для оценки адекватности предлагаемой клеточной 
системы и изучения веществ данного типа были ис-
пытаны фоскарнет (PFA) и аналог неорганического 
пирофосфата – бисфосфонат 4. Дихлорбензильное 
производное метилендифосфоновой кислоты 4 явля-
ется наиболее активным из подобных соединений, оно 
способно подавлять выщепление монофосфата АЗТ, 
катализируемое обратной транскриптазой, в субми-
кромолярном диапазоне концентраций [35]. Данные 

о совместном действии азидотимидина и указанных 
ингибиторов пирофосфоролиза приведены на рис. 11. 
В этом опыте определена степень ингибирования 
трансдукции клеток АЗТ-устойчивыми псевдо-ВИЧ-
1-частицами (несущими точечные замены D67n, 
K70r, t215F и K219Q в обратной транскриптазе) 
при добавлении АЗТ в комбинации с выбранным ин-
гибитором пирофосфоролиза. В контрольном экспе-
рименте определяли количество флуоресцирующих 
клеток в присутствии каждого из этих веществ по от-
дельности. 

Вывод об аддитивности действия АЗТ и аналогов 
пирофосфата делали, сравнивая степень ингибиро-
вания в присутствии двух веществ и произведение 
степеней ингибирования каждым из соединений (что 
отражает независимость их действия). Из рис. 11 
видно, что фоскарнет и бисфосфонат 4 подавляли ин-
фицирование клеток псевдовирусными частицами, 
а также заметно и статистически значимо усиливали 
действие АЗТ. Таким образом, полученные данные 
впервые показывают возможность восстановления 
чувствительности резистентных форм ВИЧ-1 к ну-
клеозидным ингибиторам обратной транскриптазы 
в культуре клеток и свидетельствуют о перспектив-
ности аналогов неорганического пирофосфата в ка-
честве потенциальных компонентов антиретровирус-
ной терапии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С использованием ряда линий клеток человека 
и мыши показано, что описанная нами система без-
опасного скрининга потенциальных ингибиторов ре-
пликации ВИЧ-1 позволяет проводить испытания 
ингибиторной активности соединений, действие кото-
рых направлено как на обратную транскриптазу и ин-
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Рис. 11. Подавление вирусной трансдукции комбина-
цией АЗТ и ингибиторов пирофосфоролиза. Данные 
представлены как среднее значение серии из пяти 
экспериментов ± доверительный интервал (P ≤ 0.1). 
Значения серий «АЗТ&» получены при одновременном 
внесении ингибиторов в указанных в скобках концен-
трациях. Значения серий «АЗТ+» являются расчетной 
величиной, полученной произведением остаточных 
активностей индивидуальных ингибиторов в указанных 
в скобках концентрациях. р – Значение парного двух-
выборочного t-теста Стьюдента для указанных значе-
ний.
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Рис. 10. Механизм реакции пирофосфоролиза, ката-
лизируемой обратной транскриптазой.

тегразу ВИЧ-1 дикого типа, так и на их мутантные 
формы, соответствующие лекарственно-устойчивым 
формам вируса. Важно, что используемые в этой си-
стеме псевдо-ВИЧ-1-частицы неинфекционны и по 
сути представляют собой вирусы одноразового дей-
ствия (рекомбинантные лентивирусные векторы), 
содержащие полный набор вирусных ферментов, 
обеспечивающих синтез рекомбинантного двухце-
почечного ДНК-провируса и его интеграцию в геном 
клеток-мишеней. После этого клеточными системами 
осуществляется экспрессия маркерных генов, вне-
сенных в геном клетки, в составе рекомбинантного 
генома псевдо-ВИЧ-1-частиц. 

Отсутствие в таком рекомбинантном геноме полно-
го набора ВИЧ-1 гарантирует безопасность испыта-
ний эффективности новых анти-ВИЧ-1-соединений, 
с одной стороны, и возможность адекватной оценки 
действия этих соединений на обратную транскрип-
тазу и интегразу ВИЧ-1 в клетках, «зараженных» 
(трансдуцированных) псевдо-ВИЧ-1-частицами.

Возможность формирования псевдо-ВИЧ-1-частиц, 
содержащих мутантную «лекарственно-устойчивую» 
обратную транскриптазу и/или интегразу, позволяет 
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также проводить скрининг потенциальных ингибито-
ров лекарственно-устойчивых форм ВИЧ-1. 

Псевдотипирование псевдо-ВИЧ-1-частицы бел-
ками оболочки ретровирусов различной природы, 
в том числе и белком оболочки gp160 ВИЧ-1, а также 
других оболочечных вирусов, существенно расширя-
ет возможности системы скрининга, позволяя зара-
жать клетки различных типов, и делает возможным 
тестирование ингибиторов проникновения вирусов 
в клетку. Наконец, хотя это и не рассмотрено в на-
стоящей работе, представленная система позволяет 
исследовать и ингибиторы протеазы ВИЧ-1. 

Работа поддержана Программами 
фундаментальных исследований Президиума РАН 
«Молекулярная и клеточная биология» и «Основы 
фундаментальных исследований нанотехнологий 

и наноматериалов», госконтрактами 
с Минобрнауки РФ № 16.512.11.2192, 16.512.11.2193, 

16.512.12.2006 и 02.740.11.0706 и грантами 
Российского фонда фундаментальных 

исследований № 09-04-01221-а, 11-04-12035-офи-м 
и 11-04-01365-а.
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РЕФЕРАТ Применение клеточных технологий позволило добиться существенного прогресса в лечении де-
фектов сетчатой оболочки глаза. Уже разработаны протоколы, позволяющие обеспечить нейрональную 
дифференцировку клеток, трансплантированных в сетчатку. Однако вопросы функционального замещения 
утраченных нейронов сетчатки трансплантированными клетками остаются открытыми. Для доказатель-
ства возможности трансдифференцировки трансплантированных EGFP+-клеток стромы костного мозга 
(ММСК) и нейрональных стволовых/прогениторных клеток (НСПК) мышей с последующей их функцио-
нальной интеграцией применен метод органотипического культивирования, позволяющий детально оха-
рактеризовать поведение клеток после трансплантации. Методами атомно-силовой микроскопии показано 
достоверное отличие (p < 0.01) в толщине отростков, формируемых глиальными и эндотелиальными ком-
понентами сетчатки, и отростков нейронов и трансплантированных ММСК, а также формирование синап-
тических расширений диаметром до 2.5 ± 0.06 мкм введенными ММСК на 4-е сутки после трансплантации. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА стволовые клетки, трансплантация in vitro, органотипические культуры сетчатки, пла-
стичность стволовых клеток, репарация сетчатки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ММСК – клетки стромы костного мозга; НСПК – нейрональные стволовые/проге-
ниторные клетки; EGFP – улучшенный зеленый флуоресцентный белок. 

ВВЕдЕНИЕ
Изменения в сетчатой оболочке глаза, вызванные 
разнообразными внешними повреждающими фак-
торами, часто ведут к частичной или полной потере 
зрения. Для эффективного лечения при патологиче-
ских состояниях сетчатки необходимо понимать про-
цессы, вовлеченные в их возникновение и развитие, 
а также процессы, приводящие к репарации таких 
состояний. В настоящее время с целью предотвра-
щения развития необратимых нейродегенеративных 
процессов в сетчатке глаза разрабатываются методы 
трансплантации клеток с широким дифференциро-
вочным потенциалом – стволовых/прогениторных 
элементов нервной ткани (НСПК) или клеток стромы 
костного мозга (ММСК). Считается, что после вве-
дения в организм реципиента эти клетки не только 
активно мигрируют к месту повреждения и заме-
щают своими дифференцированными потомками 
утраченные элементы ткани, но и секретируют це-
лый спектр трофических и регуляторных факторов, 
поддерживающих функциональность поврежденной 

ткани и активирующих ее собственные системы ре-
парации [1]. 

К сожалению, накопленный к настоящему времени 
теоретический и практический материал в области 
биологии стволовых клеток не позволяет достоверно 
прогнозировать эффективность терапии при помо-
щи клеточной трансплантации. Мы все еще далеки 
от полного понимания тех механизмов, которые за-
пускают восстановление ткани реципиента при вве-
дении клеток, и в настоящее время не представляет-
ся возможным этот процесс контролировать. В связи 
с этим целесообразно создание адекватных модель-
ных систем, максимально приближенных к услови-
ям in vivo, которые позволят не только с легкостью 
детектировать процессы клеточной миграции, диф-
ференцировки и гибели клеток на любых сроках по-
сле трансплантации, но и вносить коррективы в по-
ведение трансплантируемых клеток. Одной из таких 
моделей является органотипическая эксплантаци-
онная культура сетчатки глаза крысы. При данном 
типе культивирования удается получить образцы, 
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длительное время сохраняющие исходную цитоархи-
тектонику и клеточный состав in vitro [2].

Наиболее удачной экспериментальной моделью 
повреждения сетчатки глаза представляется инду-
цированное лазером локальное повреждение экс-
плантата сетчатки в системе in vitro. Такой подход 
позволяет наносить строго дозированные повреж-
дения, т.е. получать воспроизводимые результаты 
во всей серии экспериментов. Ввиду возможности 
независимого контроля различных параметров ла-
зерного излучения его применение в эксперимен-
тальных работах по моделированию повреждения 
нейрональных сетей представляется чрезвычайно 
перспективным и удобным.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Получение культур сетчатки
Для получения эксплантационной культуры сет-
чатки глаза использовали 4-дневных самцов крыс 
Wistar. Вскрытие глазного яблока проводилось по мо-
дифицированному протоколу [3]. После выделения 
сетчатку помещали на поверхность чашки Петри 
диаметром 35 мм таким образом, чтобы слой фото-
рецепторов находился сверху. 

Культивирование проводили в стандартных 
условиях (+37˚С, 5% СО

2
, 98% влажности) в тече-

ние 30 дней в среде DMeM/F12 (НПП «ПанЭко», 
С420/С600), содержащей глутамин («Sigma», G-8540) 
и инсулин-трансферрин-селенит в разведении 1 : 50 
(НПП «ПанЭко», Ф-065), с добавлением сыворотки 
FcStM 5% («Hyclone», SH30109.03), основного фак-
тора роста фибробластов (10 нг/мл, «Sigma», F0291) 
и эпидермального фактора роста (10 нг/мл, «Sigma», 
e9644), гепарина, гентамицина в концентрации 
5 мкл/мл («Sigma», G1264), добавки n2 в разведении 
1 : 100 («Gibco», 17502-048) и B27 в разведении 1 : 50 
(«Gibco», 17504044).

Повреждение эксплантата
В качестве повреждающего фактора использовали 
инфракрасный лазер (1480 нм) Zilos-tktM («Hamilton 
thorne») миллисекундного диапазона мощностью 
300 мВ, нагревающий поверхность в области фоку-
са до 1500С. Для повреждения выбирали квадрат со 
стороной 100 мкм средней зоны разрастания края 
эксплантата. Сетчатку повреждали 15 импульсами 
лазера длительностью 1000–3000 мс на 14-е сутки 
культивирования эксплантатов.

Трансплантация клеток 
Для получения культуры ММСК использова-
ли красный костный мозг eGFP+ мышей линии 
С57BL/6-tg(ActB-eGFP)/Osb/J в возрасте 1 мес. 

Непосредственно после умерщвления производили 
забор красного костного мозга из большеберцовых 
и бедренных костей животного по стандартному про-
токолу [4]. Строму костного мозга извлекали, про-
мывая полость кости инсулиновым шприцем, запол-
ненным средой DMeM с добавлением антибиотиков. 
Полученную суспензию центрифугировали в тече-
ние 7 мин при 1000 g, после чего супернатант сли-
вали, осадок ресуспендировали и разводили средой 
для культивирования до плотности 1 х 105 клеток/мл. 
Первичную суспензионную культуру клеток стромы 
костного мозга помещали на чашки для культиви-
рования диаметром 60 мм и через 1 сут пассировали 
в очень низкой плотности – 1–5 клеток в поле зрения 
при увеличении х200 и культивировали до образова-
ния колоний.

Для получения культуры НСПК использова-
ли материал субвентрикулярной зоны головно-
го мозга 14-суточных эмбрионов мышей линии 
С57BL/6-tg(ActB-eGFP)/Osb/J. После освобож-
дения от мозговых оболочек головной мозг помещали 
в среду DMeM с антибиотиками, механически дез-
агрегировали с помощью пипетки до получения одно-
родной суспензии клеток и центрифугировали в те-
чение 5 мин при 1000 g. Супернатант сливали, осадок 
ресуспендировали в среде культивирования в кон-
центрации 1 × 106–2 × 106 клеток/см2. Клетки выра-
щивали в культуре нейроэпителиального пласта. 

Инъекцию клеток проводили стеклянным ми-
крокапилляром на инвертированном микроскопе 
nikon te2000S, укомплектованном гидравлически-
ми микроманипуляторами и инъекторами narishige 
(MMO-202nD, IM-9B, IM-H1, narishige HD-21), в зону 
разрастания клеток эксплантата в объеме куль-
туральной среды 0.1 мкл на расстоянии 100, 1000 
и 3000 мкм от зоны повреждения. Для оценки эффек-
тивности применимых в клинике протоколов транс-
плантации клеток в сетчатку глаза, имитирующих 
супрахориоидальную инъекцию, применяли метод 
нанесения суспензии трансплантируемых клеток 
на внешнюю (фоторецепторную) поверхность экс-
плантата при помощи микроинъектора в объеме сре-
ды не более 5 мкл.

Иммуногистохимический анализ
Иммуногистохимический анализ дифференцировки 
трансплантированных клеток проводили, выявляя 
маркеры нейрональной и глиальной дифференци-
ровки: β-III-тубулин – с помощью антитела против 
изоформы βIII тубулина (anti-tubulin, beta III isoform 
antibody, «chemicon», MAB1637) и глиальный кис-
лый фибриллярный белок – GFAP с помощью анти-
тела против кислого фибриллярного глиального бел-
ка (anti-glial fibrillary acidic protein, «Sigma», G9269) 
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соответственно; оценивали также экспрессию мар-
кера развивающихся нейритов GP-45 – c помощью 
антитела против регулируемого G-белком индукто-
ра роста отростков нейритов 2 (G protein-regulated 
induсer of neurite outgrowth 2 antibody, «Abcam», 
ab110898) и маркера клеток эндотелия капилляров 
GSL-IB4 – изолектина Griffonia simplicifolia IB4 
(«Sigma», L1509). 

Получение изображений клеток
Прижизненные фотографии клеток получали с помо-
щью инвертированного микроскопа nikon te2000S, 
флуоресцентные изображения – с помощью инвер-
тированного флуоресцентного микроскопа Axsiovert 
25. Пространственную картину распределения транс-
плантированных клеток в эксплантате получали с ис-
пользованием лазерной сканирующей конфокальной 
микроскопии (микроскоп Axsiovert 200LSM 510Meta 
«carl Zeiss»).

Статистический анализ
Анализ достоверности полученных результатов 
и статистическую обработку проводили при помощи 
программы StAtIStIcA 6.0. Наличие и достовер-
ность различий между выборочными величинами 
независимых выборок оценивали при помощи не-
параметрического H-критерия Крускала–Уоллиса. 
Статистическую значимость отличий между груп-
пами инъецированных клеток (ММСК, НСПК) опре-
деляли при помощи метода Стьюдента–Ньюмана–
Келса (AnOVA). 

Атомно-силовая микроскопия (АСМ)
АСМ-изображения получены на атомно-силовом 
микроскопе Solver BIO Olympus (НТ-МДТ, Рос-
сия) с полем сканирования 100 х 100 х 7 мкм3 и си-
стемой емкостных датчиков и кантилевера Veeco 
MSct-AuHW («Veeco Instruments», США) жестко-
стью 0.01–0.03 Н/м. Для регистрации изгиба канти-
левера использовали лазер с длиной волны 650 нм. 
С помощью совмещенного с прибором инвертирован-
ного оптического микроскопа осуществляли подвод 
кантилевера к образцу и устанавливали места ска-
нирования. Изображения обрабатывали средствами 
программы nova (НТ-МДТ, Россия).

РЕЗУЛьТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ
Первым этапом нашей работы было получение дол-
госрочно переживающих in vitro органотипических 
эксплантационных культур сетчатки глаза. На про-
тяжении всего времени культивирования (до 30 сут) 
сохранялась цитоархитектоника ткани, в ее составе 
присутствовали основные типы клеток, характерные 
для интактной сетчатки in vivo [5] (рис. 1). Таким об-

разом, данная эксплантационная культура пред-
ставляет собой адекватную модель развивающейся 
нейросетчатки, которая позволяет сохранить микро-
окружение входящих в ее состав нервных клеток.

При повреждении лазерным импульсом отчетливо 
изменялась макроструктура ткани в области фокуса 
луча, что сопровождалось потемнением цитоплазмы 
клеток, их интенсивной вакуоляризацией и коагуля-
цией межклеточного матрикса. Наблюдался отсро-
ченный эффект лазерного облучения в виде массовой 
клеточной гибели в зоне повреждения эксплантата 
сетчатки на 2–3-и сутки после нанесения травмы. 
Вокруг непосредственной зоны воздействия лазера 
(100 х 100 мкм) формировалась зона массовой клеточ-
ной гибели радиусом до 500 мкм. Таким образом, ла-
зерное повреждение было легко визуализируемым, 
проявлялось в существенной реорганизации межкле-
точного матрикса (коагуляции), приводило к утрате 
клеточных взаимосвязей и изменению морфологии 
клеток, завершалось их гибелью и носило необрати-
мый характер.

Для моделирования процессов восстановления 
поврежденной области сетчатки после воздействия 
лазера в среднюю зону расселения клеток эксплан-
тата инъецировали НСПК и ММСК eGFP+ мышей. 
Оказавшись в новом микроокружении, трансплан-
тированные клетки активно мигрировали и изме-
няли свою морфологию, выпуская длинные ветвя-
щиеся отростки и приобретая фенотип, характерный 
для нейронов. 

Рис. 1. Миграция клеток из эксплантата сетчатки (1) 
с образованием многоклеточной ближней (2), средней 
(3) и монослойной дальней (4) зоны разрастания края 
эксплантата. Масштабный отрезок 300 мкм.
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Было проанализировано распределение eGFP+-
клеток относительно зоны поражения и зоны инъек-
ции по вектору их миграции в течение первых 24 ч, 
а также на третьи и седьмые сутки после трансплан-
тации. При сравнении распределения eGFP+-клеток 
было установлено, что наиболее активно клетки ми-
грируют от места трансплантации к области повреж-
дения (рис. 2А,Б). Ежедневная регистрация миграции 
клеток методом конфокальной микроскопии показа-
ла, что наиболее активно она происходила в первые 
24 ч и значительно снижалась по мере их морфоло-
гической дифференцировки на третьи сутки после 
инъекции. Первые клетки, пришедшие в зону воздей-
ствия лазера, детектировали спустя 1 ч после транс-
плантации при введении их на расстоянии 100 мкм, 
через 12 ч – при инъекции на удалении на 500 мкм 
и через 3–5 сут – при трансплантации более чем 
в 1000 мкм от места повреждения. Наиболее активное 
привлечение клеток в поврежденную область про-
исходило на протяжении первых 3 сут после созда-
ния дефекта сетчатки и резко угасало в дальнейшем. 
Было показано, что в течение 3 сут после трансплан-

тации инъецированные клетки активно мигрирова-
ли на расстояния, превышающие 1000 мкм от места 
введения, причем клетки перемещались в направле-
нии области повреждения. Инъецированные клетки 
распространялись в эксплантате вдоль вектора, на-
правленного к области травмы, на расстояние 5 мм, 
а в противоположном направлении не более 1 мм 
(рис. 2В,Г). Статистическая обработка результатов 
подсчета ЕGFP+-НСПК в одном поле зрения в зоне 
повреждения и на таком же расстоянии по вектору, 
проходящему через место инъекции, показала зна-
чимо большее (p < 0.01) количество трансплантиро-
ванных клеток в области (рис. 3). 

В контрольных эксплантатах, подвергнутых кле-
точной трансплантации без лазерного повреждения, 
распространение инъецированных клеток было одно-
родным по всем направлениям с превалированием 
миграции от центра эксплантата по миграционным 
путям выселяющихся из него клеток. Таким обра-
зом, показана неоднородность распределения транс-
плантированных НСПК относительно места введения 
при нанесении повреждения лазером – наличие так-
сиса, направленного к зоне дефекта. Аналогичные ре-
зультаты по изменению поведения инъецированных 
клеток в нейрональном микроокружении получены 
при трансплантации НСПК in vivo [6]. 

При достижении зоны повреждения миграция кле-
ток прекращалась, наблюдалось образование ими 
асинаптических дендритов, распространяющихся 
во всех плоскостях, и агрегация трансплантирован-
ных клеток друг с другом. Пришедшие в поврежден-
ную область клетки оставались в ней на протяжении 
всего эксперимента (до 30 сут после трансплантации) 
и полностью утрачивали миграционную активность, 
образуя густую сеть нейритов. 

Существенное влияние на поведение трансплан-
тированных клеток оказывала их концентрация 
при трансплантации. Введение в эксплантат единич-
ных клеток приводило к быстрой остановке их пере-
движения внутри сетчатки и сопровождалось слабой 
морфологической дифференцировкой. Единичные 
НСПК приобретали глиальный фенотип и обладали 
маркерами глиальной дифференцировки – GFAP, 
начиная с 5 суток после трансплантации. Единичные 
ММСК не сохранялись в эксплантате дольше суток. 
При трансплантации 50–100 клеток их миграционная 
активность была подавлена, они образовывали ассо-
циаты, их таксис был направлен друг к другу, и лишь 
единичные клетки мигрировали на значительные 
расстояния. Иная картина наблюдалась при транс-
плантации более 1000 клеток. В этом случае боль-
шинство клеток активно перемещалось к области по-
вреждения, где они образовывали длинные нейриты, 
служащие для перемещения других клеток. Быстрее 

Рис. 2. Направленный таксис НСПК к зоне лазерного 
повреждения эксплантата сетчатки глаза. А, Б – Об-
разование и распространение нейритов (указаны 
стрелкой), трансплантированными EGFP+-клетками 
по направлению вектора от места инъекции к области 
лазерного повреждения сетчатки. В, Г – Локализация 
трансплантированных НСПК в зоне лазерного повреж-
дения сетчатки на 7 сутки после инъекции и образова-
ние ими густой сети нейритов на 14 сутки.
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(по сравнению с интактным эксплантатом) проис-
ходила и дифференцировка НСПК с преобладанием 
нейрональной составляющей и экспрессией транс-
плантированными клетками β-III-тубулина и GP-
45. В составе эксплантата инъецированные клетки 
не только сохраняли жизнеспособность на протяже-
нии более 2 мес, но и активно пролиферировали.

При исследовании распределения транспланти-
рованных НСПК в эксплантате с несколькими по-
следовательно расположенными зонами лазерного 
повреждения, находящимися на различном расстоя-
нии от места инъекции (600, 1000 и 3000 мкм), было 
показано заселение трансплантированными клетка-
ми всех зон повреждения в течение 7 сут после инъ-
екции (рис. 3). Однако было отмечено уменьшение 
количества клеток в зонах повреждения по мере их 
удаления от области введения. Так, в зоне повреж-
дения, удаленной на 1000 мкм от места трансплан-
тации, находилось 56% клеток, зарегистрированных 
в зоне, удаленной на 600 мкм, а в зоне, удаленной 
на 3000 мкм – всего 27%. 

Для трансплантации ММСК и НСПК применили 
два метода введения: непосредственную инъекцию 
в глубь средней зоны края разрастания эксплантата 
и поверхностное нанесение клеток. В первом случае 
трансплантированные клетки непосредственно кон-
тактировали с нейрональной составляющей, во вто-
ром имитировалась супрахориоидальная инъекция 
in vivo. При нанесении НСПК на поверхность экс-
плантата сетчатки наблюдалось практически полное 
отсутствие их миграционной активности и процессов 
нейрональной дифференцировки (негативное окра-

шивание на β-III-тубулин). Это наблюдение позво-
ляет объяснить незначительный терапевтический 
эффект трансплантированных НСПК в клинической 
практике при супрахориоидальной или ретробуль-
барной инъекции [7]. При инъекции НСПК в глубь 
слоев нейросетчатки трансплантированные клетки 
активно мигрировали и изменяли свою морфологию, 
выпускали длинные ветвящиеся отростки, приобре-
тали фенотип, характерный для нейронов, положи-
тельно окрашивались на β-III-тубулин и GP-45. 

При внесении ММСК обоими методами наблюда-
ли быструю миграцию отдельных клеток небольшо-
го диаметра (10–15 мкм), образование ими длинных 
нейритоподобных выростов и ламеллоподий. Таким 
образом, происходила морфологическая диффе-
ренцировка трансплантируемых клеток согласно 
их новому микроокружению, с приобретением ими 
фенотипа нейральных клеток (рис. 4). При транс-
плантации более 500 клеток наблюдалась сохран-
ность ММСК в составе эксплантата в течение 30 сут. 
Трансплантированные ММСК приобретали два ха-
рактерных фенотипа: нейрональный – с длинными 
тонкими ветвящимися отростками, имеющими ам-
пулярные расширения, и оформленным компактным 
телом клетки, и глиальный – с ламеллоподиальными 
выростами цитоплазмы и крупным ядром с хорошо 
различимыми ядрышками. Нейритоподобные выро-
сты ММСК проникали в глубь эксплантата сетчатки, 
образовывали анастомозы и контактировали с дру-
гими трансплантированными клетками и нейронами 
самого эксплантата, т.е. поведение трансплантиро-
ванных в микроокружение нейросетчатки ММСК 

Рис. 3. Миграция 
трансплантирован-
ных НСПК в зоны 
повреждения, уда-
ленные на 600 (А), 
1000 (Б), 3000 мкм 
(В) от области инъ-
екции. Диаграммы 
количественных 
отличий между 
миграцией клеток 
в поврежденном 
и интактном экс-
плантате и гисто-
грамма процент-
ного соотношения 
количества клеток 
в различно уда-
ленных от места 
инъекции зонах по-
вреждения.
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было сходным с поведением инъецированных НСПК. 
Однако, в отличие от НСПК, способ введения ММСК 
не влиял на активность миграции трансплантиро-
ванных клеток. Как при нанесении на поверхность, 
так и при инъекции в глубь эксплантата ММСК ми-
грировали по всем направлениям от места введения 
в течение первых суток. С началом дифференциров-
ки клеток их миграция останавливалась, что позво-
ляет говорить о важности первых часов после транс-
плантации для миграции введенных клеток, занятии 
ими новых ниш, пролиферации и дифференцировки 
с последующей возможностью репарации дефектов 
[8].

При повреждении эксплантата морфология ММСК 
изменялась быстрее по сравнению с клетками, вве-
денными в контрольные образцы, не подвергнутые 
воздействию лазера. В данной серии экспериментов 
морфологические изменения ММСК появлялись спу-
стя 24 ч после инъекции, в то время как в контроле – 
лишь через 3 сут. Эти данные позволяют предполо-
жить, что для морфологической дифференцировки 
трансплантированных клеток, отвечающей условиям 
их нового микроокружения, чрезвычайно важны ре-
гуляторные факторы, высвобождающиеся при гибе-
ли клеток в районе нанесения повреждения.

При помощи атомно-силовой микроскопии пока-
зано морфологическое преобразование транспланти-
рованных ММСК в клетки с нейрональным феноти-
пом, их активная миграция до 3 сут после инъекции 

Рис. 4. Изменение 
морфологии транс-
плантированными 
ММСК в эксплан-
татах сетчатки, по-
врежденных лазер-
ным излучением. 
А–Г – Приобре-
тение нейрональ-
ной морфологии 
инъецированными 
ММСК. д, е – Диф-
ференцировка 
инъецированных 
ММСК по глиально-
му фенотипу.

и образование биполярных и мультиполярных ней-
ритоподобных отростков. Выселению клеток из экс-
плантата сетчатки предшествовало образование 
ламеллоподиальных выростов. При помощи АСМ 
удалось измерить высоты данных отростков и изу-
чить их пространственное распределение, а также 
оценить шероховатость их поверхности. По данным 
АСМ, средняя длина первичных ламеллоподий ми-
грирующих клеток составила 10.1 ± 2.0 мкм, а их 
средний диаметр – 3.6 ± 0.5 мкм. К 7 сут культиви-
рования наблюдалось увеличение протяженности 
асинаптических дендритов, выпускаемых расселяю-
щимися клетками эксплантата сетчатки. По данным 
АСМ, их средняя длина составила 21.7 ± 5.0 мкм, 
средний диаметр – 0.8 ± 0.23 мкм. По поверхности 
глиальных (GFAP-иммунопозитивных) и эндоте-
лиальных (GSL-IB4-иммунопозитивных, GFAP-
иммунонегативных) клеток происходило распростра-
нение нейритоподобных отростков ММСК, которые 
достигали нескольких мм в длину и до 0.47 мкм в диа-
метре (рис. 5А,Б). 

Количественный анализ распределения высот 
отростков между группами глиеподобных клеток 
и нейроноподобных ММСК выявил значимое от-
личие (p < 0.01) в высоте отростков, формируемых 
глиальными и эндотелиальными компонентами сет-
чатки, и отростков нейронов и трансплантированных 
ММСК (рис. 5Д). Показано отсутствие статистически 
значимых отличий (p = 0.52) в средней квадратичной 
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Рис. 5. АСМ-анализ поверхности инъецированных ММСК, проводимый в контактном и полуконтактном режи-
мах. А – Реконструкция поверхности ММСК, изменившей свою морфологию. Б – Начало выселения клеток 
из эксплантата, образование ламеллоподий. В, Г – Образование синаптических контактов между трансплантиро-
ванными ММСК и клетками сетчатки. д – Количественный анализ распределения высот отростков – 1 группа – 
глиальные клетки эксплантата сетчатки, 2 группа – отростки трансплантированных ММСК (p < 0.01). е – Ко-
личественный анализ распределения высот отростков – 1 группа – нейрональные клетки эксплантата сетчатки, 
2 группа – отростки трансплантированных ММСК (p > 0.01).

шероховатости поверхности трансплантированных 
ММСК, морфология которых изменилась на нейроно-
подобную, и нейронов сетчатки, а также отсутствие 
статистически значимых отличий (p = 0.26) при срав-
нении асимметрии распределения отростков транс-
плантированных клеток и нейронов эксплантата 
сетчатки (рис. 5Е). При исследовании изображений 
поверхности клеток не удалось выявить статистиче-
ски значимых различий в размахе высот отростков 
между ММСК и нейронами сетчатки, при наличии 
статистически значимых различий (p < 0.01) высот 
отростков ММСК с высотами отростков глиальных 
и эндотелиальных клеток сетчатки. Получены АСМ-
изображения синаптических расширений, форми-
руемых трансплантированными ММСК, на концах 
нейритоподобных выростов (рис. 5В). Также изучено 
взаимодействие между такими синапсами и клетка-
ми эксплантата. Морфометрические параметры си-
напсов между трансплантированными ММСК и ней-
ронами сетчатки не отличались от параметров между 
трансплантированными НСПК и клетками реципи-
ента.

С применением красителя Di-I, которым окра-
шивали клетки эксплантата сетчатки, показано, 
что слияние трансплантированных eGFP+ ММСК 
и клеток сетчатки не происходило, так как отсутство-
вали клетки, несущие обе метки. 

В результате полученных данных можно пред-
положить, что для наиболее эффективного восста-
новления повреждения сетчатой оболочки глаза 
при помощи клеточной трансплантации оптималь-
но использовать НСПК, вводимые непосредственно 
в состав нейросетчатки. Их приближенной и доступ-
ной альтернативой можно считать ММСК, способ-
ные запускать и поддерживать репарационные про-
цессы в ткани реципиента, а также вставать на путь 
нейрональной дифференцировки [9]. Однако вопрос 
о функциональном замещении утраченных нервных 
клеток трансплантированными ММСК и их потомка-
ми все еще остается открытым. 

ВЫВОдЫ
Полученные эксплантационные культуры сетчатки 
эквивалентны нейросетчатке in vivo.
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При инъекции ММСК и НСПК наблюдается их ак-
тивная миграция в первые часы после транспланта-
ции, идущая с различной скоростью при их инъекции 
в глубь слоев нейросетчатки и при поверхностном на-
несении на эксплантат. 

Определяющим фактором для дифференцировки 
трансплантированных клеток является микроокру-
жение, в которое попадают вносимые клетки, в неко-
торых случаях возможно приобретение нейронально-
го фенотипа трансплантированными в нейросетчатку 
ММСК.

При помощи лазерной установки получена воз-
можность контролировать нанесение повреждений 
сетчатки in vitro, которое стимулирует миграцион-
ную активность трансплантированных клеток в на-
правлении области травмы и ускоряет их дифферен-
цировку согласно занимаемой нише. 

Работа выполнена при реализации ФЦП «Научные 
и научно-педагогические кадры инновационной 

России» на 2009–2013 годы (№ П113).
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РЕФЕРАТ На основе геномов потексвирусов – генома Х-вируса картофеля (ХВК) и гена капсидного белка 
вируса мозаики альтернантеры (КБ ВМАльт), сконструированы гибридные вирусные векторы ХВК-КБ 
ВМАльт и ХВКdt-КБ ВМАльт, обеспечивающие высокий уровень накопления капсидного белка. Система 
экспрессии на основе векторов ХВК-КБ ВМАльт и ХВКdt-КБ ВМАльт генетически безопасна, так как у ги-
бридных вирусов нарушен системный транспорт и образование инфекционных вирусных частиц. КБ 
ВМАльт, формирующий вирусоподобные частицы (ВПЧ) в отсутствие геномной РНК, может служить 
платформой для эффективной презентации чужеродных эпитопов (включая эпитопы патогенов человека). 
В качестве модельного гетерологичного пептида при создании химерного КБ ВМАльт мы использовали 
N-концевой домен белка М2 (М2е) вируса гриппа А человека и его укороченный ΔM2e-вариант. Химерные 
капсидные белки ВМАльт с эпитопами белка М2 вируса гриппа А также способны формировать на осно-
ве самосборки протяженные ВПЧ. В процессе накопления, полимеризации и выделения химерных ВПЧ 
эпитопы белка М2 вируса гриппа А не элиминируются, что свидетельствует о стабильности химерного КБ 
ВМАльт при С-концевой локализации чужеродного эпитопа. Таким образом, гибридный вирусный вектор 
ХВК-КБ ВМАльт может использоваться в биотехнологии для продукции вирусоподобных наноразмерных 
частиц, представляющих на своей поверхности эпитопы вакцинных белков. Химерные ВПЧ, несущие на по-
верхности чужеродные эпитопы, можно рассматривать как потенциальные вакцины.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА потексвирусы, вирусный вектор, чужеродный эпитоп, химерные вирусоподобные ча-
стицы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ХВК – Х-вирус картофеля; ВМАльт – вирус мозаики альтернантеры; КБ – капсид-
ный белок; dt – делеция генов транспорта; ХВК-КБ ВМАльт – гибридный вирусный вектор на основе генома 
ХВК с КБ ВМальт; M2e – эктодомен белка М2 вируса гриппа А; ΔM2e – укороченный вариант M2e; КБ-M2e 
ВМАльт, КБ-ΔM2e ВМАльт – химерные КБ ВМАльт с эпитопом белка М2; ВПЧ – вирусоподобные частицы; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция; НТО – нетранслируемая область.

ВВЕдЕНИЕ
Использование растений с целью экспрессии и на-
копления чужеродных (целевых) белков (ЦБ), при-
меняемых в медицине, ветеринарии, сельском хозяй-
стве и промышленности, – одно из перспективных 
направлений биотехнологии. 

Преимущество растений перед клетками живот-
ных или микроорганизмов состоит в технологической 
простоте и возможности единовременного производ-
ства большого количества недорогого целевого про-
дукта, а отсутствие патогенов, общих для человека 
и растений, делает произведенные в растениях бел-

ки полностью безопасными. Наличие в растениях си-
стем посттрансляционных модификаций обычно обе-
спечивает формирование правильной конформации 
целевых белков при помощи дисульфидных связей 
и гликозилирования. 

Один из наиболее эффективных методов быстро-
го получения в растениях значительных количеств 
целевого белка основан на использовании автономно 
реплицирующихся рекомбинантных вирусных век-
торов. Высокая скорость репликации вирусных гено-
мов обеспечивает высокую копийность транскриптов 
чужеродных генов в цитоплазме инфицированных 
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клеток. Поэтому продуктивность вирусной систе-
мы экспрессии в среднем на два порядка выше, чем 
при стабильной трансформации растений или тран-
зиентной экспрессии с помощью невирусных векто-
ров [1, 2]. Наиболее широко используются вирусные 
векторы, созданные на основе РНК-содержащих ви-
русов растений (тобамо-, потекc-, комо-, бромо- и по-
тивирусов) [3].

Существуют две основные стратегии получения це-
левых белков при использовании вирусного вектора:

1) ген ЦБ под контролем вирусного промотора экс-
прессируется с образованием индивидуального бел-
ка. Это может быть выполнено на основе «стратегии 
добавления гена», когда ген ЦБ помещают под кон-
троль дуплицированного субгеномного промотора, 
например, гена белка оболочки [2, 4–6], или «стра-
тегии замены гена», когда вирусный ген (чаще все-
го ген белка оболочки или/и гены межклеточного 
транспорта) заменены геном ЦБ [7–11]. Такой под-
ход позволяет за короткое время накапливать целе-
вой белок в количествах, достигающих 10% и более 
от суммарного растворимого белка растений. Векторы 
на основе геномов фитовирусов успешно применяют-
ся для продукции в растениях белков медицинского 
назначения, в том числе вакцинных. Эту стратегию 
использовали для синтеза сердцевинного белка ви-
руса гепатита В (HBcAg) и капсидного белка калици-
вируса, способных формировать стабильные виру-
соподобные частицы, стимулирующие гуморальный 
и клеточный иммунные ответы [12, 13];

2) стратегия «слияния» нуклеотидной последова-
тельности гена ЦБ или его фрагмента с вирусным 
геном или его фрагментом. Чаще всего вирусный ген 
капсидного белка и ген ЦБ экспрессируются как еди-
ная рамка трансляции. Но существуют ограничения 
на допустимый размер добавленной чужеродной 
последовательности. Протяженные полипептиды, 
как правило, соединяют с основным белком через 
гибкий мостик, сайты протеолиза, через последова-
тельность пептида 2А вируса ящура или иным спо-
собом [14–17].

Изучение молекулярных механизмов активации 
адаптивного иммунного ответа свидетельствует 
о том, что скорее пептиды, нежели целые белки отве-
чают за активацию Т- и В-лимфоцитов [18]. Пептиды 
(как синтетические, так и рекомбинантные) неста-
бильны и обладают слабой антигенной активностью 
[19], однако усиление их иммуногенности и повы-
шение стабильности происходят после связывания 
с высокомолекулярными и высокоиммуногенными 
носителями [18]. 

Примером таких носителей могут быть капсидные 
белки (КБ) вирусов растений, способные формиро-
вать вирусные и/или вирусоподобные наночастицы 

и служить платформой для презентации эпитопов 
патогена. Подобные наночастицы имеют стабиль-
ную и регулярно повторяющуюся структуру, кото-
рая способствует индукции сильного как клеточного, 
так и гуморального иммунного ответа [20–23].

Используя данную стратегию экспрессии, созда-
ны вирусные векторы, продуцирующие в растениях 
вирусы с химерным КБ. На поверхности этих вирио-
нов были презентированы эпитопы антигенов золо-
тистого стафилококка, вирусов ящура, гепатита С, 
папилломы, полиомиелита, вируса иммунодефицита 
человека, вируса гриппа [24–33] и многих других (см. 
также обзоры [3, 34]). 

Но вирусные векторы на основе полноразмерных 
геномов, способных к системному транспорту и об-
разованию инфекционных вирусных частиц, небезо-
пасны для использования в биотехнологии. В процес-
се производства целевых белков нельзя исключить 
возможность попадания рекомбинантных вирусов 
в окружающую среду с последующим неконтролиру-
емым распространением генетического материала.

Капсидные белки некоторых вирусов животных 
и растений сохраняют способность формировать ста-
бильные капсиды, вирусоподобные частицы (ВПЧ) 
в отсутствие вирусного генома. Использование ВПЧ 
в качестве платформы для эффективной презента-
ции чужеродных для иммунной системы эпитопов 
[21, 35–37] может решить проблему биобезопасности 
производства вакцинных белков. В настоящее время 
особое внимание уделяется конструированию век-
торных систем, экспрессирующих капсидные белки, 
которые формируют ВПЧ, свободные от каких-либо 
примесей РНК. Считается, что только такие ВПЧ мо-
гут использоваться в биотехнологии и нанотехноло-
гии [38, 39].

Цель настоящей работы – создание системы ге-
нетически безопасных вирусных векторов на основе 
геномов потексвирусов для продукции в растениях 
ВПЧ, презентирующих на своей поверхности эпито-
пы патогена.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Среды, реактивы, ферменты и синтетические 
олигонуклеотиды 
В работе использовали Escherichia coli XL-1 Blue 
(«Stratagene», США) и Agrobacterium tumefa-
ciens GV3101 из коллекции кафедры вирусологии 
МГУ. Рекомбинантные ДНК клонировали в клет-
ках E. coli XL-1 Blue стандартными методами [40] 
с использованием рестрикционных эндонуклеаз, 
ДНК-лигазы, taq- и Pfu-полимераз («Fermentas», 
Литва и «СибЭнзим-М», Россия). Олигонуклеоти-
ды были синтезированы фирмой «Синтол» (Россия). 
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Для клонирования использовали следующие син-
тетические олигонуклеотиды: ВМАльт-КБ-XhoI-p 
(ctAGctcGAGAtGtccActccAtttcctcAA), 
ВМАльт-КБ-XbaI-m (cGtctAGAttActc-
cGGtGGtGGGAGGtAttGA), PVX-r-Avr2-p 
(tGcAcAGAttttcctAGGcAc), PVX-r-XhoI-
m (AGctctcGAGcttAttcAAAtctctAAGG-
tA), PVX-3ntr-XbaI-p (AGcttctAGActAcGtc-
t A c A  t A A c c G A c G c ) ,  O l i g o ( d t )

2 4
- K p n - m 

(AG ctGGtAccttttttttttttttttttttttt t), 
P V X - K p n - ( d t )

1 2
- 3 n t r - m  ( A G c t G G t A c c -

ttttttttttAtAttAttcAtAcAAtc), PVX-
Xba-cpxho-3ntr-p (AGtctctAGtcGAGGcGt-
tcAGGAAcA), ВМАльт-КБ-evetpirn-XbaI-m 
(cGtctAGAttAGtttctGAtGGtGtttcAc-
c c t c c G G t G G t G G G A G G t A ) ,  В М А л ь т -
К Б - M 2 e - m  ( t t t c c A c c t c t G t c A A G A G t -
GActccGGtGGtGGGAGGtA), M2e-XbaI-m 
(cGtctAGAttAGtcGGAtGAGtcGttGcAtct), 
M2e-p (tcActcttGAcAGAGGtGGAAAcAc-
cAAtcAGAAAcGAGtGGG), M2e-m (GtcGGAt-
GAGtcGttGcAtctGcAtccccActcGtttct-
GAtt). Правильность полученных конструкций 
подтверждали путем автоматического секвенирова-
ния препаратов плазмидных ДНК в фирме «ГеноТех-
нология» (Россия).

Векторные конструкции ХВК-КБ ВМАльт 
и ХВКdt-КБ ВМАльт 
Бинарные гибридные векторы получали в несколько 
стадий с использованием промежуточных конструк-
ций (ПК).

ПК 1 – Фрагмент плазмиды PVX-201, содержащий 
35S промотор, репликон ХВК с дуплицированным 
субгеномным промотором, но без терминатора транс-
крипции гена нопалинсинтазы (tnos-терминатор), 
по сайтам HindIII/ecorI был перенесен в бинарный 
вектор pBIn 19. 

ПК 2 – Ген капсидного белка ВМАльт получен 
методом ПЦР на матрице кДНК-копии 3'-концевой 
области геномной РНК ВМАльт с использованием 
пары праймеров ВМАльт-КБ-XhoI-p и ВМАльт-
КБ-XbaI-m и субклонирован в вектор cambia 6963 
по сайтам рестрикции XhoI/XbaI. 

ПК 3 – Для удобства клонирования сайт рестрик-
ции XbaI, фланкирующий субгеномный промотор 
белка 25 кДа ХВК, был заменен сайтом рестрикции 
XhoI. С этой целью фрагмент кДНК ХВК, кодиру-
ющий С-концевую область вирусной полимеразы, 
получен методом ПЦР на матрице PVX-201 с ис-
пользованием пары праймеров – PVX-r-Avr2-p 
и PVX-r-XhoI-m. Синтезированный фрагмент кло-
нировали по сайтам Avr2/XhoI в вектор pGeM3-
11369(polio)x2, содержащий субгеномный промотор 

гена белка 25 кДа, последовательность, кодирующую 
С-концевую часть полимеразы ХВК и КБ u1 вируса 
табачной мозаики (ВТМ) с удвоенным полиовирус-
ным эпитопом. Этой операцией из вектора pGeM3-
11369(polio)x2 была удалена последовательность гена 
капсидного белка u1 ВТМ и создан сайт рестрик-
ции XhoI на 3'-конце субгеномного промотора белка 
25 кДа. 

ПК 4 – Три варианта 3'-НТО получены с помощью 
ПЦР на матрице PVX-201 с использованием трех пар 
праймеров: PVX-3ntr-XbaI-p и Oligo(dt)24

-Kpn-m 
использовали для синтеза 3'-НТО ХВК (А)

24
; прай-

меры PVX-3ntr-XbaI-p и PVX-Kpn-(dt)
12

-3ntr-m – 
для синтеза 3'-НТО ХВК (А)

12
; праймеры PVX-Xba-

cpxho-3ntr-p и PVX-Kpn-(dt)
12

-3ntr-m – для синтеза 
3'-НТО ХВК p/cp (A)

12
. 

Синтезированные фрагменты ДНК, соответствую-
щие различным вариантам 3'-НТО, после расщепле-
ния рестриктазами XbaI/Kpn одновременно с геном 
КВ ВМАльт, предварительно выщепленным из ПК 2 
по сайтам XhoI/XbaI клонировали в плазмиду pBlue-
Script II SK+ по сайтам XhoI–(XbaI)–KpnI.

ПК 5 – Фрагмент ДНК, соответствующий КБ 
ВМАльт с прилегающей 3'-НТО, выщепляли 
из ПК 4 по сайтам рестрикции XhoI/KpnI и одно-
временно с фрагментом ДНК, соответствующим 
tnos-терминатору, и предварительно выщеплен-
ным по сайтам KpnI/SacI из содержащего tnos-
терминатор субклона pGeM, клонировали в ПК 3 
по сайтам XhoI–(KpnI)–SacI. 

На последнем этапе клонирования фрагмент ДНК 
из ПК 5 по сайтам XhoI/SacI или AvrI/SacI перено-
сили в ПК 1, предварительно обработанную рестрик-
тазами SalI/SacI или AvrI/SacI. 

Получение векторных конструкций, 
экспрессирующих химерные капсидные белки 
ВМАльт 
ПК 6 – Ген КБ ВМАльт, содержащий последова-
тельность, кодирующую ΔM2e-вариант, получен 
методом ПЦР на матрице кДНК-копии 3'-концевой 
области геномной РНК ВМАльт с использованием 
пары праймеров – ВМАльт-КБ-XhoI-p и ВМАльт-
КБ-evetpirn-XbaI-m, и субклонирован в вектор cam-
bia 6963 по сайтам рестрикции XhoI/XbaI. Ген КБ 
ВМАльт, кодирующий полноразмерный домен М2е 
получен методом ПЦР в три стадии с использова-
нием пары синтетических олигонуклеотидов М2Е-p 
и М2Е-m и двух пар праймеров – ВМАльт-КБ-
XhoI-p и ВМАльт-КБ-М2Е-m, и ВМАльт-КБ-XhoI-p 
и M2e-XbaI-m, и субклонирован в вектор cambia 
6963 по сайтам рестрикции XhoI/XbaI. 

ПК 7 – В ПК 5 по сайтам XhoI/XbaI последова-
тельность вирусного капсидного белка заменяли 
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на последовательности химерных капсидных белков 
из ПК 6.

На последнем этапе клонирования фрагменты 
ДНК из ПК 7 по сайтам XhoI/SacI или AvrI/SacI 
переносили в ПК 1, предварительно обработанную 
рестриктазами SalI/SacI или AvrI/SacI. 

Агроинъекция
Агробактерии A. tumefaciens (штамм GV3101) транс-
формировали рекомбинантными плазмидами, ис-
пользуя метод «замораживания-оттаивания» [41]. 
Агробактерии, содержащие рекомбинантные би-
нарные векторы, выращивали в течение ночи на ка-
чалке при 280С в среде LB, содержащей 50 мг/л 
рифампицина, 50 мг/л канамицина и 25 мг/л ген-
тамицина. Клетки осаждали центрифугировани-
ем при 4000 g в течение 5 мин и ресуспендировали 
в буфере для агроинъекции, содержащем 10 мM Mes 
(pH 5.5) и 10 мM MgSO

4
. Листья растений Nicotiana 

benthamiana инъецировали суспензией агробактерий 
(OD

600
 = 0.2) с помощью шприца без иглы. После агро-

инъекции растения выращивали под лампой дневно-
го света при 16-часовом световом дне и 220С. Для по-
давления посттранскрипционного умолкания генов 
агроинъекцию растений проводили в присутствии 
гена-супрессора р19 вируса кустистой карликовости 
томатов.

Анализ экспрессии капсидного белка ВМАльт 
при агроинъекции 
Высечки из агроинъецированных листьев N. ben-
thamiana гомогенизировали в трех–пяти объемах 
экстракционного буфера (10 мМ Трис, pH 8.0, со-
держащего 5 мМ eDТА). Полученную суспензию 
осветляли центрифугированием при 12000 g в те-
чение 15 мин. К супернатанту добавляли равный 
объем денатурирующего буфера для нанесения 
на полиакриламидный гель (ПААГ). Буфер для на-
несения проб на ПААГ содержит 60% глицерина, 
20% β-меркаптоэтанола, 10% додецилсульфата на-
трия, 250 мМ Трис-Hcl-буфера, pH 6.8 и 1% бром-
фенолового синего. Анализируемые пробы прогре-
вали при 950С в течение 15 мин и фракционировали 
с помощью электрофореза в 12% ПААГ по методу 
Лэммли [42] с последующим окрашиванием Кумасси 
r-250. Синтезированные в листьях N. benthamiana 
химерные капсидные вирусные белки идентифици-
ровали методом Вестерн-блотинга, как описано ранее 
[43], с использованием поликлональных антител к КБ 
ВМАльт и/или М2е-эпитопу и вторичных антител, 
конъюгированных с пероксидазой хрена («Sigma»). 
Продукты реакции визуализировали методом хе-
милюминесценции с использованием системы ecL 
(«Amersham Biosciences»).

Выделение капсидных белков ВМАльт 
из растительной ткани 
На шестые–восьмые сутки после заражения листо-
вой материал растирали до образования однородной 
суспензии в экстракционном буфере (10 мM Трис, 
pH 8.0, 5 мM eDТА). Полученную смесь центрифуги-
ровали при 12000 g в течение 15 мин и отбирали су-
пернатант, в котором содержались капсидные белки. 
Для полимеризации КБ ВМАльт и образования ВПЧ 
к супернатанту добавляли 0.5 M цитратный буфер, 
pH 4.0, до концентрации 25 мM и инкубировали в те-
чение 40 мин при комнатной температуре. Псевдо-
вирионы из растительного экстракта осаждали уль-
трацентрифугированием при 100 000 g в течение 120 
мин или полиэтиленгликолем (8% ПЭГ 6000, 2% nacl, 
25 мM цитратный буфер, рН 4.0). Осадки суспендиро-
вали в 25 мM цитратном буфере, рН 4.0, инкубирова-
ли в течение 40 мин для корректирующей полимери-
зации и осветляли центрифугированием при 12000 g 
в течение 15 мин. Полученные препараты химерных 
ВПЧ подвергали иммуноферментному и электронно-
микроскопическому анализу. 

Электронная микроскопия 
Образцы, приготовленные по стандартной методи-
ке негативного контрастирования с использованием 
1% раствора уранилацетата, просматривали на про-
свечивающем электронном микроскопе JeM-1011 
(«JeOL», Япония). Фотографировали при помощи 
цифровой камеры Gatan erlangshen eS500W, исполь-
зуя программу Gatan Digital Micrograph. × 250000.

РЕЗУЛьТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ

Гибридные вирусные векторы 
Х-вирус картофеля и вирус мозаики альтернантеры 
относятся к роду Potexvirus (потексвирусы) семейства 
Flexiviridae. Частицы типового ХВК представляют со-
бой гибкие нитевидные вирионы со спиральной струк-
турой длиной 515 и диаметром 13.5 нм. Около 1300 
идентичных субъединиц капсидного белка формиру-
ют полярную спираль ХВК с шагом 3.6 нм. Вирусная 
РНК заключена между витками этой спирали, каждый 
виток спирали включает 8–9 субъединиц КБ. Частицы 
имеют полый центральный осевой канал диаметром 
3 нм [44, 45]. Систему экспрессии на основе геномов по-
тексвирусов создавали с использованием популярного 
вектора PVX-201, содержащего полную кДНК-копию 
генома ХВК uK3, клонированную между 35S промото-
ром вируса мозаики цветной капусты (caMV) и tnos-
терминатором [4]. В качестве донора капсидного белка 
мы использовали ВМАльт, который серологически 
близок, но не идентичен вирусу мозаики папайи (ВМП) 
[46]. Отличие КБ ВМП от КБ типового представителя 
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потексвирусов – ХВК, состоит в его способности обра-
зовывать in vitro вирусоподобные частицы со спираль-
ным типом симметрии без участия РНК [47]. Данные 
электронно-микроскопического анализа препаратов 
КБ ВМАльт свидетельствуют, что капсидный белок 
ВМАльт также способен образовывать in vitro ВПЧ. 

На основе геномов ХВК и ВМАльт мы сконструи-
ровали два типа гибридных вирусных векторов: ХВК-
КБ ВМАльт (полногеномный вариант) и ХВКdt-КБ 
ВМАльт (репликон-мини-вариант). Геном ХВК-КБ 
ВМАльт находится под контролем 35S промотора 
и tnos-терминатора, содержит 5'- и 3'-нетранслиру-
емые области РНК ХВК, ген РНК-зависимой-РНК-
полимеразы ХВК, тройной блок генов транспорта 
ХВК. Ген КБ ВМАльт экспрессируется под контролем 
субгеномного промотора КБ ХВК. Геном ХВКdt-КБ 
ВМАльт также находится под контролем 35S промо-
тора и tnos-терминатора, содержит 5'- и 3'-нетранс-
лируемые области РНК ХВК, ген РНК-зависимой-
РНК-полимеразы ХВК, но в нем отсутствуют гены 
транспорта, как и в конструкции, описанной в рабо-
те [10]. В вирусных векторах ХВКdt-КБ ВМАльт ген 
капсидного белка ВМАльт находится под контролем 
субгеномного промотора белка 25 кДа ХВК.

Известно, что для эффективного синтеза целе-
вого белка вирусный вектор должен содержать 
определенный набор цис-действующих элементов 
в 3'-нетранслируемой области, которые определя-
ют сродство к репликазе, облегчают транскрипцию 
и трансляцию, обеспечивая максимальный уровень 
экспрессии чужеродных генов. Так как в гибридных 
вирусных векторах 3'-концевой ген КБ ХВК заменен 
геном КБ ВМАльт, при конструировании векторов 
мы использовали три модельных варианта 3'-НТО: 
3'-НТО ХВК (А)24

; 3'-НТО ХВК (А)
12 

и 3'-НТО ХВК 
p/cp (A)

12
. 3'-НТО ХВК (А)

12
 соответствует 3'-конце-

вой области полноразмерной инфекционной кДНК-
копии генома ХВК (PVX-201). В 3'-НТО ХВК (А)

24 

отсутствует последовательность AtAAAt, но поли-
(А)-тракт увеличен с 12 до 24 А. 3'-НТО ХВК p/cp 
(A)

12 
имеет соответствующий PVX-201 поли-(А)-

тракт, но с 5'-конца 3'-НТО увеличена на 60 нукле-
отидов за счет прилегающего к НТО 3'-концевого 
фрагмента гена КБ ХВК. 

Таким образом, на первом этапе на основе ге-
нома ХВК мы сконструировали два типа гибрид-
ных вирусных векторов (рис. 1), ХВК-КБ ВМАльт 
и мини-вектор-репликон ХВКdt-КБ ВМАльт с тремя 

ХВК-КБ ВМАльт

RB

35S     5'NTR

35S     5'NTR

35S     5'NTR

RDRP                     TGB1       TGB3      AltMV CP  M2e

RDRP                      TGB1       TGB3     AltMV CP  

RDRP                     TGB1       TGB3      AltMV CP  ΔM2e

SGP1                        SGP3

SGP1                        SGP3

SGP1                      SGP3

TGB2

TGB2

TGB2

SGP2

3'NTR   Tnos

LB

LB

LB

ХВК-КБ-М2е ВМАльт

RB

RB

3'NTR  Tnos

3'NTR  Tnos

SGP2

SGP2

ХВК-КБ-ΔМ2е ВМАльт

ХВКdt-КБ ВМАльт,

RB

RB

RB

LB
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LB

35S     5'NTR

SGP1

RDRP                   AltMV CP        
3'NTR   Tnos

ХВКdt-КБ-М2е ВМАльт

35S    5'NTR
RDRP                  AltMV CP   M2e     

3'NTR  Tnos

SGP1

SGP1

ХВКdt-КБ-ΔМ2е ВМАльт

35S     5'NTR
 RDRP                 AltMV CP    ΔM2e   

3'NTR  Tnos

Рис. 1. Схемы гибридных векторов, сконструированных на основе геномов потексвирусов – ХВК и ВМАльт. RDRP 
(RNA dependent RNA polymerase) – ген вирусной РНК-зависимой-РНК-полимеразы; TGB1, TGB2, TGB3 (triple 
genes block) – тройной блок генов (25, 12 и 8 кДa); SGP (subgenomic promoter) – промоторы субгеномных РНК, 
обозначены стрелками; AltMV CP (Alternanthera mosaic virus capsid protein) – ген капсидного белка ВМАльт; 
М2e, N-концевой эктодомен белка М2 вируса гриппа А; ΔМ2e, укороченный вариант М2е; 35S (promoter for the 
35S RNA of CaMV) – промотор 35S РНК вируса мозаики цветной капусты; Tnos (terminator of nopaline synthase) – 
терминатор транскрипции гена нопалинсинтазы; NTR (non-translatable region) – нетранслируемая область; LB (left 
border) и RB (right border) – левая и правая границы Т-ДНК. Исходный полногеномный вектор ХВК-КБ ВМАльт 
и укороченный вектор-репликон ХВКdt-КБ ВМАльт содержали фрагменты ДНК, кодирующие полноразмерный 
нативный КБ ВМАльт. Полногеномные химерные векторы (ХВК-КБ-M2e ВМАльт, ХВК-КБ-ΔМ2e ВМАльт) и хи-
мерные векторы-репликоны (ХВКdt-КБ-M2e ВМАльт, ХВКdt-КБ-ΔМ2e ВМАльт) кодировали химерные белки 
оболочки: КБ-M2e ВМАльт и КБ-ΔМ2e ВМАльт. Перечисленные конструкции клонировали в бинарный вектор 
для доставки в листья растений методом агробактериальной инъекции.
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вариантами 3'-НТО каждый. Все конструкции клони-
ровали в бинарный вектор pBIn19 для последующего 
инфицирования растений N. benthamiana с помощью 
агробактерий. 

Репликация гибридных вирусных векторов 
в листьях растений N. benthamiana 
Эффективность экспрессии гена КБ ВМАльт раз-
личными векторами определяли по накоплению 
капсидного белка в листьях растений N. benthami-
ana на 6–8 день после агроинъекции. Необходимо 
отметить, что во всех рассмотренных конструкциях 
репликация гибридного вирусного вектора ХВК-КБ 
ВМАльт в растениях N. benthamiana приводила к на-
коплению КБ ВМАльт примерно в тех же количе-
ствах, как и КБ ХВК при механической инокуляции 
растений вирусом (более 1 мг на 1 г зеленой массы). 
ВМАльт обычно накапливается в растениях в более 
низких концентрациях (около 340 мкг на 1 г зеленой 
массы). 

Мы не обнаружили различий в эффективности 
продукции КБ при использовании различных вари-
антов 3'-НТО. Удаление 3'-концевого 60-нуклеотид-
ного фрагмента гена КБ ХВК не снижало уровня КБ 
ВМАльт, в отличие от данных, приведенных в работе 
[10]. Можно предположить, что имеющейся гомологии 
между 3'-концевыми областями генов КБ ХВК и КБ 
ВМАльт достаточно для эффективной работы поли-
меразы ХВК. Аналогичные результаты, а именно от-

сутствие преимуществ у какого-либо из вариантов 
3'-НТО и сходный уровень накопления рекомбинант-
ного КБ ВМАльт, получены и при репликации вирус-
ных векторов ХВКdt-КБ ВМАльт (рис. 2А). В даль-
нейшем мы использовали векторные конструкции 
только с одним вариантом 3'-НТО – с 3'-НТО ХВК 
(А)12 

(рис. 1).
По накоплению рекомбинантного капсидного белка 

ВМАльт в листьях растений N. benthamiana на 6–8 
день после агроинокуляции в присутствии гена-
супрессора умолкания генов (гена белка р19 виру-
са кустистой карликовости томатов) мини-векторы 
ХВКdt-КБ ВМАльт не превосходили векторы ХВК-
КБ ВМАльт (рис. 2А).

Известно, что функция межклеточного и систем-
ного транспорта ХВК в растениях контролируется 
четырьмя генами, включая тройной блок генов (tGB) 
и КБ [4]. В «системных», не агроинъецированных 
листьях растений N. benthamiana, агроинокулиро-
ванных гибридными вирусными векторами ХВК-КБ 
ВМАльт на 16–20 день мы не обнаружили рекомби-
нантного КБ ВМАльт (рис. 2Б). Таким образом, за-
мена гена КБ ХВК в рекомбинантных гибридных 
вирусных векторах на ген КБ ВМАльт приводит к на-
рушению системного транспорта гибридного вируса. 

Электронно-микроскопический анализ экстрактов 
листьев растений N. benthamiana, агроинокулиро-
ванных гибридными вирусными векторами ХВК-КБ 
ВМАльт и ХВКdt-КБ ВМАльт, показал, что реком-

Рис. 2. Накопление капсидного белка ВМАльт в листьях n. benthamiana после агроинъекции векторами ХВК-
КБ ВМАльт и ХВКdt-КБ ВМАльт с различными 3'-НТО (1 и 1dt, 3'-НТО ХВК (А)

24
; 2 и 2dt, 3'-НТО ХВК p/cp (A)

12
; 

3 и 3dt, 3'-НТО ХВК (А)
12

). 12% гель (ДСН-ПААГ), окрашенный Кумасси. На гель нанесены экстракты раство-
римого белка, соответствующие 2.5 мг растительного материала; К+, КБ ВМАльт – 0.5 мкг; К- – неинокулиро-
ванный лист (отрицательный контроль); маркеры подвижности белков обозначены М. А – Агроинъецированные 
листья, 8-й день после агроинъекции; Б – верхние системные листья, 16-й (1, 2, 3) и 20-й (1', 2', 3') дни соответ-
ственно после агроинъекции нижних листьев.
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бинантный капсидный белок ВМАльт способен фор-
мировать протяженные вирусоподобные частицы 
(см. далее), которые можно использовать в качестве 
платформы для презентации чужеродных эпитопов. 
Спектр УФ-поглощения в диапазоне 225–339 нм пре-
парата ВПЧ КБ ВМАльт, выделенного из раститель-
ного экстракта, свидетельствует об отсутствии в нем 
РНК (данные не приведены).

Необходимо отметить, что ВПЧ со спиральным ти-
пом симметрии при использовании в качестве плат-
формы для презентации эпитопов патогена имеют 
некоторое преимущество перед ВПЧ с икосаэдриче-
ским типом симметрии: большее число субъединиц 
в ВПЧ и соответственно возможность презентации 
химерными КБ в ВПЧ значительно большего числа 
эпитопов патогена.

Конструирование гибридных вирусных векторов, 
экспрессирующих химерные капсидные белки 
ВМАльт 
В качестве модельного чужеродного пептида при соз-
дании химерного КБ ВМАльт мы использовали 
n-концевой домен белка М2 (М2е) вируса гриппа 
А и его укороченный вариант (ΔM2e), ответственные 
за индукцию протективного иммунного ответа [48]. 
Матриксный (М2) белок вируса гриппа А считается 

перспективным кандидатом для создания противови-
русной вакцины, так как аминокислотная последова-
тельность эктодомена этого белка (М2е) высококон-
сервативна и практически не изменилась с момента 
первого выделения в 1933 г. вируса гриппа А чело-
века [49]. На основании компьютерного анализа 55 
изолятов вируса гриппа А человека предложена кон-
сенсусная синтетическая аминокислотная последо-
вательность эктодомена белка М2 [50].

Так как конформационная структура КБ ВМАльт 
в настоящее время не известна, поиск оптимального 
сайта инсерции, который, с одной стороны, обеспе-
чивает презентацию гетерологичного эпитопа на по-
верхности капсидного белка, а с другой, минимально 
влияет на конформацию КБ и не препятствует фор-
мированию полимерных структур, проводили с ис-
пользованием пакета программ DnAStar. В резуль-
тате выбрали С-концевую локализацию М2е-эпитопа 
и ΔM2e-варианта в составе химерного КБ ВМАльт. 
Нуклеотидная последовательность М2е-эпитопа 
и ΔM2e-варианта была сконструирована на основе 
соответствующей консенсусной аминокислотной по-
следовательности n-концевого домена белка М2 ви-
руса гриппа А с использованием синонимических ко-
донов, наиболее часто встречающихся в геноме ХВК 
и капсидного белка ВМАльт. 
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Рис. 3. Накопление КБ ВМАльт и химерных капсидных белков ВМАльт в листьях n. benthamiana на шестой день 
после агроинъекции векторами ХВК-КБ ВМАльт (1) и ХВКdt-КБ ВМАльт (1а), ХВК-КБ-M2e ВМАльт (2) и ХВКdt-
КБ-M2e ВМАльт (2а), ХВК-КБ-ΔM2e ВМАльт (3) и ХВКdt-КБ-ΔM2e ВМАльт (3а); А – 12% гель (ДСН-ПААГ), 
окрашенный Кумасси. На гель нанесены экстракты растворимого белка, соответствующие 1.5 мг растительного 
материала; К- – отрицательный контроль; Б – Вестерн-блот-анализ экстрактов растворимых белков из листьев, 
агроинокулированных вирусными векторами, с использованием мышиных поликлональных антител к КБ ВМАльт. 
Маркеры подвижности белков – М. Стрелкой отмечено положение КБ ВМАльт.
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Методом ПЦР получены гены химерных КБ 
ВМАльт, кодирующие полноразмерный экто-
домен белка М2 (23 аминокислотных остатка, 
М2е-эпитоп), SLLteVetPIrneWGcrcnDSSD, 
и укороченный вариант, ΔМ2е (8 аминокислот-
ных остатков, eVetPIrn), слитые с С-концом КБ 
(КБ-М2е ВМАльт и КБ-ΔМ2е ВМАльт). При помо-
щи клонирования в гибридных вирусных векторах 
ХВК-КБ ВМАльт и ХВКdt-КБ ВМАльт последо-
вательности вирусного капсидного белка заменяли 
последовательностями химерных капсидных бел-
ков.

Таким образом, на основе генома ХВК нами скон-
струированы четыре гибридных вирусных векто-
ра, содержащие гены химерных капсидных бел-
ков ВМАльт (рис. 1): ХВК-КБ-M2e ВМАльт и его 
мини-вариант ХВКdt-КБ-M2e ВМАльт; ХВК-КБ-
ΔМ2e ВМАльт и его мини-вариант ХВКdt-КБ-ΔМ2e 
ВМАльт. Этими конструкциями трансформировали 
компетентные клетки агробактерий для инфициро-
вания растений N. benthamiana. 

Экспрессия химерных капсидных белков ВМАльт 
в листьях растений N. benthamiana 
Гибридные вирусные векторы на основе генома 
ХВК, кодирующие гены химерных капсидных бел-
ков ВМАльт (КБ-М2е и КБ-ΔМ2e), агроинъециро-
вали в листья растений N. benthamiana. На шестые–
восьмые сутки после агроинъекции синтез химерных 
белков оценивали количественно фракционировани-
ем растворимых белков в ПААГ и окраской Кумас-
си (рис. 3А). Химерные капсидные вирусные бел-
ки идентифицировали методом Вестерн-блотинга 
с поликлональными антителами к КБ ВМАльт 
или к М2е-эпитопу (рис. 3Б). Как и в случае КБ 
ВМАльт, мы не обнаружили различий в накоплении 
химерных капсидных белков при репликации полно-
размерного гибридного вирусного вектора или его 
мини-варианта. Продукция КБ-М2е и КБ-ΔМ2e за-
висела от индивидуальных особенностей растения, 
ярусности листа, условий сезонности. Тем не менее, 
из электрофореграмм, представленных на рис. 3, 
следует, что уровень накопления химерных капсид-
ных белков ВМАльт (КБ-М2е и КБ-ΔМ2e) в листьях 

Рис. 4. Анализ препаратов ВПЧ, образованных КБ ВМАльт и химерным капсидным белком ВМАльт с эпитопами 
белка M2 вируса гриппа А. Препараты ВПЧ выделены из растительного экстракта листьев растений n. bentha-
miana преципитацией полиэтиленгликолем (1) или дифференциальным центрифугированием (2). А – Электро-
форетический анализ препаратов ВПЧ, выделенных дифференциальным центрифугированием. 12% гель (ДСН-
ПААГ), окрашенный Кумасси. Б – Вестерн-блот-анализ препаратов ВПЧ с использованием поликлональных 
антител к КБ ВМАльт. В – Вестерн-блот-анализ препаратов ВПЧ с использованием поликлональных антител 
к М2е-эпитопу. ДГФР-М2е – рекомбинантный белок (ген дигидрофолатредуктазы слит с нуклеотидной последо-
вательностью М2е-эпитопа), который использовали в качестве иммуногена для получения антител к М2е-эпитопу 
вируса гриппа А; положительный контроль на М2е-эпитоп.

кДа

130 

72 

55 

43 

34 

26  

17 

М К
Б

 В
М

А
ль

т

К
Б

-М
2е

 В
М

А
ль

т

К
Б

-Δ
М

2е
 В

М
А

ль
т 

А Б В

К
Б

 В
М

А
ль

т

К
Б

 В
М

А
ль

т 
К

Б

К
Б

-М
2е

 В
М

А
ль

т

К
Б

-М
2е

 В
М

А
ль

т

К
Б

-Δ
М

2е
 В

М
А

ль
т

К
Б

-Δ
М

2е
 В

М
А

ль
т 

1  2  1  2  1  2 1  1  1  2  2  2

К
Б

-Δ
М

2е
 В

М
А

ль
т

К
Б

-М
2е

 В
М

А
ль

т

К
Б

 В
М

А
ль

т

К
Б

-Δ
М

2е
 В

М
А

ль
т

К
Б

-М
2е

 В
М

А
ль

т

К
Б

 В
М

А
ль

т

Д
ГФ

Р-
М

2е



84 | ActA nAturAe | ТОМ 3  № 4 (11)  2011

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

растений сравним с уровнем рекомбинантного КБ 
ВМАльт и составляет более 1 мг (в некоторых опытах 
до 3 мг) на 1 г зеленой массы. 

Химерные капсидные белки ВМАльт с М2е-
эпитопом и ΔМ2e-вариантом, так же как и исходный 
капсидный белок ВМАльт, формируют протяжен-
ные вирусоподобные частицы при снижении pH 
до 4.0–4.9 в условиях низкой ионной силы раствора. 
Препарат химерных ВПЧ можно выделить из расти-
тельного экстракта дифференциальным центрифу-
гированием или преципитацией полиэтиленгликолем. 
На рис. 4 и рис. 5 представлены результаты электро-
форетического, иммуноферментного и электронно-
микроскопического анализов препаратов химерных 
ВПЧ. Как следует из приведенных данных, в про-
цессе накопления, полимеризации и выделения 
эпитопы белка М2 вируса гриппа А не элимини-
руются, что свидетельствует о стабильности хи-
мерного КБ ВМАльт при С-концевой локализации 
чужеродного эпитопа. Тот факт, что чужеродный 
эпитоп при С-концевой локализации не препятству-
ет полимеризации химерного КБ ВМАльт, указывает 
на различия в конформации С-концевых областей КБ 
ВМАльт и ХВК [51]. 

ВЫВОдЫ
Цель нашей работы состояла в создании систе-
мы презентации гетерологичных эпитопов (эпи-
топов патогена) на поверхности вирусоподобных 
частиц, образованных капсидным белком фитовиру-
са. На основе генома ХВК и гена КБ ВМАльт скон-
струированы гибридные вирусные векторы ХВК-КБ 
ВМАльт и ХВКdt-КБ ВМАльт, обладающие рядом 
преимуществ по сравнению с исходными вирусами, 
ХВК и ВМАльт:

1) уровень накопления рекомбинантного капсид-
ного белка ВМАльт при агроинъекции листьев рас-
тений N. benthamiana гибридными вирусными век-
торами достигает 1 мг/г растительного материала, 
что значительно превышает накопление при механи-
ческой инокуляции природного хозяина;

2) замена гена КБ ХВК в гибридных вирусных век-
торах на ген КБ ВМАльт приводит к подавлению си-
стемного транспорта гибридного вируса и нарушению 
формирования вирусных частиц; 

3) способность формировать ВПЧ обеспечивает-
ся особенностью капсидного белка ВМАльт, КБ ХВК 
не обладает способностью образовывать ВПЧ.

Представленные результаты указывают на воз-
можность применения вирусных векторов ХВК-
КБ ВМАльт и ХВКdt-КБ ВМАльт в биотехнологии 
для продукции вакцинных белков в растениях. Кап-
сидный белок ВМАльт, накапливающийся в высо-
ких концентрациях и формирующий в отсутствие 

 КБ-ΔМ2е ВМАльт

КБ-М2е ВМАльт

100 нм

100 нм

100 нм

КБ ВМАльт

Рис. 5. Электронно-микроскопический анализ пре-
паратов ВПЧ, выделенных из растительного экстрак-
та листьев растений n. benthamiana, образованных 
КБ ВМАльт, КВ-ΔM2e ВМАльт и КБ-М2е ВМАльт. 
Негативное контрастирование 1% раствором уранила-
цетата; × 250000.
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геномной РНК вирусоподобные наночастицы, может 
служить платформой для эффективной презента-
ции на поверхности ВПЧ эпитопов инфекционных 
агентов человека и животных. Химерные капсидные 
белки ВМАльт с модельными гетерологичными пеп-
тидами, эпитопами белка M2 вируса гриппа А, так-
же способны формировать стабильные ВПЧ. Система 
экспрессии на основе гибридных вирусных векторов 
ХВК-КБ ВМАльт и ХВКdt-КБ ВМАльт является ге-
нетически безопасной; использование этой векторной 
системы позволяет избежать самопроизвольного вер-
тикального и горизонтального заражения растений, 
неконтролируемого распространения генетического 
материала в окружающей среде. 
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Активация TLR2-зависимого 
сигнального пути в клетках WEHI-3B 
миеломоноцитарного лейкоза мышей 
приводит к подавлению развития в них 
апоптоза и к стимуляции прогрессии 
опухоли в условиях in vivo
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РЕФЕРАТ Толл-подобные рецепторы (TLR) являются главными компонентами системы врожденного им-
мунитета, которые выполняют важные функции в формировании реакций иммунной защиты организма 
против развивающейся бактериальной или вирусной инфекции. Связывание TLR с собственными ли-
гандами приводит к активации ряда адапторных белков и протеинкиназ, которые участвуют в индукции 
ключевых провоспалительных факторов. В итоге такой индукции развивается как врожденный иммунный 
ответ, обусловленный усилением экспрессии ряда провоспалительных цитокинов, антибактериальных 
белков, так и приобретенный иммунный ответ через созревание дендритных клеток, презентации антиге-
нов и т.д. Благодаря своей способности усиливать специфические и неспецифические иммунные реакции 
агонисты Толл-подобных рецепторов нашли применение не только в терапии инфекционных заболеваний, 
но и в химиотерапии различных злокачественных новообразований. Однако различные агонисты TLR 
могут обладать как противоопухолевым действием (липополисахарид, имиквимод, CpG), так и, напротив, 
в определенных условиях повышать устойчивость опухолевых клеток к апоптозу и стимулировать их про-
лиферацию (липополисахарид, липопептид). Нами показано, что активация TLR2-зависимого сигнального 
пути в клетках миеломоноцитарного лейкоза мышей WEHI-3B при добавлении агониста TLR2 – синте-
тического липопептида Pam2CSK4, или инфицировании опухолевых клеток Mycoplasma arginini приво-
дит к конститутивной активации в них фактора транскрипции NF-kB, подавлению развития апоптоза, 
а также к усилению прогрессии миеломоноцитарного лейкоза в условиях in vivo. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Толл-подобный рецептор 2, синтетический диациллипопептид Pam2CSK4, миеломоно-
цитарный лейкоз мыши WEHI-3B, фактор транскрипции NF-kB, апоптоз, прогрессия опухолей. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ TLR2 – Толл-подобный рецептор типа 2; NF-kB – ядерный фактор транскрипции 
kB; PAMP – патоген-ассоциированные молекулярные паттерны; DAMP – молекулярные паттерны, ассо-
циированные с повреждением; оцРНК – одноцепочечная рибонуклеиновая кислота; ОТ-ПЦР – обратная 
транскрипция с последующей полимеразной цепной реакцией; TNFα – фактор некроза опухолей α; IL – ин-
терлейкин; MCP1 – фактор хемотаксиса моноцитов 1.

ВВЕдЕНИЕ
Как известно, Толл-подобные рецепторы (tLr) – это 
основные компоненты системы врожденного имму-
нитета, участвующие в распознавании консерватив-
ных молекулярных структур различных патогенов 
(PAMP), а также молекул, ассоциированных с по-

вреждением (DAMP) [1, 2]. При этом взаимодействие 
бактериальных структур или DAMP со специфиче-
скими Толл-подобными рецепторами инициирует 
развитие реакций как врожденного, так и приобре-
тенного иммунного ответа, приводя в конечном итоге 
к элиминации возбудителя из организма [3, 4]. 
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В настоящее время известно 13 Толл-подобных ре-
цепторов человека (tLr1–13), большинство из кото-
рых представлены на поверхности различных клеток 
иммунной системы (макрофаги, дендритные и тучные 
клетки, нейтрофилы, В- и Т-клетки, натуральные 
киллеры), а также на таких неиммунных клетках, 
как фибробласты, эпителиальные клетки, кератино-
циты и т.д. [5–7]. Взаимодействие Толл-подобных ре-
цепторов со специфическими лигандами инициирует 
каскад сигналов, берущих начало от цитоплазмати-
ческих tIr-доменов tLr [8]. Сигнал от tIr-домена 
через адапторные молекулы MyD88 (myeloid differ-
entiation factor 88), tIrAP (tIr-доменсодержащие 
адапторы), tIcAM1 (trIF), tIcAM2 (tIr-containing 
adaptеr molecule) передается на соответствующие 
киназы (tAK, IKK, tBK, MAPK, JnKs, p38, er K, 
Akt и др.), которые дифференциально активируют 
факторы транскрипции (nF-kB, AP-1 и IrF), от-
ветственные за экспрессию различных провоспали-
тельных и антимикробных факторов (IL-6, IL-8, tnF, 
IL-1β) и активацию антигенпредставляющих клеток 
[7, 9].

Показано, что Толл-подобные рецепторы играют 
центральную роль в регуляции адаптивного иммун-
ного ответа. Так, tLr-зависимая активация антиген-
представляющих дендритных клеток является опре-
деляющим моментом в нескольких принципиальных 
для развития адаптивного иммунитета процессах: 
активации зрелых t-клеток; процессинга и презен-
тации микробных антигенов; повышении экспрессии 
костимуляторных молекул (СD80, cD86), необходи-
мых для активации наивных cD4+-t-клеток; пода-
влении регуляторных t-клеток посредством продук-
ции IL-6 [8, 10]. Известно также, что tLr-зависимая 
активация важна для созревания В-клеток во время 
инфекции [11]. Таким образом, ТLr выполняют в ор-
ганизме важную роль, которая заключается в разви-
тии воспалительных реакций (активации врожден-
ного иммунитета) в ответ на попадание в организм 
самых разных патогенов (простейших, грибов, бак-
терий, вирусов) [12]. 

В настоящее время широко обсуждается влияние 
экспрессии и активации Толл-подобных рецепторов 
на прогрессию опухолей. Показано, что в зависимости 
от различных факторов (типа tLr и лиганда, типа 
опухоли, способа введения, концентрации лигандов) 
Толл-подобные рецепторы могут оказывать на опу-
холевые клетки двойственный эффект [13]. Показано, 
что tLr способны активировать противоопухолевый 
иммунитет [14, 15]. Сейчас проводятся клинические 
испытания многих агонистов ТLr в качестве про-
тивоопухолевых средств. Так, природные (оцРНК) 
и синтетические (имиквимод) агонисты ТLr7 и -8 
показали высокую активность в отношении хрони-

ческого лимфоцитарного лейкоза и опухолей кожи 
[16]. Лиганд tLr9 – cpG, способен подавлять рост 
лимфом, опухолей головного мозга, почек, кожи [14]. 
А лиганд tLr3 – poly(Ic), обладает проапоптотиче-
ским действием не только в отношении опухолевых 
клеток, но и клеток, окружающих опухоль (напри-
мер, эндотелиальных).

Однако, несмотря на данные о противоопухоле-
вой активности агонистов tLr, в последнее время 
появляется большое число публикаций, показыва-
ющих, что лиганды tLr способны стимулировать 
прогрессию опухолей различного типа [15–17]. Из-
вестно, что уровень ТLr повышен в клетках раз-
личных опухолей, а у мышей с нокаутом генов ТLR 
снижена частота образования индуцируемых опу-
холей [18]. Более того, повышение экспрессии ТLr 
на поверхности клеток опухолей предстательной 
железы или опухолей головы и шеи может стиму-
лировать пролиферацию этих клеток [19, 20]. Huang 
и соавт. [20] показали, что Listeria monocytogenes об-
ладает прямым опухолестимулирующим действи-
ем, связанным со способностью активировать tLr2-
зависимые сигнальные пути в клетках рака яичника. 
Более того, tLr2-зависимая активация nF-kB, вы-
званная L. monocytogenes, повышала устойчивость 
опухолевых клеток к действию химиотерапевтиче-
ских средств [16]. Взаимосвязь tLr2 с прогрессией 
опухолей подтверждена в работе Karin и соавт. [21], 
в которой доказана ключевая роль этого рецептора 
в метастазировании рака легкого.

Таким образом, двойственный эффект tLr гово-
рит о его более сложной функциональной роли в био-
логии опухоли и требует системного изучения на раз-
личных моделях.

В нашей работе проведен анализ экспрессии tLr2 
в различных опухолевых линиях. На модели миело-
моноцитарного лейкоза мышей (WeHI-3B) показано, 
что активация tLr2-зависимого сигнального пути 
в результате добавления синтетического диацилли-
попептида Pam2cSK4 приводит к подавлению апоп-
тоза, а также к усилению опухолевого роста в усло-
виях in vivo. При этом подобный эффект наблюдался 
и при заражении клеток WeHI-3B Mycoplasma argi-
nini. Нами установлено, что микоплазменная инфек-
ция или добавление к клеткам WeHI-3B агониста 
tLr2 – диациллипопептида Pam2cSK4, приводит 
к tLr2-зависимой активации фактора транскрипции 
nF-kB в опухолевых клетках и к подавлению раз-
вития апоптоза, вызванного действием различных 
противоопухолевых средств. Более того, на модели 
миеломоноцитарного лейкоза мышей in vivo нами по-
казано, что внутримышечное введение Pam2cSK4 
приводило к повышению устойчивости опухоли 
к действию 5-фторурацила, усилению опухолевого 
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роста и к сокращению продолжительности жизни 
мышей. Анализ механизма описанного эффекта аго-
ниста tLr2 на клетки WeHI-3B показал, что клю-
чевую роль в стимуляции прогрессии опухоли игра-
ет активация фактора nF-kB, а также стимуляция 
секреции ряда провоспалительных цитокинов, яв-
ляющихся факторами роста и прогрессии опухолей 
миеломоноцитарного происхождения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Клеточные линии
Экспрессию tLr2 анализировали в клетках миело-
моноцитарного лейкоза мышей WeHI-3B, в транс-
формированных макрофагах мыши В10М, фибробла-
стах мыши L929, в клетках моноцитарной лимфомы 
человека u937, в клетках рака легкого человека ли-
ний A549 и H460, клетках H1299 немелкоклеточного 
рака легкого человека, Hct116 рака толстой кишки 
человека и McF-7 – рака молочной железы человека. 
Активность nF-kB, каспаз-3/7, жизнеспособность, 
уровень трансмембранного митохондриального по-
тенциала, скорость пролиферации анализировали 
в клетках WeHI-3B.

Клетки WeHI-3B культивировали в среде rPMI 
с добавлением 10 об.% фетальной бычьей сыво-
ротки (кат. номер SV30160.03, «Hyclone», США), 
1 мг/мл глутамина (кат. номер. Ф032, «ПанЭко», Рос-
сия), 50 Ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептоми-
цина (кат. номер А065, «ПанЭко», Россия) при 37°С, 
в атмосфере 5% СО2

. Клетки рассевали в отношении 
1 : 6 на вторые сутки.

Бактериальные штаммы
В работе использовали штамм микоплазмы Myco-
plasma arginini, любезно предоставленный И.В. Ра-
ковской (лаборатория микоплазм и Л-форм бактерий 
ГУНИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН).

Реактивы
В работе использовали синтетический диациллипо-
пептид Pam2cSK4 («Invivogen», США). Концентра-
цию хемокинов и цитокинов определяли с исполь-
зованием набора для проточной цитофлуориметрии 
Flowcytomix BenderMedsystems (Австрия).

Реакция обратной транскрипции
Экспрессию генов TLR2 в различных линиях клеток 
человека/мыши определяли методом ОТ-ПЦР. Сум-
марную РНК выделяли с помощью реагента trIZOL 
(«Invitrogen»). Реакцию обратной транскрипции 
проводили с использованием набора реагентов rt 
System («Promega»). кДНК генов TLR2 и GAPDH 
человека/мыши амплифицировали методом ПЦР 

с использованием следующих праймеров: ген TLR2 
мыши – прямой праймер 5'-gtttccttctgaccaggatc-3', 
обратный праймер 5'-gaataaaaggcgtctccctc-3'; ген 
TLR2 человека – прямой праймер 5'-acctgtgt-
gactctccatcc-3', обратный праймер 5'-gcagcatcattgt-
tctcttc-3'; ген GAPDH человека – прямой праймер 
5'-tctagacggcaggtcaggtccacc-3', обратный праймер 
5'-ccacccatggcaaattccatggca-3'; ген GAPDH мыши – 
прямой праймер 5'-gcatcttcttgtgcagtgcc-3', обратный 
праймер 5'-tcacacccatcacaaacatg-3'.

Измерение активности β-галактозидазы
Через 24 ч после добавления исследуемых пре-
паратов к клеткам культуральную среду удаля-
ли и добавляли лизирующий буфер с субстра-
том для β-галактозидазы (1 мМ Mgcl2

; 0.25 M 
Трис-Hcl pH 7.4; 0.02% nP40; 2 г/л о-нитрофенил-
β-D-галактопиранозид (кат. номер 102473, «MP 
Biomedicals», США)). Активность β-галактозидазы 
определяли спектрофотометрически (414 нм) 
по превращению субстрата – о-нитрофенил-β-
D-галактопиранозида, в окрашенный продукт 
о-нитрофенол.

Анализ жизнеспособности клеток
Выживаемость клеток оценивали по соотношению 
(%) интенсивности окраски метиленовым синим кле-
ток, обработанных цисплатином, таксолом, фторура-
цилом в различных концентрациях, и контрольных 
необработанных клеток (метиленовый синий экстра-
гировали 0.1% SDS, его количество определяли спек-
трофотометрически).

Измерение активности каспаз-3/7
Уровень каспаз-3/7 измеряли, используя специ-
фичный для каспазы-7 флуорогенный субстрат 
Ac-DeVD-AMc (30 мкM в лизирующем буфере 
рН 7.0, содержащем 10 мM HePeS, 0.4 мM eDtA, 
0.1% cHAPS, 2% глицерин, 2 мM Dtt). После 16 ч 
инкубации клеток с препаратами, индуцирующими 
апоптоз, измеряли флуоресценцию в точке 0 и спустя 
6 ч после добавления субстрата, используя мульти-
волновой спектрофотометр Wallac 1420 plate reader 
(«Perkin elmer»).

Измерение уровня митохондриального 
трансмембранного потенциала (Δψ

m
)

Уровень трансмембранного митохондриального по-
тенциала (Δψ

m
) оценивали по связыванию флуоро-

генного красителя Dioc6 («Sigma», США), степень 
специфического связывания которого с мембрана-
ми митохондрий зависит от величины Δψ

m
. Клетки, 

инфицированные M. arginini, вносили в 24-луноч-
ный планшет (105 клеток/лунка). После индукции 
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апоптоза к клеткам добавляли Dioc6 в концентра-
ции 40 нМ. Клетки инкубировали в течение 30 мин 
при +370С, после чего дважды промывали фосфат-
ным буфером. Затем измеряли флуоресценцию 
при помощи мультиволнового спектрофотометра 
Wallac 1420 plate reader.

Измерение концентрации цитокинов
Мышам линии BALB/c внутримышечно вводили 
по 5 мкг Pam2cSK4. У мышей отбирали кровь и в по-
лученной сыворотке методом проточной цитофлуо-
риметрии с использованием набора Flowcytomix 
BenderMedsystems (Австрия) определяли концен-
трации 14 хемокинов и цитокинов (IL-1, -2, -4, -5, -6, 
-10 и -12, tnFα, McP-1 и -3, MIP-1a, -1b, rAnteS, 
интерферона-γ).

Лабораторные животные
В работе использовали 6-недельных (к началу экс-
периментов) самок мышей линии BALB/c, а также 
бестимусных мышей линии D2&I. 

Анализ выживаемости мышей линии BALB/c
Для оценки влияния диациллипопептида Pam2cSK4 
на скорость прогрессии опухолевого роста мышам 
линии BALB/c, разделенным на различные груп-
пы, вводили внутрибрюшинно клетки WeHI-3B 
по 2 × 106 клеток/мышь. Через 1, 3, 5 сут после пере-
вивания опухоли мышам вводили по 5 мкг Pam2cSK4. 
Через 20 сут мышей безболезненно умерщвляли 
с помощью диэтилового эфира и извлекали печень 
и селезенку, которые использовали для макроскопи-
ческого и гистологического исследования. Дополни-
тельно в каждой экспериментальной группе опреде-
ляли средний вес селезенки.

Влияние совместного введения Pam2cSK4 и кле-
ток опухоли на выживаемость животных изучали 
на мышах линии BALB/c, которым внутрибрюшинно 
прививали клетки WeHI-3B (2 × 106 клеток/мышь), 
а через 24 ч системно вводили синтетический диа-
циллипопептид (Pam2cSK4) в дозе 5 мкг/мышь. 
Спустя 2 сут мышам в течение 3 дней также вводили 
Pam2cSK4, а мыши из групп, подвергнутых химио-

терапии, получали еще и по 0.6 мг 5-фторурацила. 
В контрольные группы вошли животные, которым 
отдельно вводили Pam2cSK4 и 5-фторурацил. Каж-
дая группа состояла из 10 мышей. Животных наблю-
дали до момента гибели последней мыши (32 дня), 
регистрируя их общее состояние.

РЕЗУЛьТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ

Анализ экспрессии Толл-подобных рецепторов 2 
и 6 в различных опухолевых линиях клеток
Модель для изучения влияния tLr2 на пролифера-
цию опухолевых клеток, а также на прогрессию опу-
холи в условиях in vivo мы выбирали, анализируя 
экспрессию Толл-подобного рецептора 2 в различ-
ных линиях опухолевых клеток (WeHI-3B, B10M, 
L929, u937, A549, H460, H1299, Hct116, McF-7) ме-
тодом обратной транскрипции с последующей ПЦР 
на ген TLR2 (рис. 1).

Показано, что в пяти из девяти проанализирован-
ных клеточных линий (WeHI-3B, B10M, u937, H1299 
и McF-7) экспрессируется Толл-подобный рецеп-
тор 2. При этом наибольшая экспрессия этого рецеп-
тора наблюдалась в клетках миеломоноцитарного 
лейкоза мыши (WeHI-3B), которые и были выбраны 
в качестве модели для использования в эксперимен-
тах in vitro и in vivo.

Агонист TLR2 активирует NF-kB и подавляет 
развитие апоптоза в опухолевых клетках WEHI-
3B, экспрессирующих Толл-подобный рецептор 2
На следующем этапе работы для оценки влияния аго-
нистов tLr2 на апоптоз, вызванный действием хими-
отерапевтических препаратов, в клетках WeHI-3B, 
экспрессирующих Толл-подобный рецептор 2, из-
меряли следующие параметры: определяли актив-
ность фактора nF-kB (рис. 2), выживаемость клеток, 
уровень каспаз-3/7 (рис. 3), а также величину транс-
мембранного митохондриального потенциала (Δψm

) 
(рис. 4). Клетки WeHI-3B инфицировали M. arginini 
или добавляли агонист tLr2 – синтетический диа-
циллипопептид (Pam2cSK4), после чего обрабаты-
вали цисплатином, таксолом или фторурацилом. 
После инкубации в течение 16–18 ч измеряли ука-
занные параметры. 

Нами показано, что микоплазменная инфекция 
опухолевых клеток WeHI-3B, содержащих Толл-
подобный рецептор 2, вела к активации в них фак-
тора транскрипции nF-kB (рис. 2). Аналогичные ре-
зультаты получены при добавлении синтетического 
диациллипопептида Pam2cSK4. 

На рис. 2А приведены полученные методом про-
точной цитофлуориметрии с использованием спе-
цифичных антител к tLr2 данные, подтверж-

TLR2

GAPDH

WEHI-3B B10М L929 U937 A549 H460 H1299 HCT116 MCF-7

Рис. 1. Анализ экспрессии Толл-подобного рецепто-
ра 2 в различных опухолевых клеточных линиях.
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дающие экспрессию tLr2, основного рецептора 
диациллипопептидов микоплазмы, а также данные 
по активации nF-kB tLr2-зависимым способом 
в клетках WeHI-3B (рис. 2Б).

На рис. 3 показана выживаемость и уровень 
активности основных эффекторных каспаз-3/7 
при индукции апоптоза химиотерапевтическими 
средствами в клетках WeHI-3B, инфицированных 
M. arginini или при добавлении к ним Pam2cSK4. 
Уровень каспаз-3/7 измеряли спектрофотометри-
чески, используя специфический флуорогенный 
субстрат Ac-DeVD-AMc. Как видно из представ-
ленных результатов, микоплазменная инфекция 
или добавление липопептида Pam2cSK4 приводи-
ли к статистически значимому (р < 0.005) повыше-
нию выживаемости клеток WeHI-3B и снижению 
уровня активации каспаз-3/7 на 25–30% при раз-
личных внутриклеточных повреждениях по срав-
нению с неинфицированными клетками (белые 
столбцы).

В клетках WeHI-3B измеряли также величину 
трансмембранного митохондриального потенциала 
(Δψm

), падение которого в ответ на различные стрес-
сорные воздействия служит основным маркером 
апоптоза. 

С этой целью на инфицированные или обработан-
ные Pam2cSK4 клетки воздействовали цисплатином 
в различной концентрации и через 16 ч измеряли 
уровень трансмембранного митохондриального по-
тенциала (Δψ

m
) (рис. 4). 

Уровень Δψ
m 

оценивали по связыванию флуоро-
генного красителя Dioc6, степень специфического 
связывания которого с мембранами митохондрий за-
висит от величины Δψ

m
.

Как видно из представленных результатов, в обра-
ботанных цисплатином инфицированных M. аrginini 
клетках WeHI-3B величина трансмембранного ми-
тохондриального потенциала была на 25–30% выше, 
чем в неинфицированных клетках (белые столбцы), 
что свидетельствует о подавлении апоптоза в инфи-
цированных клетках. Аналогичные результаты по-
лучены и при использовании синтетического диа-
циллипопептида Pam2cSK4.

Таким образом, в первой части экспериментов 
in vitro показано, что микоплазменная инфекция 
или добавление структурных компонентов микоплаз-
мы к клеткам WeHI-3B, экспрессирующим Толл-
подобные рецепторы 2 и 6, приводит к активации в них 
фактора транскрипции nF-kB и подавлению апоптоза 
при различных внутриклеточных повреждениях.

Рис. 2. Активация NF-kB в клетках WEHI-3B в ответ на микоплазменную инфекцию или добавление диацилли-
попептида Pam2CSK4. А – Экспрессия TLR2 в клетках WEHI-3B. Экспрессия основного рецептора диациллипо-
пептидов микоплазмы подтверждена методом проточной цитофлуориметрии. Клетки WEHI-3B инкубировали 
с антителами, специфичными к TLR2 («eBioscience», США). Контрольные клетки инкубировали с изотипическим 
контролем (анти-IgG). Исходя из фоновой флуоресценции отрицательного контроля определен процент TLR2-
позитивных клеток (измерение TLR2 проведено в полном соответствии с рекомендациями производителя). 
Б – NF-kB-зависимая экспрессия гена люциферазы. В клетки WEHI-3B методом лентивирусной трансфекции был 
введен элемент, реагирующий на NF-kB, под контролем которого находится ген люциферазы. Клетки инфициро-
вали M. arginini или добавляли синтетический диациллипопептид Pam2CSK4, после чего в инфицированных и кон-
трольных (неинфицированных) клетках, используя стандартную методику, определяли уровень NF-kB-зависимой 
экспрессии гена люциферазы.
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Кинетика роста опухолевых клеток WEHI-
3B при инфекции M. arginini или добавлении 
диациллипопептида Pam2CSK4 в эксперименте 
in vitro
Фактор транскрипции nF-kB участвует в регуляции 
экспрессии целого ряда белков, среди которых белки, 
контролирующие клеточную пролиферацию и апоп-
тоз [19]. 

На следующем этапе работы мы решили посмо-
треть как микоплазменная инфекция или структур-
ные компоненты микоплазмы наряду с антиапоп-
тотической активностью могут влиять на кинетику 
и скорость пролиферации опухолевых клеток WeHI-
3B в норме и/или при индукции в этих клетках апоп-
тоза. 

С этой целью к клеткам WeHI-3B, выбранной в ка-
честве модели, добавляли M. arginini или Pam2cSK4, 
после чего подтверждали активацию nF-kB в этих 
клетках. Далее клетки высаживали на 96-луночный 
планшет (103 клеток на лунку) и добавляли апоптоз-
индуцирующие препараты – цисплатин и таксол. Ки-

Рис. 3. Выживае-
мость и активность 
каспаз-3/7 в клетках 
WEHI-3B миеломо-
ноцитарного лейкоза 
мышей, подвергнутых 
воздействию химиоте-
рапевтических средств 
в различных концен-
трациях. А – Выживае-
мость клеток WEHI-
3B; Б – активность 
каспазы-3/7. Данные 
по каждой точке полу-
чены в результате трех 
независимых опытов 
(р < 0.005).

Рис. 4. Уровень трансмембранного митохондриаль-
ного потенциала (Δψ

m
) в клетках WEHI-3B, обработан-

ных цисплатином в различных концентрациях. Данные 
по каждой точке получены в результате трех независи-
мых опытов (р < 0.005).
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нетику роста клеток определяли по накоплению кле-
точной биомассы (окрашивание метиленовым синим) 
в течение 72 ч в отсутствие или при наличии стимула 
апоптоза. 

Из рис. 5 видно, что в клетках, инфицированных 
микоплазмой и/или при добавлении Pam2cSK4, на-
блюдалось блокирование апоптоза и не наблюдалось 
повышения скорости пролиферации.

Таким образом, показано, что обусловленное ак-
тивацией фактора транскрипции nF-kB подавление 
апоптоза в клетках, инфицированных микоплазмой, 
не приводило к повышению скорости пролиферации 
клеток in vitro.

Влияние агониста TLR2 – диациллипопептида 
Pam2CSK4 – на пролиферацию и резистентность 
клеток WEHI-3B к химиотерапевтическим 
средствам в эксперименте in vivo
Нами изучено влияние циркулирующих в организ-
ме мышей антигенов – агонистов tLr2, на пролифе-
рацию и устойчивость клеток миеломоноцитарного 
лейкоза мышей WeHI-3B к химиотерапевтическим 
средствам in vivo. 

На первом этапе мы оценили влияние диацилли-
попептида Pam2cSK4 на скорость опухолевой про-
грессии. В эксперименте участвовало 40 животных 
(мыши линии BALB/с, самки) массой 18–20 г. Живот-
ных разделили на четыре группы по 10 особей в каж-
дой. Контрольную группу (первую) составили интакт-
ные мыши. Во вторую группу вошли мыши, которым 
трехкратно внутримышечно вводили Pam2cSK4. 
Третья группа состояла из мышей, которым переви-
ли клетки WeHI-3B (2 × 106 клеток/мышь). Мышам 
четвертой группы внутрибрюшинно перевили клетки 
WeHI-3B в той же дозе. Мышам этой группы через 1, 
3, 5 сут после перевивания опухоли вводили по 5 мкг 
Pam2cSK4. Для оценки прогрессии опухоли через 20 
сут мышей безболезненно умерщвляли с помощью 
диэтилового эфира и извлекали печень и селезенку, 
которые использовали для макроскопического и ги-
стологического исследования. В каждой эксперимен-
тальной группе определяли средний вес селезенки 
(рис. 6А–В). По данным макроскопического исследо-
вания у мышей из групп 1 и 2 отсутствовали видимые 
патологические изменения (рис. 6А), но наблюдалось 
незначительное увеличение среднего веса селезенки 
у животных группы 2 (рис. 6Б). Макроскопическое 
исследование печени и селезенки мышей, которым 
был перевит миеломоноцитарный лейкоз (группа 3), 
выявило характерные для лейкоза изменения: уве-
личение селезенки и некоторое увеличение печени. 
На поверхности печени и селезенки обнаружены ред-
кие опухолевые образования. При макроскопическом 
исследовании печени и селезенки мышей, которым 

был перевит лейкоз и введен Pam2cSK4 (группа 4), 
также обнаружены характерные для лейкоза изме-
нения. Селезенка была сильно увеличена. На поверх-
ности селезенки и печени обнаружены рыхлые обра-
зования (которые при гистологическом исследовании 
оказались лейкозными миелоцитарными клетками). 

Измерение средней массы селезенки показало зна-
чимое увеличение веса этого органа у мышей с лейко-
зом (группы 3 и 4) по сравнению с мышами контроль-

Рис. 5. Кинетика роста клеток WEHI-3B. К – контроль-
ные клетки; M. arginini – клетки, инфицированные 
M. arginini; Pam2CSK4 – клетки, обработанные диа-
циллипопептидом микоплазмы; цисплатин – контроль-
ные клетки, обработанные цисплатином; M. arginini 
цисплатин – инфицированные M. arginini клетки, 
обработанные цисплатином; Pam2CSK4 цисплатин – 
последовательно обработанные диациллипопептидом 
микоплазмы и цисплатином клетки; таксол – кон-
трольные клетки, обработанные таксолом; M. arginini 
таксол – инфицированные M. arginini клетки, обрабо-
танные таксолом; Pam2CSK4 таксол – обработанные 
диациллипопептидом микоплазмы и таксолом клетки 
(р < 0.005).
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Рис. 6. Влияние диациллипо-
пептида Pam2CSK4 на проли-
ферацию опухолевых клеток 
WEHI-3B и их резистентность 
к химиотерапевтическим 
средствам. А – Макрофо-
тографии органов мышей. 
Слева представлены ма-
крофотографии селезенки, 
справа – участков печени 
с инфильтратами. K – группа 
интактных мышей, инъециро-
ванных фосфатно-солевым 
буфером; Pam2CSK4 – группа 
мышей, инъецированная диа-
циллипопептидом Pam2CSK4; 
WEHI-3В – группа мышей с пе-
ревитыми клетками WEHI-3B; 
WEHI-3В + Pam2CSK4 – груп-
па мышей с перевитыми 
клетками WEHI-3B, инъециро-
ванная диациллипопептидом 
Pam2CSK4. Б – Средняя масса 
селезенки. Селезенки из-
влекали из анестезированных 
мышей. Экспериментальные 
группы мышей идентичны опи-
санным выше. Для определе-
ния средней массы использо-
вали селезенку пяти мышей 
из каждой группы. В – Микро-
фотографии срезов печени. 
Извлеченные образцы печени 
помещали в 10% формалин 
для фиксации. Далее по стан-
дартной методике образцы 
заключали в парафин, срезы 
окрашивали гематоксилин-
эозином. Г – Диаграмма 
выживаемости мышей линии 
BALB/с. WEHI-3В K – группа 
мышей, которым внутрибрю-
шинно ввели клетки WEHI-3B; 
WEHI-3В + Pam2CSK4 – 
группа мышей, которым 
внутрибрюшинно ввели 
клетки WEHI-3B и внутри-
мышечно – Pam2CSK4; 
WEHI-3В + 5-Fu – группа 
мышей с внутрибрюшинным 
введением клеток WEHI-3B, 
получавших 5-фторурацил; 
WEHI-3В + Pam2CSK4 + 5-Fu – 
группа мышей с внутрибрю-
шинным введением клеток 
WEHI-3B и внутримышечным 
введением Pam2CSK4, по-
лучавших 5-фторурацил. 
(р < 0.001 по лог-ранговому 
тесту.)
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Рис. 7. Кинетика роста клеток WEHI-3B миеломоноци-
тарного лейкоза мышей, к которым добавили сыво-
ротку мышей, получавших Pam2CSK4 (р < 0.005).
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ных групп 1 и 2. Введение Pam2cSK4 мышам группы 
4 еще более увеличивало среднюю массу селезенки 
(p < 0.05) по сравнению с массой у животных группы 
3 (рис. 6Б).

Гистологическое исследование селезенки и пече-
ни мышей из групп 1 и 2 не выявило патологических 
изменений. В селезенке мышей из групп 3 и 4 карти-
на была сходной. Наблюдалась диффузная плотная 
инфильтрация пульпы лейкозными миелоцитарны-
ми элементами; лимфатические фолликулы были 
атрофированы. Наибольшими были отличия между 
образцами печени мышей из групп 3 и 4. В печени 
мышей из группы 3 присутствовали многочисленные 
мелкие лейкозные миелоцитарные инфильтраты, 
тогда как в группе 4 инфильтраты были значительно 
крупнее (рис. 6В) Инфильтраты располагались пре-
имущественно по ходу синусоидов. Скопления лей-
козных клеток обнаруживались также в отдельных 
кровеносных сосудах. У мышей группы 4, в отличие 
от группы 3, наблюдалась выраженная поверхност-
ная инфильтрация печени лейкозными клетками.

Проведенные макро- и микроскопическое исследо-
вания образцов селезенки и печени мышей, которым 
внутрибрюшинно перевивали клетки WeHI-3B, по-
зволили сделать заключение о том, что диациллипо-
пептид микоплазмы способствует прогрессии опухо-
левого заболевания.

На следующей стадии мы оценили влияние диа-
циллипопептида Pam2cSK4 на скорость прогрессии 
опухоли. Одновременно определяли каким образом 
Pam2cSK4 влияет на резистентность перевиваемых 
клеток к химиотерапевтическим средствам. Этот 
опыт проводили по схеме, приведенной в разделе 
«Экспериментальная часть». На рис. 6Г представле-
на диаграмма выживаемости мышей, участвующих 
в эксперименте.

Анализ кривых выживаемости Каплана–Мейера 
показал, что мыши, получавшие синтетический диа-
циллипопептид, хуже отвечали на 5-фторурацил, 
чем мыши, не получавшие Pam2cSK4. Последняя 
мышь из группы, получавшей химиотерапию, пала 
на 33 день, в то время как мыши, одновременно с хи-
миотерапией получавшие Pam2cSK4, пали уже на 26 
день.

Выживаемость мышей in vivo полностью соответ-
ствовала результатам, полученным ранее на куль-
турах клеток. Более того, как видно из диаграммы, 
все мыши, которым одновременно вводили клет-
ки WeHI-3B и Pam2cSK4, умерли уже на 19 день, 
в то время как мыши, не получавшие Pam2cSK4, 
прожили 25 дней. Все это свидетельствует о том, 
что внутримышечное введение Pam2cSK4 приводило 
к усилению прогрессии опухоли и сокращению сро-
ков жизни мышей. Примечательно, что результаты 

этого эксперимента не согласовывались с данными, 
полученными на культуре клеток, где добавление 
Pam2cSK4 в культуральную среду не приводило к по-
вышению скорости пролиферации клеток WeHI-3B.

Влияние диациллипопептида Pam2CSK4 
на продукцию факторов, стимулирующих 
пролиферацию клеток WEHI-3B 
миеломоноцитарного лейкоза мышей in vivo
Принимая во внимание основное отличие в скоро-
сти роста клеток WeHI-3B in vitro и in vivo в при-
сутствии Pam2cSK4, мы предположили, что в орга-
низме экспериментальных животных после введения 
диациллипопептида может происходить выработка 
факторов, существенных для пролиферации клеток 
WeHI-3B, определяя тем самым кинетику их роста 
in vivo.

Для подтверждения выдвинутой гипотезы мы изу-
чили как влияет сыворотка мышей, получавших 
Pam2cSK4, на скорость пролиферации клеток WeHI-
3B. Для этого мышам линии BALB/c внутримышеч-
но вводили по 5 мкг диациллипопептида Pam2cSK4. 
Через 24 ч после инъекции проводили отбор крови 
мышей для получения сыворотки. В качестве кон-
троля использовали сыворотку мышей, получавших 
фосфатно-солевой буфер. Сыворотки использова-
ли для приготовления 5% среды культивирования 
клеток WeHI-3B (rPMI). Среды добавляли к клет-
кам WeHI-3B, которые высаживали на 96-луночный 
планшет в концентрации 103 клеток/лунку. Кинетику 
роста клеток определяли по накоплению клеточной 
биомассы в реакции с субстратом МТТ в течение 72 ч 
(рис. 7). 
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Рис. 8. Определение концентрации цитокинов в сыворотках крови мышей, инъецированных Pam2CSK4. Мы-
шам линии BALB/с вводили диациллипопептид Pam2CSK4 или фосфатно-солевой буфер (PBS), после чего через 
указанные интервалы времени отбирали кровь и приготавливали сыворотку. Образцы сыворотки использовали 
для определения уровня экспрессии цитокинов. Каждая точка представляет собой среднее значение из трех не-
зависимых повторов.
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Как видно из рис. 7, добавление к клеткам WeHI-
3B сыворотки крови мышей, получавших внутри-
мышечно Pam2cSK4, способствовало увеличению 
скорости их пролиферации. Результаты этого опы-
та подтвердили высказанное ранее предположение 
о возможной выработке фактора, индуцирующего 
рост клеток миеломоноцитарного лейкоза мышей, 
в ответ на введение Pam2cSK4.

На следующем этапе была предпринята попытка 
идентификации факторов, способствующих усиле-
нию роста клеток WeHI-3B. 

С этой целью мы проанализировали синтез хемо-
кинов и цитокинов в организме в ответ на введение 
диациллипопептида (рис. 8). Экспрессию цитоки-
нов определяли по методике, описанной в «Экспе-
риментальной части». На рис. 8 представлены дан-
ные для цитокинов, уровень экспрессии которых 
изменялся в ответ на введение Pam2cSK4. Видно, 
что в ответ на введение Pam2cSK4 изменялась экс-
прессия восьми из 14 цитокинов. Анализ опублико-
ванных данных показал, что пять из этих цитокинов 
способны прямо или опосредованно стимулировать 
рост опухолей – IL-6, McP-1, McP-3, rAnteS, 
tnFα [21]. 

Таким образом, нами показано, что актива-
ция tLr2-зависимого сигнального пути в клетках 
WeHI-3B после добавления диациллипопептида 
Pam2cSK4 или клеток M. arginini ведет к консти-
тутивной активации в клетках WeHI-3B фактора 
транскрипции nF-kB. В свою очередь, активация 
nF-kB приводит к повышению резистентности таких 
клеток к различным повреждениям, индуцируемым 
химиотерапевтическими средствами (цисплатином, 
таксолом, фторурацилом). 

В экспериментах in vitro было показано, что по-
давление апоптоза в инфицированных M. arginini 
клетках, обусловленное активацией фактора транс-
крипции nF-kB, не влияло на скорость пролифера-
ции клеток. Однако другие результаты получены in 
vivo: внутримышечное введение Pam2cSK4 стиму-
лировало рост клеток WeHI-3B миеломоноцитарного 
лейкоза мыши в организме экспериментальных жи-
вотных. Главным образом этот факт связывается со 
способностью Pam2cSK4 стимулировать экспрессию 
факторов (IL-6, McP-1, McP-3, rAnteS, tnFα), 
усиливающих рост опухолевых клеток.

Результаты, полученные нами на модели кле-
ток WeHI-3B, показывают, что активация Толл-
подобного рецептора 2 в опухолевых клетках мие-
ломоноцитарного происхождения, обусловленная 
микоплазменной инфекцией или прямым действием 
агониста tLr2 (диациллипопептида), стимулирует 
рост этих клеток. При этом изучение воздействия ми-
коплазмы и ее структурного компонента диациллипо-
пептида Pam2cSK4 на течение опухолевого процесса 
позволяет сделать заключение о том, что микоплаз-
менная инфекция может не только влиять на ско-
рость прогрессии заболевания, но и на эффектив-
ность противоопухолевой терапии. Представленное 
наблюдение может быть верным не только в отноше-
нии микоплазм, но и других патогенов, вызывающих 
различные инфекции у больных со злокачественны-
ми новообразованиями. При этом очевидно, что про-
ведение эффективной терапии в случае лейкозов ми-
еломоноцитарного происхождения возможно только 
при отсутствии стимуляции заболевания факторами 
патогенных микроорганизмов или их антигенами, 
циркулирующими в организме. 
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РЕФЕРАТ Соединения фторхинолонового ряда составляют основу важнейшего класса современных анти-
бактериальных препаратов, обладающих высокой активностью и широким спектром действия. Наиболее 
перспективным фторхинолоновым препаратом является левофлоксацин – оптически активная форма 
офлоксацина, антибактериальная активность которого существенно превышает активность других пред-
ставителей этого семейства. Ранее нами был разработан оригинальный метод получения левофлоксацина, 
в настоящее время осуществляется выпуск опытных партий препарата. Мишенью действия фторхиноло-
нов является бактериальная ДНК-гираза, и исследование их взаимодействия с последней весьма важно 
как с теоретической, так и с практической точки зрения. В частности, параметры ингибирования ДНК-
гиразы могут служить критерием качества препарата. В статье приводятся результаты исследований 
взаимодействия ДНК-гиразы с рядом производных фторхинолонов и их аналогов, образцов интермедиа-
тов и полупродуктов синтеза левофлоксацина, а также образцов опытных партий препарата, полученных 
в ИОС УрО РАН. Выявлена важность двух структурных элементов в молекуле для проявления ингибирую-
щей активности. Полученные данные следует принимать во внимание при дизайне новых лекарственных 
препаратов на основе фторсодержащих гетероциклов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА фторхинолоны, левофлоксацин, производные, бактериальная ДНК-гираза, фермента-
тивная активность, ингибирование. 

ВВЕдЕНИЕ
Соединения фторхинолонового ряда составляют 
основу важнейшего класса современных антибак-
териальных препаратов, обладающих высокой ак-
тивностью, широким спектром действия. Они пред-
ставляют основную конкуренцию цефалоспоринам 
и другим антибиотикам, широко используемым 
в клинической практике при инфекционных заболе-
ваниях [1–11]. Первые представители фторхиноло-
нов (пефлоксацин, ципрофлоксацин, норфлоксацин, 
офлоксацин) появились на мировом фармацевтиче-
ском рынке в начале 90-х годов прошлого века [1–
6]. Сегодня, когда объем продаж ципрофлоксацина 
достигает 10 млрд долларов США и разработаны 
новые перспективные препараты этой группы, та-
кие, как левофлоксацин [12] (один из энантиомеров 
офлоксацина) и моксифлоксацин, без фторхинолонов 

просто немыслимо представить современный арсенал 
антибактериальных средств.

Фторхинолоны эффективны при широком кру-
ге заболеваний: при тяжелых гнойно-септических 
процессах, инфекциях дыхательных путей, моче-
выводящей системы, кожи и мягких тканей, ко-
стей и суставов, печени и желчевыводящих путей, 
желудочно-кишечного тракта, глаз, центральной 
нервной системы, а также при инфекциях, передаю-
щихся половым путем [1–4]. Фторхинолоны облада-
ют высокой антибактериальной активностью и ши-
роким спектром действия благодаря их способности 
влиять на процессы размножения бактерий путем 
ингибирования бактериальной топоизомеразы II 
(ДНК-гиразы) – фермента, отвечающего за разрыв 
и восстановление двойной спирали ДНК. Крайне важ-
но, что механизм действия фторхинолонов отличен 
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от механизмов действия других групп антибактери-
альных препаратов – антибиотиков пенициллинового 
ряда, а также цефалоспоринов и аминогликозидов, 
что позволяет эффективно использовать их при ин-
фекционных заболеваниях, вызванных антибиоти-
коустойчивыми штаммами [1–4]. 

Левофлоксацин
Один из самых эффективных препаратов в ряду 

трициклических фторхинолонов – левофлоксацин – 
оптически активная форма (S-изомер) офлоксацина. 
Антибактериальная активность левофлоксацина в 2 
раза выше, чем рацемического офлоксацина, и в 128 
раз превышает активность (R)-антипода [13]. Ле-
вофлоксацин по праву считают препаратом 21 века, 
поскольку, будучи энантиомерно чистым аналогом 
офлоксацина, он в низких концентрациях воздей-
ствует на клинически значимые грамположитель-
ные и атипичные микроорганизмы при сохранении 
высокой активности в отношении многих грамотри-
цательных бактерий [12].

В Институте органического  синтеза им. 
И.Я. Постовского УрО РАН и в Уральском федераль-
ном университете имени первого Президента Рос-
сии Б.Н. Ельцина разработаны оригинальные методы 
получения целого семейства фторхинолонов и пред-
шественников их синтеза, в том числе энантиомер-
но чистых полупродуктов синтеза левофлоксацина, 
путем кинетического разделения оптических анти-
подов в реакциях с хиральными реагентами [5, 7, 
11]. Научный приоритет исследований, направлен-
ных на синтез оптически активного левофлоксацина 
и его аналогов подтверждается серией публикаций 
[14–20]. Так, в частности, разработан оригинальный 
и эффективный метод синтеза (S)-7,8-дифтор-2,3-
дигидро-3-метил-4Н-[1,4]бензоксазина, ключевого 
полупродукта в синтезе левофлоксацина [14, 15].

В настоящее время в Институте органического 
синтеза им. И.Я. Постовского УрО РАН продолжается 
синтез новых производных фторхинолонов и их ана-
логов с целью выявления новых препаратов, перспек-
тивных для антибактериальной терапии. Важный 
элемент этой работы представляет оценка способ-
ности новых препаратов ингибировать ДНК-гиразу, 
поскольку контроль качества при серийном произ-
водстве левофлоксацина предполагает определение 

параметров ингибирования ДНК-гиразы, что может 
служить одним из критериев чистоты препарата. На-
стоящее сообщение посвящено изучению взаимодей-
ствия ДНК-гиразы с новыми производными фтор-
хинолонов и других фторсодержащих гетероциклов, 
а также с серийными образцами левофлоксацина. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Материалы 
В качестве источника ДНК-гиразы использовали 
плазмиды GyrA-pet19 и GyrB-pet19m, содержа-
щие гены субъединиц А и В ДНК-гиразы соответ-
ственно, любезно предоставленные К.В. Севериновым 
и И.С. Шкундиной (Институт молекулярной генетики 
РАН). Субстраты для гиразной реакции – релаксиро-
ванные формы плазмид рBr322 или pHOt – получе-
ны от фирмы «topogen» (cША).

Выделение и очистка ДНК-гиразы 
В качестве штамма-хозяина использовали клетки 
Escherichia coli rosetta(De3) {F- ompT hsdSB (rb- 
mB-) gal dcm lacY1 (DE3) pRARE6 (CmR)} («nova-
gen», США). Субъединицы ДНК-гиразы, кодируемые 
плазмидами, содержали шесть остатков гистидина 
на n-конце, что позволило выделять их с помощью 
аффинной хроматографии на колонке с ni-ntA-
агарозой. 

Клетки, трансформированные плазмидами, выра-
щивали как ночную культуру в 5 мл среды LB, со-
держащей 150 мг/л ампициллина (A150) и 15 мг/л 
хлорамфеникола (c15) при 37оc. Ночную куль-
туру центрифугировали, осадок ресуспендиро-
вали в 250 мл свежей среды, содержавшей A150 
и c15. Клетки выращивали при 37оc до оптиче-
ской плотности (OD

550
), равной 0.5, затем добавляли 

изопропилтио-β-D-галактозид (ИПТГ) до конечной 
концентрации 1 мМ. Далее клетки растили в течение 
18 ч при 17оС, затем собирали центрифугированием 
при 4000 об/мин в течение 20 мин, промывали бу-
фером ГТЕ (25 мM Трис-Hcl, pH 7.6, 50 мМ глюко-
за, 10 мМ ЭДТА) и замораживали на ночь при -85оС. 
Клетки суспендировали в 15 мл буфера А (20 мМ 
Трис-Hcl, pH 8.0, 500 мМ nacl, 10% (v/v) глицерин, 
1% (v/v) Тритон X-100, 1 мМ 2-меркаптоэтанол) с до-
бавлением ингибиторов протеаз – 1 мМ фенилметил-
сульфонилфторида (PMSF) и 10 мкг/мл апротинина. 
Суспензию клеток лизировали ультразвуком на льду 
и центрифугировали в течение 15 мин при 10000 g. 
Надосадочную жидкость наносили на колонку с ni-
ntA-агарозой (2 мл), уравновешенную буфером А. 
Колонку последовательно промывали буфером А, 
содержащим 10, 30 и 50 мМ имидазола (по 5 мл каж-
дого), целевые белки элюировали тем же буфером, 
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содержащим 200 мМ имидазола. Фракции, содер-
жащие гиразу А и гиразу В, диализовали против 
буфера А без Тритона, затем против того же буфе-
ра, содержащего 50% глицерина. Выход и чистоту 
ферментов анализировали в 12% полиакриламидном 
геле по Лэммли. Выход гиразы А составил 40 мг/л 
клеточной культуры, гиразы В – около 60 мг/л. Сме-
шивали эквивалентные количества полученных 
препаратов ДНК-гираз А и В, фасовали порциями 
по 30–50 мкл, и аликвоты хранили при -80оС в тече-
ние нескольких недель без видимой потери актив-
ности. (При -18оС активность фермента сохранялась 
в течение 2–3 сут).

Определение активности ДНК-гиразы
Реакцию проводили в течение 60 мин при 25оС. Реак-
ционная смесь (30 мкл) содержала следующие ком-
поненты: 35 мМ Трис-Hcl (pH 7.5), 24 мМ КСl, 4 мМ 
Mgcl

2
, 1.4 мМ АТР, 5 мМ ДТТ, 1.8 мМ спермидина, 

0.1 мг/мл бычьего сывороточного альбумина. К смеси 
добавляли по 0.4 мкг смеси субъединиц А и В гира-
зы и 0.25–0.5 мкг субстрата (релаксированной плаз-
миды pBr322). Реакцию проводили в термостате 
при 25оС в течение 60 мин (для множественных об-
разцов использовали 96-луночные планшеты). После 
окончания реакции экстрагировали пробы равным 
объемом хлороформа (30 мкл), к водной фазе добав-
ляли 7 мкл смеси 50% додецилсульфата натрия, 25% 
глицерина и 0.25% бромфенолового синего. Смесь на-
носили на 1.2% агарозный гель в буфере ТАЕ (40 мМ 
Трис-ацетат, рН 8.0, 2 мМ ЭДТА) и проводили элек-
трофорез (50 В, 2 ч). Продукты визуализировали 
в УФ-свете. Активность фермента (%) определяли 
по интенсивности полосы, соответствующей супер-
спирализованной форме плазмиды pBr322, и рас-
считывали в программе totalLab v2.01. 

Ингибирование ДНК-гиразы фторхинолонами 
и другими фторсодержащими гетероциклами 
Соединения растворяли в диметилсульфоксиде 
(ДМСО). Реакцию проводили в течение 60 мин при 25оС 
в объеме 30 мкл. Реакционная смесь (30 мкл) содер-
жала следующие компоненты: 35 мМ Трис-Hcl (pH 
7.5), 24 мМ КСl, 4 мМ Mgcl

2
, 1.4 мМ АТР, 5 мМ дитио-

треитол (ДТТ), 1.8 мМ спермидина, 0.1 мг/мл бычьего 
сывороточного альбумина и несколько концентраций 
левофлоксацина или производных фторсодержащих 
гетероциклов (см. ниже). В контрольные пробы добав-
ляли соответствующий объем ДMcO, но не более 10% 
объема пробы. К пробам добавляли по 0.4 мкг смеси 
субъединиц ДНК-гиразы А и В и 0.25–0.5 мкг субстра-
та (релаксированной плазмиды pBr322). Далее реак-
цию проводили как описано выше, расчеты проводили 
в программе totalLab v2.01. 

РЕЗУЛьТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ
Клеточная мишень фторхинолонов – бактериальная 
ДНК-гираза – состоит из двух субъединиц с M

r
 105 

и 95 кДа, кодируемых соответственно генами gyrA 
и gyrB, и имеет тетрамерную структуру типа А

2
В

2
 

[1–5]. Хотя функция этого фермента в клетке не огра-
ничивается актом единственного типа (она способна 
как создавать, так и «зашивать» разрывы в ДНК-
цепи), при определении активности in vitro обычно 
оценивают только одну изолированную функцию это-
го фермента, а именно способность к образованию от-
рицательных сверхвитков в релаксированных коль-
цевых ДНК с образованием суперскрученной формы 
плазмиды. Оценка этого процесса довольно удобна 
в эксперименте, поскольку субстрат и продукт реак-
ции могут быть разделены и количественно опреде-
лены с помощью электрофореза в агарозном геле. 

Использованный в работе препарат ДНК-гиразы E. 
coli отличался высокой удельной активностью, что по-
зволило использовать его для тестирования фторхи-
нолонов. На первом этапе тестированию подвергался 
образец левофлоксацина чистотой около 99%. В каче-
стве контроля использовали офлоксацин (рацемиче-
ская смесь, левофлоксацин–левовращающий изомер 
офлоксацина). Офлоксацин, хорошо известный кли-
ницистам, является фторхинолоном первого поколе-
ния и применяется более 15 лет [1–4].

На рис. 1 показаны результаты определения инги-
бирующей активности. Величины I50

, рассчитанные 
по результатам трех независимых опытов, составили 
2.50 + 0.14 мкг/мл и 6.20 + 0.17 мкг/мл для левофлок-
сацина и офлоксацина соответственно. Полученные 
величины соответствуют опубликованным данным 
[7–10]; более того, соотношения I

50
 для этих соеди-

нений указывают на стереоспецифичность ДНК-
гиразы. Величина I

50 
для рацемата (офлоксацин) 

примерно вдвое больше, чем у индивидуального сте-
реоизомера (левофлоксацин), что грубо соответству-
ет его содержанию в рацемической смеси.

Рис. 1. Ингибирование ДНК-гиразы левофлоксацином 
и офлоксацином. Цифрами указаны концентрации ин-
гибиторов в пробах. К – контроль (плазмида без фер-
мента). 

Офлоксацин, мкг/мл               Левофлоксацин, мкг/мл 

К 0 1 3 10 30 0.1 0.3 1 3 10 30 
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Поскольку величина I
50

 для ферментативной ре-
акции является константой, этот показатель может 
использоваться для контроля качества левофлокса-
цина. Учитывая, что только один, а именно левовра-
щающий изомер офлоксацина является ингибитором 
фермента, величина I

50
 может служить критерием 

чистоты препарата. Наряду с химической и оптиче-
ской чистотой препарата его биологическая эффек-
тивность считается важной характеристикой каче-
ства препаратов левофлоксацина. 

В табл. 1 приведены структурные формулы ле-
вофлоксацина (использовано 19 образцов из опытных 
партий субстанции), а также ключевых интермедиа-
тов (четыре образца) и полупродуктов (четыре образ-
ца) его полупромышленного синтеза, осуществленно-
го в ИОС УрО РАН. 

Все 19 образцов субстанции левофлоксацина, со-
ответствующие опытным партиям препарата, име-
ли близкие значения I

50
 (2.4–2.8 мкг/мл), которые 

при точности используемого метода определения ак-
тивности (погрешность определения до 20%) можно 
считать совпадающими. Эти значения соответствуют 
опубликованным данным для препарата левофлокса-
цина чистотой 99%, что подтверждают также резуль-
таты физико-химического анализа. Из ключевых 
интермедиатов и полупродуктов синтеза левофлок-
сацина три образца (рацемический бензоксазин IOS-
RS, энантиомерно чистый бензоксазин IOS-S и эфир 

IOS-Э) не обладали сколько-нибудь значимой актив-
ностью, а активность полупродукта IOS-К оказалась 
примерно на порядок ниже, чем у левофлоксацина 
(рис. 2). 

В то же время при сравнении структурных фор-
мул полупродуктов IOS-Э и IOS-К можно видеть, 
что они различаются лишь наличием этилирован-
ной карбоксильной группы у IOS-Э. Важно отме-

Таблица 1. Структурные формулы субстанции левофлоксацина, интермедиатов и полупродуктов синтеза 

Структурная формула Название Тип соединения Шифр

Левофлоксацин 
(3S)-9-Фтор-3-метил-10-(4-метилпиперазин-1-ил)-7-

оксо-2,3-дигидро-7Н-пиридо[1,2,3-d,е][1,4]-бензоксазин-
6-карбоновая кислота, гемигидрат 

cубстанция IOS-001 – 
IOS-019

(R,S)-7,8-Дифтор-3-метил-2,3-дигидро-4Н-бензо[b][1,4]- 
оксазин Интермедиат IOS-rS-01, 

IOS-rS-02

(3S)-2,3-Дигидро-3-метил-7,8-дифтор-1,4-бензоксазин Интермедиат IOS-S-01, 
IOS-S-02

Этиловый эфир (3S)-(-)-9,10-дифтор-3-метил-7-оксо-
2,3-дигидро-7Н-пиридо[1,2,3-d,е][1,4]-бензоксазин-6-

карбоновой кислоты
Полупродукт IOS-Э-01,

IOS-Э-02

(3S)-(-)-9,10-Дифтор-3-метил-7-оксо-2,3-дигидро-7Н-
пиридо[1,2,3-d,e][1,4]-бензоксазин-6-карбоновая кислота Полупродукт IOS-К-001,

IOS-К-002

IOS-K-001, мкг/мл IOS-Э-01, мкг/мл 

0 1 3 10 0 1 10 30 К

Рис. 2. Ингибирование ДНК-гиразы соединениями 
IOS-К-001 и IOS-Э-01. Цифрами указаны концентра-
ции ингибиторов в пробах. К – контроль (плазмида 
без фермента). Условия реакции см. в «Эксперимен-
тальной части». 
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Таблица 2. Ингибирующая активность ряда новых фторхинолонов и фторгетероциклов в отношении ДНК-гиразы

ШИФР/ 
I

50
,
, 
мкг/мл Структурная формула ШИФР/ 

I
50

,
, 
мкг/мл Структурная формула

eV-465
>30 eV-X149 неактивен

eV-591 неактивен eV-t150-c неактивен

eV-452-D неактивен eV-t156 неактивен

eV-313-D неактивен eV-t143-B неактивен

eV-572 неактивен eV-n51-B неактивен

eV-X58-A неактивен eV-n119-2 неактивен

IOS-nOrFL_01
>11

IOS-PeFL_02
2.8

3
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тить, что это единственное различие в структурах 
обусловливает достаточно заметную ингибирующую 
активность при наличии свободной карбоксильной 
группы, и практически полное исчезновение активно-
сти при ее этилировании. Этот результат позволяет 
предполагать функциональную важность заряжен-
ной карбоксильной группы в указанном положении 
для проявления ингибирующей активности и соот-
ветствует представлениям о механизме взаимодей-
ствия фторхинолонов с ДНК-гиразой, что, безуслов-
но, должно учитываться при дизайне новых, более 
эффективных ингибиторов фермента. 

В работе проведено также тестирование ингибиру-
ющей активности в отношении ДНК-гиразы ряда но-
вых производных фторхинолонов и фторсодержащих 
гетероциклов, синтезированных в ИОС им. И.Я. По-
стовского УрО РАН. Результаты экспериментов при-
ведены в табл. 2. 

Как видно из табл. 2, подавляющая часть соеди-
нений оказалась неактивной. Исключение состав-
ляли фторхинолон EV-465, активность которого 
была примерно на два порядка ниже, чем у левоф-
локсацина, а также известные соединения фторхи-
нолонового ряда – IOS-NORFL_01 (норфлоксацин) 
и IOS-PEFL_02 (пефлоксацин) (рис. 3, 4).

Соединение IOS-NORFL_01 показало незна-
чительное ингибирующее действие, в то время 
как IOS-PEFL_02 обладало умеренной активностью, 
значительно, впрочем, уступавшей активности ле-
вофлоксацина. Интересно, что эти соединения от-
личаются лишь дополнительной метильной группой 
у IOS-PEFL_02, введение которой приводит к уве-
личению ингибирующей активности примерно на по-
рядок. Это важное обстоятельство, которое должно 
учитываться в дальнейшей работе по созданию но-
вых производных фторхинолонов. 

Таким образом, проведенные эксперименты по-
казали важность оценки ингибирующей активности 

левофлоксацина в отношении бактериальной ДНК-
гиразы как одного из методов контроля качества пре-
парата, наряду с использованием обычных физико-
химических методов. С помощью разработанного 
метода оценено качество 19 образцов опытных пар-
тий левофлоксацина, восьми образцов интермедиа-
тов и полупродуктов синтеза, а также 14 новых про-
изводных фторхинолонов и их аналогов. 

В  результате  корреляционного  анализа 
«структура–ингибирующее действие» отмечена важ-
ность двух структурных элементов молекул для про-
явления ингибирующей активности: это карбок-
сильная группа в соединении IOS-K, этерификация 
которой приводит к потере ингибирующих свойств, 
и n-метильная группа в соединении IOS-PeFL, эли-
минация которой также приводит к потере активно-
сти соединения. Полученные данные следует принять 
во внимание при дизайне новых лекарственных пре-
паратов на основе фторсодержащих гетероциклов. 

Авторы выражают благодарность К.В. Северинову 
и И.С. Шкундиной (Институт молекулярной 
генетики РАН) за предоставленные плазмиды 

GyrA-pET19 и GyrB-pET19m. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
государственного контракта № 02.522.12.2011 

ФЦНТП «Исследования и разработки 
по приоритетным направлениям развития 
научно-технологического комплекса России 

на 2007–2013 годы».

       IOS-NORFL_01, мкг/мл IOS-PEFL_02, мкг/мл 

К 0 1 3 10 30 0 3 10 30 

Рис. 3. Ингибирование ДНК-гиразы норфлоксацином 
IOS-NORFL_01 и пефлоксацином IOS-PEFL_02. Цифра-
ми указаны концентрации ингибиторов в пробах. К – 
контроль (плазмида без фермента). Условия реакции 
см. в «Экспериментальной части».
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ствует пересечение пунктирных линий с осью абсцисс. 
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РЕФЕРАТ Ядрышко – основной структурный домен клеточного ядра, содержащий, наряду с белками, зна-
чительное количество рибосомных РНК (рРНК) на разных стадиях созревания (пре-рРНК). Вступление 
клеток млекопитающих в митоз сопровождается прекращением синтеза рРНК, распадом ядрышка и вы-
ходом пре-рРНК в цитоплазму. Однако роль цитоплазматической пре-рРНК в митозе до сих пор остается 
невыясненной, а сравнительный анализ «судьбы» ее различных форм на всех стадиях деления не произво-
дился. Основная цель настоящей работы – изучение локализации пре-рРНК, выявляемой зондами к коро-
вому участку внешнего транскрибируемого спейсера (5'ВшТС), внутренним транскрибируемым спейсерам 
(ВнТС1 и ВнТС2), а также к зрелой 28S рРНК, меченных биотином, в митотических фибробластах мыши 
NIH/3T3 методом флуоресцентной гибридизации in situ и конфокальной лазерной микроскопии. Показано, 
что при распаде ядрышка и ядерной оболочки в начале митоза разные формы пре-рРНК выходят в цито-
плазму, но на хромосомах из материнской клетки в дочерние клетки переносятся ее более процессирован-
ные формы. Все формы пре-рРНК и 28S рРНК выявляются в составе цитоплазматических производных 
ядрышка (nucleolus derived foci, NDF), формирование которых означает начало нуклеологенеза. Однако 
в «ранних» NDF наиболее отчетливо выявляются менее процессированные пре-рРНК, тогда как «поздние» 
NDF содержат преимущественно 28S рРНК. Полученные данные говорят о том, что различные формы 
пре-рРНК материнской клетки могут играть разную роль в формировании дочерних ядрышек, а одной 
из возможных функций NDF является участие в созревании пре-рРНК, сохраняющейся в цитоплазме 
при митозе. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ядрышко, митоз, цитоплазматические производные ядрышка (NDF), фибробласты 
мыши NIH/3Т3, флуоресцентная гибридизация in situ (FISH).
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ рРНК – рибосомная РНК; 47S пре-рРНК – 47S предшественник рРНК; NDF – цито-
плазматические производные ядрышка (nucleolus derived foci); PNB – пренуклеолярные тельца; 5'ВшТС, 
3'ВшТС – 5'- и 3'-внешние транскрибируемые спейсеры; ВнТС1, ВнТС2 – первый и второй внутренние 
транскрибируемые спейсеры; мякРНК – малые ядрышковые РНК; DAPI – 4',6-диамидино-2-фенилиндол; 
FISH – флуоресцентная гибридизация in situ (fluorescence in situ hybridization).

ВВЕдЕНИЕ
Ядрышко – основной структурный домен клеточ-
ного ядра, в котором происходят транскрипция ри-
босомных генов (рДНК), процессинг (созревание) 
первичных транскриптов пре-рРНК и сборка ри-
босомных частиц [1, 2]. У млекопитающих три типа 
цитоплазматических рРНК – 18S, 5.8S и 28S рРНК, 
синтезируются в ядрышках в виде единого предше-
ственника, или 47S пре-рРНК. Созревание 47S пре-

рРНК в зрелые рРНК представляет собой сложный 
многоступенчатый процесс, который, в дополнение 
к химическим модификациям 18S, 5.8S и 28S рРНК, 
включает удаление нескольких спейсерных участ-
ков, транскрибируемых в составе 47S пре-рРНК – 
5'-внешнего транскрибируемого спейсера (5'ВшТС), 
а также первого (ВнТС1) и второго (ВнТС2) вну-
тренних транскрибируемых спейсеров (рис. 1). 
Как известно, созревание 18S рРНК продолжает-
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ся около 20 мин, а 28S рРНК – около 40 мин, поэто-
му во фракции выделенных ядрышек выявляются 
не только первичные транскрипты рРНК, но и ча-
стично процессированные пре-рРНК разного разме-
ра [3]. У мыши наиболее короткоживущим является 
фрагмент длиной 650 п.н., расположенный с 5'-конца 
ВшТС – время его полужизни составляет не более 
2 мин [4]. Согласно существующим представлениям, 
у млекопитающих удаление внутренних спейсеров 
начинается после завершения синтеза и отделения 
первичного транскрипта пре-рРНК от матричной 
рДНК, а время их полужизни составляет не менее 
30 мин [3–5]. 

Хорошо известно, что у высших эукариот митоз 
сопровождается прекращением синтеза пре-рРНК, 
распадом ядрышка и выходом основных ядрышковых 
компонентов – белков и рРНК – в цитоплазму [6–10]. 
Методами биохимического [11, 12] и цитологического 
анализа [13] показано, что пре-рРНК, синтезирован-
ная перед митозом, сохраняется в цитоплазме клеток 
вплоть до его окончания, хотя роль этой стабильной 
пре-рРНК в митозе остается пока неизвестной. Не-
достаточно исследованы также особенности лока-
лизации различных форм пре-рРНК в митозе, хотя 
работы в этом направлении будут способствовать вы-
яснению их роли в восстановлении ядрышек на за-
вершающих стадиях митоза. 

Восстановление ядрышек при митотическом де-
лении клеток начинается сразу после расхождения 
хромосом к полюсам митотического веретена с по-
явления в цитоплазме многочисленных дискретных 
телец (диаметром 0.2–2.0 мкм), получивших название 
«дериваты ядрышка» (nucleolus derived foci, nDF). 
В составе nDF на сегодняшний день описаны многие 
белки зрелых ядрышек, участвующие в процессин-
ге пре-рРНК (В23/нуклеофозмин, С23/нуклеолин, 
фибрилларин и другие), u3 и u14 малые ядрышко-
вые РНК (мякРНК), а также зрелые 18S и 28S рРНК. 

Методами иммуноцитохимии [13, 14] и путем экс-
прессии белковых маркеров nDF, слитых с флуо-
ресцентными белками [7], показано, что при завер-
шении митоза количество nDF, содержащих белки 
раннего процессинга пре-рРНК (например, фибрил-
ларина), постепенно уменьшается. Напротив, белки, 
участвующие в поздних стадиях процессинга пре-
рРНК (например, В23/нуклеофозмин), сохраняются 
в nDF вплоть до периода G1 следующего клеточного 
цикла [15]. Наличие в nDF белков и мякРНК, необ-
ходимых для процессинга пре-рРНК в интерфазных 
ядрышках, позволяет высказать предположение, 
что в nDF могут осуществляться по крайней мере 
некоторые стадии созревания пре-рРНК, сохраня-
ющейся в клетках при митозе. Однако эксперимен-
тально это предположение до сих пор не проверяли, 
а присутствие разных форм пре-рРНК в «ранних» 
и «поздних» nDF практически не изучалось. 

Основная цель настоящей работы – сравнительный 
анализ локализации разных форм (интермедиатов) 
частично процессированной пре-рРНК и 28S рРНК 
на последовательных стадиях митоза в фибробла-
стах мыши линии nIH/3t3 методом флуоресцент-
ной гибридизации in situ и конфокальной лазерной 
микроскопии. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Культура клеток 
Фибробласты мыши линии nIH/3t3 приобретены 
в Российской коллекции клеточных культур Ин-
ститута цитологии РАН и свободны от микоплаз-
мы. Клетки выращивали в среде DMeM («ПанЭко», 
Россия), содержащей 10% эмбриональной сыворотки 
теленка («Hyclone», США), 2 мМ L-глутамина, ан-
тибиотики пенициллин и стрептомицин (по 250 ЕД 
каждого), при 370С и 5% СО

2
 и пересаживали дважды 

в неделю. 

5'
5'ВшТС 18S ВнТС1 5.8S ВнТС2 28S 3'ВшТС

3'
01 А0

1  2  3  4
02

47S пре-рРНК

Рис. 1. Структура первичного транскрипта (47S пре-рРНК) мыши и положение зондов, использованных для ги-
бридизации in situ. 5'ВшТС – 5'-внешний транскрибируемый спейсер, ВнТС1 – первый внутренний транскрибируе-
мый спейсер; ВнТС2 – второй внутренний транскрибируемый спейсер; 3'ВшТС – 3'-внешний транскрибируемый 
спейсер. 18S, 5.8S, 28S – фрагменты пре-рРНК, соответствующие зрелым рРНК. Горизонтальные черточки 
внизу – положение олигонуклеотидных зондов к 5'ВшТС – +2251/+2280 (зонд 1); к ВнТС1 – +6391/+6420 (зонд 
2); к ВнТС2 – +7471/+7500 (зонд 3), к 28S рРНК – +9571/9600 (зонд 4). 01, 02, A0 – известные сайты расщепле-
ния в составе пре-рРНК мыши. 
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Флуоресцентная гибридизация in situ 
В работе использовали олигонуклеотидные зонды, 
меченные с 5'-конца биотином и специфически вы-
являющие следующие участки 47S пре-рРНК мыши: 
коровый фрагмент 5'-внешнего транскрибируемого 
спейсера (5'ВшТС, зонд 1) – 5'aga gag aga ccg atg ccg- 
aca cac cga tgc (+2251/+2280); первый внутренний 
транскрибируемый спейсер (ВнТС1, зонд 2) – 5'aaa- 
cct ccg cgc cgg aac gcg aca gct agg (+6391/+6420); 
второй внутренний транскрибируемый спейсер 
(ВнТС2, зонд 3) – 5'cag aca acc gca ggc gac cga ccg gcc 
(+7471/+7500); фрагмент 28S рРНК (зонд 4) – 5'gag- 
gga acc agc tac tag atg gtt cga tta (+9571/+9600). Син-
тез зондов осуществлен фирмой «Синтол» (Россия); 
концентрация зондов в стоковых растворах состав-
ляла около 2 мкг/мкл. Положение зондов относитель-
но 47S пре-рРНК мыши показано на рис. 1. Из рис. 1 
видно, что зонд 1 выявлял менее процессированную 
форму пре-рРНК, зонды 2 и 3 могли гибридизовать-
ся как с длинной, так и с более короткими (т.е. более 
процессированными) формами пре-рРНК, а зонд 4 
выявлял, в основном, зрелую 28S рРНК, но мог ги-
бридизоваться и с незрелой пре-рРНК.

Клетки, выращенные на покровных стеклах, про-
мывали фосфатно-солевым буфером (ФСБ, 140 мМ 
nacl, 2.7 мМ Kcl, 1.5 мМ KH2

PO
4
 и 8.1 мМ na

2
HPO

4
, 

рН 7.2–7.4) и фиксировали 4% раствором форма-
лина («MP Biomedicals, Inc.», Франция) на ФСБ 
30 мин при комнатной температуре. Промывали 
ФСБ (3 × 5 мин), обрабатывали 0.5% Тритоном Х-100 
(10 мин при 4оС), промывали ФСБ, а затем двукрат-
ным стандартным солевым буфером (2×SSc, 0.3 M 
nacl, 0.03 M na

3
С

6
Н

5
О

7
, рН 7.0) 5 мин.

Гибридизационная смесь содержала 50% деионизо-
ванного формамида («Sigma», США), 10% декстран-
сульфата («Loba chemie, Fischamend», Австрия), 5% 
20×SSc (3 M nacl, 0.3 M na

3
С

6
Н

5
О

7
, рН 7.0) и 8 нг/мкл 

олигопроб. Гибридизацию проводили во влажной ка-
мере в течение 16 ч при 42оС. Затем клетки последо-
вательно промывали 50% формамидом («Panreac», 
Испания) на 2×SSc (3 × 10 мин) при 42оС, 2×SSc 
при 42оС (10 мин) и 2×SSc (10 мин) при комнат-
ной температуре. Места гибридизации выявляли 
с помощью авидина, конъюгированного с родами-
ном («roche», Швейцария), при разведении 1 : 200 
в буфере, содержащем 4×SSc (0.06 M nacl, 0.06 M 
na

3
С

6
Н

5
О

7
, рН 7.0), в течение 1 ч при комнатной тем-

пературе. Затем клетки промывали 4×SSc (10 мин) 
и ФСБ (3 × 10 мин). Хроматин и хромосомы окраши-
вали красителем DAPI (1 мкг/мл, 4',6-diamidino-2-
phenylindole, «Sigma») в течение 10 мин. Клетки за-
ключали в Мовиол («calbiochem», США) и изучали 
с помощью конфокального лазерного сканирующего 
микроскопа LSM510 DuoScanMetA («carl Zeiss», 

Германия), оснащенного аргоновым (Ar) и гелий-
неоновым (He-ne) лазерами, используя иммерсион-
ный объектив Plan-Apochromat 63×/ЧА (числовая 
апертура) 1.40. Для контроля фиксированные клетки 
обрабатывали РНКазой  А (200 мкг/мл) на ФСБ в те-
чение 30 мин при 37оС как подробно описано ранее 
[16]. Обработка РНКазой  А полностью блокировала 
появление флуоресцентных сигналов в ядрышках 
в интерфазе, а также в митотических клетках после 
проведения FISH (не иллюстрировано). В контроле 
и опыте на каждую из стадий нами проанализирова-
но не менее 20 клеток.

РЕЗУЛьТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ
На рис. 2 показана локализация пре-рРНК и 28S 
рРНК в интерфазных клетках nIH/3t3. Вид-
но, что все формы пре-рРНК выявляются только 
в ядрышках (рис. 2А,Б), а 28S рРНК присутствует 
как в ядрышке, так и в цитоплазме в зрелых рибосо-
мах (рис. 2В). Эти наблюдения хорошо соответствуют 
данным, опубликованным другими авторами [5, 7, 14], 
однако отличаются более яркими и четкими гибриди-
зационными сигналами. Мы полагаем, что это связано 
как с эффективностью мечения олигонуклеотидных 
зондов, так и с условиями постановки реакции FISH, 
включая параметры отмывки в буферах, которые 
позволяют удалять несвязанные зонды и тем самым 
уменьшать фоновое (неспецифическое) свечение.

Клетки на начальной стадии митоза – в профа-
зе – мы идентифицировали по наличию длинных 
конденсированных хромосом, отчетливо выявляе-
мых красителем DAPI в ядрах (рис. 2Г'–Е'). Извест-
но, что в профазе все белки, участвующие в про-
цессинге пре-рРНК, выходят из ядрышек в ядро 
и диффузно располагаются между хромосомами [9, 
16–18]. К таким белкам, в частности, относятся фи-
брилларин (фактор раннего процессинга пре-рРНК) 
[19], В23/нуклеофозмин (фактор сборки рибосом) [20] 
и SurF-6 (фактор позднего процессинга пре-рРНК) 
[16, 17]. Результаты настоящей работы показывают, 
что, в отличие от белков, незрелые рРНК, выявля-
емые зондами к 5'ВшТС (рис. 2Г), ВнТС1 (рис. 2Д), 
ВнТС2 (не иллюстрировано), а также к 28S рРНК 
(рис. 2Е), в профазе располагаются преимуществен-
но в области ядрышек и практически отсутствуют 
в ядре. Нам не удалось обнаружить различий в лока-
лизации пре-рРНК, выявляемых зондами к ВнТС1 
и ВнТС2. Различия в поведении пре-рРНК и белков, 
участвующих в ее созревании, при распаде ядрышка 
до сих пор описаны не были. Логично предположить, 
что они отражают частичное разрушение комплексов 
пре-рРНК с белками, сопровождающее прекращение 
процессинга пре-рРНК, синтезированной до начала 
или в самом начале митоза.
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Рис. 2. Выявление 
пре-рРНК в клет-
ках NIH/3T3 
методом флуо-
ресцентной 
гибридизации in 
situ с зондами 
к 5'ВшТС (зонд 1) 
(А, Г, Ж), ВнТС1 
(зонд 2) (Б, д, З) 
и 28S рРНК (зонд 
4) (В, е, И) в ин-
терфазе (А–В), 
профазе (Г–е) 
и прометафазе 
(Ж–И) митоза. 
А–И – локали-
зация пре-рРНК 
и 28S рРНК; 
А'–И' – окраска 
хроматина в ин-
терфазе и хро-
мосом в митозе 
красителем DAPI. 
як – ядрышки; 
ц – цитоплазма; 
стрелки – пе-
рихромосомный 
материал. Мас-
штабные линии 
5 мкм.
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Распад ядерной оболочки означает переход клетки 
из профазы в прометафазу и проявляется в дополни-
тельной конденсации хромосом и изменении контура, 
занимаемой ими области. Известно, что в промета-
фазе завершается распад ядрышка, а большинство 
ядрышковых белков выходит в цитоплазму [15]. Со-
гласно результатам нашей работы, в прометафазе 
все формы пре-рРНК отчетливо проявляются в ци-
топлазме и на поверхности хромосом (рис. 2Ж,З). 
Однако флуоресцентные сигналы, проявляемые зон-
дом к 5'ВшТС, присутствовали на поверхности лишь 
некоторых хромосом (рис. 2Ж), тогда как сигналы, 
выявляемые зондами к ВнТС1 (рис. 2З) и ВнТС2 (не 
иллюстрировано), видны на поверхности всех хромо-
сом. Аналогичную закономерность наблюдали также 
на последующей стадии митоза – в метафазе, ког-
да хромосомы формируют характерную пластинку 
в центре клетки (рис. 3А–В'). Однако различия в ло-

кализации разных форм пре-рРНК особенно выра-
жены в анафазе, когда хромосомы расходятся к по-
люсам веретена (рис. 3Г–Е'). Сравнение рис. 3Г и 3Д 
показывает, что зонд к ВнТС2 ярко окрашивает по-
верхность хромосом, тогда как зонд к 5'ВшТС c по-
верхностью хромосом практически не гибридизуется. 
Эти наблюдения позволяют заключить, что, в отли-
чие от более зрелых (коротких) форм пре-рРНК, вы-
являемых зондами к ВнТС1 и ВнТС2, менее зрелая 
пре-рРНК, обнаруживаемая зондом к 5'ВшТС, не пе-
реносится хромосомами из материнской в дочерние 
клетки. 

Распад ядрышка в профазе приводит к выходу 
в цитоплазму не только непроцессированных форм 
пре-рРНК, но и 28S рРНК (рис. 2Е). Поэтому, начи-
ная с ранней прометафазы, метод FISH не позволяет 
различить 28S рРНК ядрышкового и цитоплазма-
тического происхождения. В поздней прометафа-

Рис. 3. Выявление 
пре-рРНК в клетках 
NIH/3T3 с зонда-
ми к 5'ВшТС (зонд 
1) (А, Г) и ВнТС2 
(зонд 3) (Б, д) 
и 28S рРНК (зонд 
4) (В, е) методом 
FISH в метафазе 
(А–В) и анафазе 
(Г–е) митоза. 
А–е – локализация 
пре-рРНК и 28S 
рРНК; А'–е' – 
окраска хрома-
тина и хромосом 
красителем DAPI. 
ПХМ – перихромо-
сомный материал; 
стрелки – цито-
плазматические 
дериваты ядрышка 
(Г, д); ПХМ (В). 
Масштабные линии 
5 мкм.
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Рис. 4. Выявление пре-рРНК в клетках NIH/3T3 с зон-
дами к 5'ВшТС (зонд 1) (А, В) и 28S рРНК (зонд 4) (Б, 
Г) методом FISH в ранней телофазе (А, Б) и поздней 
телофазе (В, Г) митоза. А–Г – локализация пре-рРНК 
и 28S рРНК; А'–Г'' – окраска хроматина и хромосом 
красителем DAPI. як – ядрышки; стрелки – NDF. Мас-
штабные линии 10 мкм.

зе (рис. 2И), метафазе (рис. 3В) и анафазе (рис. 3Е) 
FISH-сигналы, выявляемые зондом к 28S рРНК, 
располагаются в цитоплазме. Кроме того, во многих 
клетках более интенсивные сигналы видны на по-
верхности хромосом в виде перихромосомного ма-
териала (рис. 3В,Е). Присутствие перихромосом-
ного материала, выявляемого пробой к 28S рРНК, 
может объясняться наличием как зрелой пре-рРНК, 
так и незрелой 28S рРНК. Это предположение на-
ходится в соответствии с результатами электронно-
микроскопического анализа митотических хромосом 
in situ, согласно которым на поверхности хромосом 
находятся РНП-частицы, по размерам соответ-
ствующие рибосомам. Они представляют собой один 

из основных структурных компонентов так назы-
ваемого перихромосомного материала, или слоя [21]. 
Известно, что ядрышковые белки, входящие в со-
став перихромосомного материала, используются 
для построения ядрышек дочерних клеток. Напро-
тив, белковый материал, не входящий в состав пе-
рихромосомного слоя, в этом процессе, скорее всего, 
не участвует [22–24]. Можно предположить, что ана-
логичная закономерность существует и на уровне 
различных форм пре-рРНК, т.е. менее процессиро-
ванные формы пре-рРНК (например, формы, выяв-
ляемые зондом к 5'ВшТС) в состав формирующихся 
ядрышек не включаются. 

Согласно современным представлениям, одна 
из наиболее ранних стадий восстановления ядрыш-
ка в митозе у млекопитающих соответствует образо-
ванию nDF – цитоплазматических телец, основным 
компонентом которых являются белки, участвую-
щие в процессинге рРНК [18]. Однако в клетках 
как животных, так и растений в составе nDF описа-
ны также некоторые формы рРНК, включая зрелые 
рРНК и пре-рРНК [7, 13, 15]. Результаты, получен-
ные в настоящей работе, однозначно говорят о том, 
что в клетках мыши nDF также содержат пре-рРНК, 
хотя характер мечения nDF зондами к разным фор-
мам пре-рРНК различается на разных стадиях ми-
тоза. «Ранние» nDF, т.е. nDF в анафазе (рис. 3Г'–Е') 
и начале телофазы (рис. 4А'), преимущественно ме-
тятся зондом к 5'ВшТС (рис. 3Г; 4А), но практически 
не метятся зондом к 28S рРНК (рис. 3Е; 4Б). Напро-
тив, в поздней телофазе и в периоде G1 (рис. 4В',Г') 
nDF выявляются зондом к 28S рРНК (рис. 4Г), но 
практически не метятся зондами к  5'ВшТС (рис. 4В), 
ВнТС1 и ВнТС2 (не иллюстрировано). Примечатель-
но, что «поздние» nDF, выявляемые зондом к 28S 
рРНК (рис. 4Г), имеют более крупные размеры, чем 
nDF, которые выявляются на той же стадии митоза 
зондом к 5'BшТС (рис. 4В).

Эти наблюдения позволяют заключить, что на за-
вершающих стадиях митоза состав nDF постепенно 
изменяется: из них исчезают менее процессирован-
ные пре-рРНК, но сохраняются или накапливаются 
более зрелые рРНК. Эти наблюдения свидетельству-
ют в пользу участия nDF в процессинге пре-рРНК, 
сохраняющейся при клеточном делении. Необходи-
мо отметить, что nDF не содержат рДНК и потому 
не способны к синтезу 47S пре-рРНК [15]. nDF – 
структуры, более короткоживущие, чем ядрышки, 
и если процессинг пре-рРНК в них действительно 
происходит, то только в ограниченный отрезок вре-
мени, совпадающий с окончанием митоза. Биоло-
гический смысл этого явления может заключаться 
в рациональном использовании пре-рРНК, синтези-
рованной до митоза, и в обеспечении клетки допол-



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 3  № 4 (11)  2011 | ActA nAturAe | 111

только после разработки подходов, позволяющих со-
четать высокочувствительную гибридизацию in situ 
с зондами к различным последовательностям пре-
рРНК с выявлением маркерных белков пренуклео-
лярных телец. 

ВЫВОдЫ 
Предложена методика высокочувствительного вы-
явления разных форм пре-рРНК и зрелой 28S рРНК 
в митотических фибробластах мыши nIH/3t3 с ис-
пользованием олигонуклеотидных зондов, меченных 
биотином. Показано, что пре-рРНК дольше сохраня-
ется в распадающихся ядрышках, чем белки, уча-
ствующие в ее процессинге, и не деградирует в мито-
зе. На хромосомах из материнской в дочерние клетки 
переносятся лишь некоторые формы пре-рРНК. Пре-
рРНК и 28S рРНК выявляются в составе цитоплаз-
матических ядрышковых дериватов (nDF) сразу по-
сле их образования в анафазе или ранней телофазе. 
Однако незрелая пре-рРНК исчезает из состава nDF 
раньше 28S рРНК. Это наблюдение свидетельствует 
в пользу участия nDF в процессинге пре-рРНК, со-
храняющейся в цитоплазме клеток при митозе.  

Настоящая работа выполнена при финансовой 
поддержке Министерства образования и науки РФ 

(государственные контракты № 14.740.11.0121 
и 14.740.11.0925).

нительными рибосомами на стадии активного роста 
после деления.

Структурами, участвующими в формировании 
ядрышек на завершающих стадиях митоза, явля-
ются также пренуклеолярные тельца (PnB – pre-
nucleolar bodies), называемые также проядрышками 
или предъядрышками [15]. Подобно nDF, пренуклео-
лярные тельца представляют собой дискретные об-
разования размером до 1 мкм, содержащие ядрышко-
вые факторы процессинга рРНК. В отличие от nDF, 
эти тельца формируются не в цитоплазме, а в ядрах 
дочерних клеток [25, 26]. Основные маркеры этих 
телец – белки, и вопрос о присутствии различных 
форм пре-рРНК и зрелых рРНК в пренуклеоляр-
ных тельцах изучен плохо. Тем не менее показано, 
что пренуклеолярные тельца клеток HeLa и СМТ3 
(зеленая мартышка), а также клеток растений 
(Pisum sativum и Allium сepa) могут содержать 32S 
пре-рРНК и зрелые 28S рРНК, хотя присутствие 18S 
рРНК в пренуклеолярных тельцах не очевидно ([15], 
таблица и ссылки там). Наши наблюдения показа-
ли, что в клетках nIH/3t3 пренуклеолярные тельца 
гибридизуются с теми же зондами, что и nDF, хотя 
«ранние» проядрышки практически не выявляются 
зондом к 28S рРНК (рис. 4Б,Б’), то есть, по-видимому, 
ее не содержат. Однако особенности состава рРНК 
в пренуклеолярных тельцах на разных стадиях су-
ществования требуют специального изучения. На ци-
тологическом уровне эта задача может быть решена 
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РЕФЕРАТ Мероцианин 540 (МЦ540) используется в качестве фотосенсибилизатора (ФС) для инактивации 
бактерий. Известно, что в дистиллированной воде МЦ540 находится в мономерной и димерной формах, 
а при добавлении солей формируются крупные агрегаты, обнаруживаемые методом резонансного светорас-
сеяния (РСР). Способностью к фотогенерации синглетного кислорода обладают только мономеры МЦ540. 
В настоящей работе изучено влияние агрегатного состояния 25 мкМ МЦ540 на скорость фотосенсибили-
зированной (546 нм) инактивации Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa. С этой целью бактерии  
облучали в дистиллированной воде и в 0.25 М растворе NaCl, где ФС находился в основном в форме крупных 
агрегатов. Показано, что в присутствии соли скорость гибели P. aeruginosa была в 10 раз, а S. aureus – в 30 
раз выше, чем в дистиллированной воде. Одновременно в солевом растворе фотоокисление МЦ540 ускоря-
лось примерно в 30 раз. Таким образом, агрегация МЦ540 в присутствии 0.25 М NaCl способствовала значи-
тельному повышению эффективности фотосенсибилизированной инактивации P. aeruginosa и S. aureus. 
Полученные данные указывают на возможность переключения механизма фотосенсибилизации, индуци-
рованного добавлением соли, с фотогенерации МЦ540 синглетного кислорода на свободнорадикальный. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА фотодинамическая антимикробная терапия, мероцианин 540, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ КОЕ – колониеобразующая единица; ККА – критическая концентрация агрегации; 
МЦ540 – мероцианин 540; РСР – резонансное светорассеяние; ФС – фотосенсибилизатор. 

ВВЕдЕНИЕ 
Поиск эффективных способов антибактериальной 
защиты привел к созданию антимикробной фото-
динамической терапии. Впервые фотодинамический 
эффект был описан Раабом, а термин «фотодинами-
ческая реакция» ввел Таппейнер в 1900 и 1904 гг. со-
ответственно (цит. по [1]). Фотодинамическая инак-
тивация бактерий основана на воздействии света 
в присутствии фотосенсибилизаторов (ФС) и моле-
кулярного кислорода. Под действием света ФС акти-
вируется, производя свободные радикалы или син-
глетный кислород, которые становятся губительными 
для инфекционных агентов. 

Известно, что МЦ540 способен инактивировать ин-
фекционные агенты [2–5], при этом протекают два 
типа фотодинамических реакций: реакции типа I, 
в которых ФС в триплетном возбужденном состоя-
нии взаимодействует непосредственно с субстратом, 
а не с молекулярным кислородом. В таких реакци-
ях происходит перенос электрона (или водорода) 
между молекулой ФС в триплетном возбужденном 
состоянии и субстратом в основном состоянии. В за-
висимости от реагирующей пары возможен пере-
нос как с субстрата на сенсибилизатор, так и с ФС 
на субстрат. В результате образуются свободные ра-
дикалы, а кислород подключается к этим реакциям 
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на более поздних стадиях, приводя к фотоокислению 
субстрата [6]. 

В реакциях типа II первичным является взаимо-
действие ФС в триплетном возбужденном состоянии 
с молекулярным кислородом. В результате тако-
го взаимодействия образуется возбужденный син-
глетный кислород или супероксид-анион-радикал. 
Главная роль в последующих реакциях чаще всего 
принадлежит синглетному кислороду, который взаи-
модействует с субстратом, окисляя его. Также мо-
жет происходить отрыв электрона от возбужденного 
ФС с образованием супероксид-аниона. В последую-
щих реакциях окисления субстрата участвуют уже 
супероксид-анион и образующиеся из него другие 
активные формы кислорода [6]. 

В предварительных исследованиях in vitro было 
показано, что агрегаты МЦ540 выцветают значитель-
но быстрее, чем мономеры и димеры [7, 8]. Наиболее 
чувствительным и селективным методом изучения 
агрегации красителей является резонансное свето-
рассеяние (РСР), т.е. резкое усиление рэлеевского 
рассеяния света в области полосы поглощения агреги-
рованных молекул красителей. Оно свойственно рас-
творам сильно поглощающих хромофоров, образую-
щих крупные агрегаты, в которых устанавливается 
экситонное взаимодействие между π-электронными 
системами молекул красителя [9]. 

В нашей работе описано влияние хлорида натрия 
на агрегацию МЦ540, скорость его фотовыцветания 
и фотосенсибилизированную инактивацию бактерий 
Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Реактивы
Мероцианин 540 (МЦ540, «Sigma», США); nacl «х. ч.» 
(«РЕАХИМ», Россия). Маточный раствор МЦ540 
(10-3 М) готовили в дистиллированной воде в день 
опыта. Рабочие 25 мкМ растворы получали путем 
разведения маточного раствора в воде или в 0.25 М 
растворе nacl. 

Растворы мероцианина 540 и суспензии микроор-
ганизмов облучали светом ртутно-кварцевой лампы 
ДРШ-250 (Зеленоград, Россия). Монохроматический 
свет выделяли при помощи стеклянного светофиль-
тра «546 нм» (Россия). 

Интенсивность света измеряли при помощи ка-
либрованного для 546 нм фотодиода ИМ-1-2 (Рос-
сия). Растворы МЦ540 облучали при непрерывном 
перемешивании на магнитной мешалке в кюветах 
толщиной 1 см при боковом освещении и темпера-
туре 23°С. 

Спектры поглощения регистрировали на спектро-
фотометре Shimadzu uV-1601 Pc (Япония). 

Спектры резонансного светорассеяния регистри-
ровали на спектрофлуориметре Shimadzu rF-1501 
(Япония). Для регистрации спектров использовали 
кварцевые кюветы толщиной 1 см. В измеренные 
спектры РСР вносили поправки на эффекты вну-
треннего светофильтра и на чувствительность прибо-
ра согласно методу, описанному в работе Тихомирова 
и соавт. [10]. 

Культуры клеток 
В работе использовали клинический изолят штамма 
78 S. aureus (Sa78) и штамма 104 P. aeruginosa (Pa104) 
из коллекции микроорганизмов ФГБУ НИИЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи Минздравсоцразвития России. 

Приготовление суспензии клеток 
S. aureus и P. aeruginosa инкубировали в течение 12 ч 
при 37°c в питательном бульоне Brain Heart Infusion 
(«Difco», США), разводили в фосфатно-солевом бу-
фере до достижения оптической плотности (D600

), рав-
ной 1, что соответствует концентрации 109 КОЕ/мл. 
Бактериальную суспензию (1 мл) дважды отмывали 
центрифугированием в стерильной дистиллирован-
ной воде (7000 об/мин, 3 мин) и ресуспендировали 
в 10 мл стерильной дистиллированной воды. 

Для получения облучаемых образцов 50 мкМ рас-
твор МЦ540 в дистиллированной воде смешивали 
в соотношении 1 : 1 с бактериальной культурой в дис-
тиллированной воде. Образец 25 мкМ МЦ540 в соле-
вом растворе готовили, смешивая 100 мкМ МЦ540, 
1 М nacl и суспензию бактерий в соотношении 1 : 1 : 2 
соответственно. До облучения образец МЦ540 с итого-
вой концентрацией 25 мкМ инкубировали с клетками 
в течение 10 мин в темноте при комнатной темпера-
туре. После облучения делали серию десятикратных 
разведений образцов на агаризованной среде ГРМ-1 
(Оболенск, Россия) и разливали в чашки Петри. Обра-
ботанные и контрольные образцы инкубировали в тер-
мостате при 37°С. Выросшие колонии подсчитывали 
через 24 ч. Бактерицидный эффект определяли как со-
отношение выживших бактерий в опыте и в контроле. 

Кинетика фотовыцветания МЦ540 
и фотоинактивации бактерий 
Кинетический анализ фотовыцветания 25 мкМ 
МЦ540 в дистиллированной воде и в растворе хло-
рида натрия (0.25 М) проведен на начальном участке 
дозовой зависимости (соответствующей моноэкспо-
ненциальной зависимости распада ФС), построен-
ной в полулогарифмических координатах. Констан-
та фотовыцветания (м2/кДж) найдена по формуле: 
k D D F= ( )ln 0

, где D
0
 и D – оптическая плотность 

при длине волны 518 нм в начальный момент времени 
и при дозе облучения F (кДж/м2) соответственно. 
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Кинетический анализ фотоинактивации бактерий 
P. aeruginosa и S. aureus в 25 мкМ МЦ540 в дистил-
лированной воде и в растворе хлорида натрия (0.25 
М) был проведен на начальном участке дозовой за-
висимости, построенной в полулогарифмических 
координатах. Константа фотоинактивации бактерий 
найдена по формуле:

β = ( )ln KOE KOE0 F , 

где КОЕ
0
 и КОЕ – способность к колониеобразованию 

в начальный момент времени и при дозе облучения F 
(кДж/м2) соответственно. 

Статистический анализ 
Рассчитывали средние значения определяемых ве-
личин и стандартную ошибку среднего: SEM s n= ± , 
где s – выборочное среднее квадратичное отклоне-
ние. 

РЕЗУЛьТАТЫ 

Спектры поглощения МЦ540 
Спектры поглощения МЦ540 в водных и водно-
солевых растворах различаются как по амплитуде, 
так и по форме. 

На спектре поглощения МЦ540 в воде видны два 
максимума (рис. 1, кривая 1): около 500 и 533 нм, 
которые приписывают димерам и мономерам соот-
ветственно, их называют «водные максимумы» [11]. 
При добавлении 0.25 М хлористого натрия водные 

максимумы исчезают и появляется новая полоса по-
глощения с максимумом около 518 нм и двумя пле-
чами около 570 и 620 нм (рис. 1, кривая 2). Эта новая 
полоса обусловлена образованием агрегатов [12], 
что подтверждается появлением полосы РСР [10] 
(рис. 1, кривая 4). 

Спектры РСР, измеренные в тех же условиях, 
что и спектры поглощения, приведены на рис. 1 
(рис. 1, кривые 3 и 4). В отсутствие солей в реги-
стрируемом спектре РСР (рис. 1, кривая 3) вид-
на небольшая полоса около 550 нм, обусловленная 
флуоресценцией МЦ540 в антистоксовской области 
(0'-0-переход). В области поглощения как мономе-
ров, так и димеров МЦ540 резонансное светорас-
сеяние отсутствует. В 0.25 М nacl возникает полоса 
РСР, что доказывает факт возникновения агрегатов 
МЦ540. Форма спектра РСР напоминает спектр по-
глощения МЦ540 в солевом растворе. Спектр погло-
щения в водно-солевом растворе имеет интенсив-
ную, симметричную и неструктурированную полосу 
с максимумом около 518 нм и два менее интенсивных 
плеча 580 и 620 нм. Спектр РСР похож на спектр по-
глощения. Наиболее интенсивная полоса светорас-
сеяния перекрывается с интенсивной полосой по-
глощения, но немного сдвинута в длинноволновую 
сторону, и в ней просматривается тонкая структура 
с максимумами около 506 и 528 нм. С длинноволновой 
стороны от главной полосы РСР, как и в спектре по-
глощения, наблюдается хвост (рис. 1, кривая 4). 

На рис. 2 показана зависимость интенсивности 
РСР от концентрации nacl, добавленного в раствор 

Рис. 1. Спектры поглощения (1, 2) и резонансного 
светорассеяния (3, 4) раствора МЦ540 (25 мкМ) в дис-
тиллированной воде (1, 3) и в 0.25 М NaCl (2, 4).
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Рис. 2. Зависимость интенсивности РСР при 510 нм 
в 7.6 мкМ растворе МЦ540 от концентрации NaCl. 
Стрелкой показана критическая концентрация агре-
гации (ККА) для NaCl, выше которой начинается 
формирование агрегатов МЦ540, обнаруживаемых 
методом РСР.
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7.6 мкМ МЦ540. Видно, что при концентрациях соли 
ниже 0.25 М сигнал РСР отсутствует. При дальней-
шем повышении концентрации соли начинается 
резкий рост интенсивности светорассеяния, свиде-
тельствующий об образовании агрегатов красителя. 
Концентрацию соли, выше которой наблюдается об-
разование агрегатов, мы назвали критической кон-
центрацией агрегации (ККА). Заметим, что величина 
ККА остается неизменной при замене nacl на Kcl, 
т.е. она зависит только от валентности катионов соли. 
Определение значений ККА проведено нами в ин-
тервале концентраций МЦ540 от 5 до 25 мкМ. За-
висимость величины ККА от концентрации МЦ540 
представлена на рис. 3. Видно, что зависимость ККА 
от концентрации МЦ540 описывается гиперболой, 
причем во всем исследованном диапазоне концен-
траций произведение [ККА] × [МЦ540] остается по-
стоянной величиной, равной (1.4 ± 0.05) × 10-6 М2. Это 
произведение является произведением растворимо-
сти МЦ540 (подобно произведению растворимости 
воды). Данные рис. 3 позволяют рассчитать долю не-
ионизированной формы МЦ540, входящей в состав 
агрегатов. В 25 мкМ растворах МЦ540 в присутствии 
0.25 М nacl эта доля составляет более 3/4 от всех мо-
лекул МЦ540.

Фотовыцветание МЦ540 
При облучении МЦ540 в воде и в растворе 0.25 М 
nacl фотовыцветание происходит неодинаково.

В спектрах поглощения МЦ540 в воде с увели-
чением дозы облучения видно одинаковое падение 
оптической плотности (рис. 4А) в обоих «водных мак-
симумах», соответствующих мономерам и димерам 
МЦ540. Форма спектра в использованном диапазоне 
доз облучения при этом не меняется. 

В присутствии nacl фотовыцветание МЦ540 про-
исходило значительно быстрее, чем в воде (рис. 4Б). 
При этом в ходе облучения наблюдалось также из-
менение формы спектров поглощения. Примерно 
с 10 мин облучения становится заметным исчезнове-
ние максимума около 518 нм и все отчетливее прояв-
ляются «водные максимумы» (вставка на рис. 4Б). 

На рис. 5 видно, что начальный участок дозо-
вых кривых фотовыцветания МЦ540 как в воде, 
так и в 0.25 М растворе nacl в полулогарифмических 
координатах отображается прямой линией, т.е. может 
быть описан моноэкспоненциальной функцией. 

Из наклона прямых были рассчитаны (см. «Экс-
периментальную часть») константы фотовыцветания 
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25 мкМ МЦ540 (k), составившие в дистиллированной 
воде (70 ± 3) × 10-6 м2/кДж и (2080 ± 80) × 10-6 м2/кДж 
в 0.25 М растворе хлорида натрия. Видно, что ско-
рость фотовыцветания МЦ540 в присутствии 0.25 
М nacl примерно в 30 раз выше, чем в дистиллиро-
ванной воде. В солевом растворе МЦ540 находится 
в основном в агрегированном состоянии, поэтому 
агрегатам принадлежит главная доля в измеряемой 
оптической плотности. Соответственно более быстрое 
фотовыцветание МЦ540 в солевом растворе по срав-
нению с дистиллированной водой может быть объ-
яснено более высокой фотолабильностью агрегатов 
по сравнению с димерами и мономерами МЦ540.

На рис. 6 представлены дозовые кривые фото-
сенсибилизированной 25 мкМ МЦ540 инактивации 
S. aureus в дистиллированной воде (рис. 6, кривая 2) 
и в растворе 0.25 М nacl (рис. 6, кривая 1) в полуло-
гарифмических координатах. 

Облучение клеток в отсутствие фотосенсибили-
затора не приводило к инактивации ни в дистилли-
рованной воде (рис. 6, кривая 3), ни в 0.25 М nacl 
(рис. 6, кривая 4). В предварительных экспериментах 
было установлено, что инкубация клеток P. aerugino-
sa и S. aureus в 25 мкМ растворе МЦ540 без облуче-
ния не оказывала на них бактерицидного действия 
(данные не приведены). 

Константы скорости фотосенсибилизирован-
ной МЦ540 инактивации бактерий, рассчитанные 
как описано в «Экспериментальной части», представ-
лены в таблице. Видно, что фотосенсибилизирован-
ная 25 мкМ МЦ540 инактивация S. aureus в присут-

ствии соли происходила значительно быстрее, чем 
в дистиллированной воде. 

На рис. 7 представлены дозовые кривые фотосен-
сибилизированной МЦ540 инактивации P. aeruginosa 
в дистиллированной воде (кривая 2) и в 0.25 М nacl 
(кривая 1). Облучение в отсутствие МЦ540 не при-
водило к инактивации ни в дистиллированной воде 
(кривая 3), ни в растворе 0.25 М nacl (кривая 4). 

При облучении в присутствии МЦ540 на начальных 
участках дозовых кривых наблюдалось плечо, когда 
инактивации P. aeruginosa не происходило (рис. 7, 
кривые 1 и 2). Начальный нелинейный участок кри-
вых 1 и 2 (рис. 7) обусловлен, скорее всего, процесса-
ми репарации фотоповреждений, которые успевают 
компенсировать повреждающее действие антими-
кробной фотодинамической терапии на ранних эта-
пах фотоинактивации. При больших дозах облучения 
кривые инактивации принимали экспоненциальный 
характер и спрямлялись в полулогарифмических ко-
ординатах. Экстраполяция прямолинейных участков 
до пересечения с горизонталью, соответствующей 
значению ln KOE KOE0( ) = 0, позволила определить 
дозы, с которых начинались прямолинейные участки. 
Эти дозы мы назвали пороговыми (F

п
). Для водных 

суспензий F
пв 

= 140 кДж/м2, для суспензии клеток 
в солевом растворе F

пс 
= 81 кДж/м2. В расчет кон-

станты фотоинактивации было введено изменение, 
учитывающее значение пороговой дозы: 

β = ( ) −ln ( )KOE KOE0 F F(F – F
п
), 
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25 мкМ МЦ540 инактивации S. aureus в дистиллирован-
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где КОЕ
0 
и КОЕ – способность к колониеобразованию 

в начальный момент времени и при дозе облучения 
(F – F

п
) (кДж/м2) соответственно. 

Значения констант фотоинактивации приведены 
в таблице. 

Видно, что в присутствии соли фотосенсибили-
зированная инактивация P. aeruginosa происходит 
примерно в 10 раз эффективнее, чем в дистиллиро-
ванной воде. 

ОБСУЖдЕНИЕ
Известно, что агрегатное состояние МЦ540 влияет 
на тип фотодинамических реакций и образование 
активных продуктов, которые приводят к повреж-
дению биологических молекул [13], а также на ско-
рость фотовыцветания МЦ540 [7, 8]. Утверждалось, 
что основным механизмом бактерицидного действия 
ФС является продукция синглетного кислорода (¹O

2
) 

[5, 14]. В то же время показано, что синглетный кис-

лород способен фотогенерировать только мономер-
ные формы МЦ540 [15]. 

В данной работе нами изучено влияние агрегатного 
состояния МЦ540 в присутствии 0.25 М хлористого 
натрия на скорость его фотовыцветания и скорость 
фотосенсибилизированной 25 мкМ МЦ540 инакти-
вации бактерий. Расчеты, основанные на данных 
рис. 2 и 3, показывают, что при таких концентраци-
ях nacl и МЦ540 3/4 молекул красителя находятся 
в агрегированном состоянии. В ранее опубликован-
ных работах по фотосенсибилизированной МЦ540 
инактивации бактерий не пытались воздействовать 
на агрегатное состояние этого красителя и, тем са-
мым, на эффективность инактивации [2, 3]. 

МЦ540 – анионный ФС, в дистиллированной воде 
он существует в виде мономеров и димеров, имеющих 
максимумы поглощения около 533 и 500 нм соответ-
ственно [11]. Поскольку клеточная стенка бактерий 
несет на себе отрицательный заряд [16–19], равно 
как мономеры и димеры МЦ540, из-за электростати-
ческого отталкивания проникновение ФС в клеточ-
ную стенку бактерий затрудняется. При этом сни-
жается эффективность фотосенсибилизированной 
МЦ540 инактивации бактерий. Однако при добавле-
нии соли ее катионы экранируют анионную группу 
МЦ540, что приводит к снижению электростатиче-
ского отталкивания между молекулами МЦ540 и об-
разованию крупных агрегатов ФС, обнаруживаемых 
методом РСР. Кроме того, катионы соли также экра-
нируют отрицательные заряды в клеточной стенке 
бактерий, что может облегчать взаимодействие ФС 
с бактериями. 

В нашей работе методом РСР было показа-
но, что для каждой концентрации МЦ540 в во-
дном растворе при добавлении солей существу-
ет критическая концентрация агрегации (ККА) 
для соли, выше которой начинается агрегация 
МЦ540 (рис. 2). Причем произведение ККА на кон-
центрацию МЦ540 в растворах одновалентных ка-
тионов является постоянной величиной, равной 
[ККА] × [МЦ540] = (1.4 ± 0.05) × 10-6 М2. 

Полученные результаты свидетельствуют, что 
скорость фотовыцветания 25 мкМ МЦ540 в 0.25 М 
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Рис. 7. Дозовые кривые фотосенсибилизированной 
25 мкМ МЦ540 инактивации P. aeruginosa в дистил-
лированной воде (2) и в 0.25 М NaCl (1). 3 и 4 – фото-
инактивация P. aeruginosa в дистиллированной воде 
и в 0.25 М NaCl без МЦ540 соответственно.

Константы фотоинактивации (β, м2/кДж) для P. aeruginosa и S. aureus в 25 мкМ МЦ540 в дистиллированной воде 
и в 0.25 М растворе NaCl 

P. aeruginosa 104 S. aureus 78 

в воде в 0.25 М растворе nacl в воде в 0.25 М растворе nacl

(6700±600) × 10-6 (66900±2500) × 10-6 (500±60) × 10-6 (13800±600) × 10-6
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nacl примерно в 30 раз выше, чем в дистиллиро-
ванной воде, и константы скорости фотовыцветания 
равны (2080 ± 80) × 10-6 и (70 ± 3) × 10-6 м2/кДж со-
ответственно. В случае фотосенсибилизированной 
МЦ540 инактивации P. aeruginosa величина кон-
станты фотоинактивации в присутствии 0.25 М 
nacl возрастала в 10 раз по сравнению с величи-
ной в дистиллированной воде – они были равны 
(66900 ± 2500) × 10-6 и (6700 ± 600) × 10-6 м2/кДж 
соответственно. Для S. aureus константа фотоинак-
тивации в присутствии 0.25 М nacl примерно в 28 
раз (13800 ± 600) × 10-6 м2/кДж превышала констан-
ту скорости инактивации в дистиллированной воде 
(500 ± 60) ×10-6 м2/кДж. Мы предполагаем, что по-
добную разницу в константах скорости фотовыцве-
тания (k) и фотоинактивации (β) можно объяснить 
влиянием катионов солей как на фотосенсибилиза-
тор, так и на клеточную стенку бактерий. 

Только мономеры МЦ540 способны фотогенериро-
вать ¹O

2 
[14], а при агрегации их концентрация рез-

ко уменьшается, усиление бактерицидного эффекта 

в присутствии хлорида натрия не было обусловлено 
превалирующим действием ¹O

2 
на бактерии. Можно 

предположить, что в агрегатах МЦ540 облегчают-
ся реакции переноса электрона между электронно-
возбужденными и невозбужденными молекулами 
красителя. По-видимому, в присутствии солей в агре-
гатах МЦ540 активируются фотодинамические реак-
ции, приводящие к генерации свободных радикалов 
[13], которые могут атаковать бактерии и вызывать 
их гибель. 

ВЫВОдЫ
Полученные данные об усилении бактерицидных эф-
фектов фотосенсибилизатора в присутствии солей 
могут быть использованы при разработке новых пер-
спективных антибактериальных препаратов, особен-
но в связи с существующей проблемой множествен-
ной антибиотикорезистентности. 

Работа поддержана Федеральным агентством 
по науке и инновациям (ГК № 02.740.11.0310).
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РЕФЕРАТ Молекулярные механизмы, обеспечивающие поддержание кислотно-щелочного равновесия 
в организме, до сих пор остаются малоизученными. Развитие алкалоза представляет непосредственную 
угрозу для жизни человека. Понимание физиологических механизмов компенсации алкалоза будет спо-
собствовать появлению новых терапевтических подходов и новых лекарственных средств, эффективных 
при подобных нарушениях метаболизма. Ранее мы обнаружили, что в слабощелочной среде активирует-
ся «сиротский» рецептор, подобный рецептору инсулина (insulin receptor-related receptor, IRR). В пред-
ставленной работе проведен анализ линии мышей с направленной инактивацией гена insrr, кодирующего 
рецептор IRR, и выявлены их фенотипические отличия, обусловленные нарушением регуляции кислотно-
щелочного равновесия. При индукции экспериментального алкалоза в крови мышей с нокаутом рецептора 
IRR наблюдалось повышение содержания бикарбоната и СО2.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА алкалоз, IRR.

ВВЕдЕНИЕ
Irr – это рецепторная тирозинкиназа, принадле-
жащая к мини-семейству инсулинового рецептора, 
в которое входят рецепторы инсулина и инсулинопо-
добного фактора роста [1]. кДНК рецептора Irr была 
клонирована в 1989 году [2], однако до настоящего 
времени не обнаружено природных агонистов Irr 
пептидной или белковой природы [3].

В отличие от своих близких гомологов, которые 
присутствуют в широком спектре тканей и клеток, 
Irr синтезируется только в определенных тканях 
и в небольших популяциях клеток. Наибольшее коли-
чество Irr выявлено в почках, где он находится лишь 
в β-вставочных клетках, субпопуляции эпителиаль-
ных клеток, выстилающих дистальные канальцы [4]. 
Эти клетки контактируют с почечным фильтратом, 
рН которого, в отличие от крови, может существен-
но изменяться, в том числе и в щелочную сторону. 
Irr синтезируется также в энтерохромаффино-
подобных клетках желудка [5], которые секретиру-
ют гистамин, стимулирующий секрецию кислоты, 
что сопряжено с оттоком щелочи от стенки желудка 
в кровь. Значительное количество Irr обнаружено 
в β- и α-клетках островков Лангерганса, которые мо-
гут контактировать со щелочным панкреатическим 
соком [6]. Нами обнаружено, что Irr, в отличие от его 

гомологов, способен активироваться при рН > 8.0 [7, 
8] и, предположительно, является клеточным сенсо-
ром слабощелочной внеклеточной среды. Подобная 
функция Irr хорошо согласуется с его распределе-
нием в тканях и клетках.

С целью выявления функциональных особенно-
стей Irr мы провели фенотипический анализ мышей 
с нокаутом гена insrr, кодирующего этот рецептор. 
Оказалось, что у таких мышей нарушен компенса-
торный ответ на экспериментально индуцированный 
алкалоз.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛьНАя ЧАСТь

Антитела и Вестерн-блот-анализ 
Получали антитела кролика против слитого 
c глутатион-S-трансферазой (GSt) фрагмента 
539–686 Irr мыши [8]. Антитела очищали на Brcn-
сефарозе с пришитым белком, содержащим фраг-
мент 539–686 Irr мыши и шесть остатков гистидина. 
Белки подвергали электрофоретическому разделе-
нию в 10% полиакриламидном геле (ПААГ) в присут-
ствии додецилсульфата натрия (SDS), а затем пере-
носили на нитроцеллюлозную мембрану. С целью 
уменьшения неспецифической сорбции мембрану 
инкубировали в буфере milk/tBS-t (5% обезжирен-
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ного молока, 20 мМ Трис-Hcl, pH 7.6, 140 мМ nacl, 
0.1% Твин-20) в течение ночи при 4°С. Для детекции 
белков мембрану инкубировали с первичными анти-
телами (1 : 5000 по объему) в течение 60 мин при ком-
натной температуре, промывали tBS-t и инкубиро-
вали с вторичными антителами к иммуноглобулинам 
кролика, конъюгированными с пероксидазой хрена 
(1 : 10000 по объему) в течение 1 ч. Связавшиеся ан-
титела выявляли с использованием системы хемилю-
минесценции SuperSignal West Pico [9]. 

Эксперименты с животными
Мыши с нокаутом Irr получены оплодотворением in 
vitro замороженной спермой мышей с нокаутом всех 
генов семейства рецептора инсулина, т.е. с тройным 
нокаутом [10]. Опыты проводили на половозрелых 
бодрствующих самцах мышей с направленной инак-
тивацией только гена insrr. Генотипирование прово-
дили согласно [10]. Контролем служили мыши линии 
c57BL6. Животных содержали в Питомнике лабора-
торных животных ФИБХ (г. Пущино) в стандартных 
условиях (температура 21 ± 2°c, влажность 30–70%, 
цикл освещения – 12/12 ч), корм и воду мыши полу-
чали ad libitum. 

Опыты проводили на бодрствующих животных. 
Мышам в хвостовую вену вводили 1.3% раствор 
naHcO3 

(200 мкл/10 г веса тела) в течение 5 с. Об-

разцы крови анализировали за 30 мин до введения 
naHcO

3
 (точка 0) и через 5 и 15 мин после инъекции. 

Кровь собирали через ретроорбитальный синус пла-
стиковыми капиллярами (Lithim-Heparin, 50 ед./мл) 
и анализировали на газоанализаторе электролитов 
крови (Bloodgas analyzer rapidpoint 405, «Siemens»). 
Все манипуляции выполняли в соответствии с про-
токолом, утвержденным институтской комиссией 
по контролю за содержанием и использованием ла-
бораторных животных.

 
РЕЗУЛьТАТЫ 
Для получения гомозиготной линии мышей с нока-
утом Irr мы скрестили животных с нокаутом гена 
insrr, а также генов рецепторов инсулина и инсули-
ноподобного фактора роста (тройной гетерозигот-
ный нокаут [10]) с мышами дикого типа той же линии 
(c57BL6). Присутствие аллелей с нокаутом гена insrr 
и отсутствие аллелей с нокаутом генов рецепторов 
инсулина и инсулиноподобного фактора роста про-
веряли с помощью ПЦР на геномной ДНК мышей 
(рис. 1А). 

Синтез белка Irr у мышей с нокаутом гена insrr 
мы анализировали с помощью полученных нами ан-
тител, которые специфично распознают участок в эк-
тодомене рецептора Irr (рис. 1Б). Окрашивание эти-
ми антителами вестерн-блотов частично очищенных 
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Рис. 1. Анализ инактивации гена insrr у мышей. А – ПЦР на геномной ДНК мышей дикого типа и с нокаутом гена 
insrr с использованием праймеров к дикому аллелю IRR, IR и инактивированному аллелю IRR. Б – Вестерн-блотинг 
с использованием антител против участка в эктодомене IRR. На дорожки нанесены белки, осажденные из лиза-
тов клеток HEK293, трансфицированных вектором, обеспечивающим экспрессию рецептора IRR, и нетрансфи-
цированных клеток (контроль), антителами против эпитопа НА. В – Вестерн-блотинг с использованием антител 
против участка в эктодомене IRR на WGA-элюатах (wheat germ agglutinin, агглютинин зародышей пшеницы) 
из мембран почки мышей дикого типа и с нокаутом гена insrr. На каждую дорожку нанесено по 10 мкг белка 
элюатов. 
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экстрактов мембран почек нормальных мышей и мы-
шей с нокаутом гена insrr доказало, что у получен-
ных нами мышей отсутствует белок Irr (рис. 1В). 

Первичный анализ, выполненный в обычных 
условиях, не выявил существенных отличий мышей 
с нокаутом гена insrr от нормальных мышей той же 
линии [11], поэтому мы провели две серии опытов 
на мышах дикого типа и на мышах с инактивирован-
ным геном insrr – в нормальных условиях и при ин-
дуцированном алкалозе. 

В первой серии опытов мы определили 11 пара-
метров крови у находившихся в обычных условиях 
мышей из обеих групп (по восемь животных в груп-
пе). Оказалось, что у мышей с нокаутом гена insrr 
содержание бикарбоната в крови (22.9 ± 1.0 против 
19.9 ± 1.6, p < 0.05), а также рН (7.29 ± 0.02 против 
7.21 ± 0.03, p < 0.05) и гематокрит (54 ± 1.1 против 
50 ± 1.0, p < 0.05) были выше, чем у животных дико-
го типа. Остальные параметры крови практически 
не отличались (таблица). 

Во второй серии опытов отобрали две группы 
животных – 10 мышей дикого типа или 12 особей 
нокаутного типа. Метаболический алкалоз ин-
дуцировали внутривенным введением 1.3% рас-
твора naHcO3

 (200 мкл/10 г веса мыши). Пара-
метры крови определяли в начале опыта, через 5 
и 15 мин после щелочной нагрузки. Через 5 мин 
после инъекции щелочного раствора динамика из-
менения концентрации бикарбоната и рН крови 
у мышей с нокаутом Irr была такой же, как и у мы-
шей дикого типа, т.е. наблюдалось повышение рН 
(от 7.24 ± 0.03 до 7.34 ± 0.02, p < 0.05 у мышей дикого 

типа и от 7.33 ± 0.01 до 7.36 ± 0.02, p < 0.2 при нокау-
те Irr), а также содержание бикарбоната (от 19.25 
± 0.98 до 23.47 ± 1.06, p < 0.05 у мышей дикого типа 
и от 23.64 ± 0.63 до 26.43 ± 0.53, p < 0.05 при нокауте) 
(рис. 2A,Б). У мышей обеих групп через 15 мин после 
индукции алкалоза рН крови стал несколько ниже, 
чем через 5 мин (7.33 ± 0.03 у мышей дикого типа 
и 7.35 ± 0.02 при нокауте). Однако у мышей с нокау-
том Irr через 15 мин отмечено существенное по-
вышение содержания бикарбоната и концентрации 
СО

2
 в крови по сравнению с мышами дикого типа 

(рис. 2Б,В). Таким образом, животные дикого типа 
и с нокаутом гена insrr по-разному реагировали 
на острый экспериментальный алкалоз, вызванный 
введением бикарбоната в кровь.

 
ВЫВОдЫ
Ранее мы показали, что Irr является сенсором 
внеклеточной щелочной среды, а его отсутствие 
в организме приводит к нарушению компенсации 
метаболического алкалоза, вызванного многоднев-
ным кормлением животных щелочной пищей. Этот 
эффект имел в своей основе нарушение секреции 
бикарбоната почками у мышей с нокаутом Irr [8]. 
Результаты изучения компенсации индуцирован-
ного алкалоза в острых (5–15 мин) условиях под-
тверждают нашу гипотезу о компенсаторной роли 
Irr в секреции бикарбоната. Мы можем заключить, 
что Irr-зависимая компенсация алкалоза проис-
ходит достаточно быстро. Интересно, что у мышей 
с нокаутом Irr также наблюдается компенсация ал-
калоза, судя по снижению рН крови, однако это про-

Параметры крови мышей дикого (WT) типа и с нокаутом гена insrr (KO) 

Электролиты крови
Мыши Wt Мыши КО

Среднее значение Погрешность Среднее значение Погрешность

рН 7.21 0.03 7.29 0.02
РСО

2
, мм рт.ст. 50 1.5 49 1.5

РО
2
, мм рт.ст. 41 0.8 42 0.8

Be, ммоль/л -8.4 1.8 -4.2 1.2
tcO

2
, ммоль/л 21.4 1.6 24.4 1.0

HcO
3
,
 
ммоль/л 19.9 1.6 22.9 1.0

na, ммоль/л 148 0.9 148 0.8
K, ммоль/л 6.2 0.1 6.3 0.2
ca, ммоль/л 1.25 0.0 1.24 0.0

tHb, г/л 16.8 0.3 18.0 0.4
Hct, % 50 1.0 54 1.1

Примечание. В каждой группе было по восемь мышей. Указаны: рН крови, PCO
2
 – содержание углекислого 

газа, PO
2
 – содержание кислорода, BE – отклонение концентрации буферных оснований от нормального уровня, 

TCO
2
 – общее содержание углекислого газа, НСО

3
 – содержание бикарбоната, Na – содержание натрия, K – со-

держание калия, Cа – содержание кальция, tHb – содержание гемоглобина, Hct – гематокритное число.
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исходит не вследствие секреции избыточного бикар-
боната, а в результате повышения концентрации СО

2 

в крови, что, по-видимому, вызвано замедлением ды-
хания или ускорением метаболизма. Таким образом, 
мы можем заключить, что Irr является существен-
ной частью одного из физиологических механизмов 
регуляции кислотно-щелочного равновесия, а линия 
мышей с нокаутом Irr может найти применение 
в качестве животной модели патологического раз-
вития метаболического алкалоза.  

Рис. 2. Параметры крови мышей дикого типа (WT) и с нокаутом гена insrr (KO) до и после инъекции бикарбона-
та. А – рН крови. Б – Концентрация бикарбоната (ммоль/л). В – Содержание СО

2
 в крови (мм рт.ст.). *p < 0.05 

по критерию Стьюдента.
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ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИя
Журнал «Acta naturae» публикует экспериментальные и 
обзорные статьи, мини-обзоры, краткие сообщения, посвя-
щенные наиболее актуальным вопросам фундаментальных 
и прикладных наук о живом и биотехнологий. Журнал вы-
пускается издательским домом «Парк-медиа» на русском и 
английском языках. Журнал «Acta naturae» входит в Пе-
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.

После принятия статьи к публикации редакция заклю-
чает с авторами лицензионный договор о передаче права на 
использование произведения.

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

УДК в левом верхнем углу. Шрифт — курсив, размер 9. •
Название статьи. Шрифт — заглавный, полужирный. За- •
главие не должно быть слишком длинным или коротким 
и малоинформативным. Оно должно отражать главный 
результат, суть и новизну работы. Название не должно 
превышать 100 знаков.
Инициалы и фамилии авторов (в обзорах не более 5 ав- •
торов).
Указывается электронный адрес автора, ответственно- •
го за переписку с редакцией,  включая работу с коррек-
турой. Автор, ответственный за переписку, выделяется 
значком *. 
Приводится полное название научной организации и ее  •
ведомственная принадлежность. Если научных учрежде-
ний два и более, необходимо цифровыми надстрочными 
индексами связать название учреждения и фамилии ав-
торов, в нем работающих.  

Реферат. Структура реферата должна быть четкой и  •
отражать следующее: постановка проблемы, описание 
экспериментальных методов, возможность практиче-
ских приложений, возможность постановки новых задач. 
Средний объем реферата составляет 20 строк (примерно 
1500 знаков).
Ключевые слова (3 – 6). В них следует отразить: предмет  •
исследования, метод, объект, специфику данной работы.
Список сокращений.  •
Введение. •
Раздел «Экспериментальная часть». •
Раздел «Результаты».  •
Раздел «Обсуждение» (или «Результаты и обсуждение»).  •
Раздел «Выводы» (или «Заключение»). В конце раздела  •
указываются названия организаций, финансировавших 
работу, в скобках – номера грантов. 
Раздел «Список литературы».  •

РЕКОМЕНдАЦИИ ПО НАБОРУ И ОФОРМЛЕНИЮ ТЕКСТА 
Рекомендуется использование редактора Microsoft Word  •
2003 for Windows. 
Шрифт – times new roman. Стандартный размер  •
шрифта – 12. 
Интервал между строками 1.5. •
Нецелесообразно использовать более одного пробела  •
между словами. 
Запрещено использовать при наборе текста автоматиче- •
ское создание сносок, автоматический перенос или авто-
матический запрет переносов, создание списков, автома-
тический отступ и т.п. 
При создании таблицы рекомендуется использовать воз- •
можности Word (Таблица – Добавить таблицу) или MS 
excel. Таблицы, набранные вручную (с помощью большо-
го числа пробелов, не используя ячейки), не могут быть 
использованы. 
Между инициалами и фамилией всегда ставится про- •
бел: А.А. Иванов (кроме перечисления авторов в загла-
вии статьи, где пробелы ставятся и между инициалами – 
А. А. Иванов). 
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).
Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус»,  •
«интервал» или «химическая связь» пробелами не от-
биваются.



124 | ActA nAturAe | ТОМ 3  № 4 (11)  2011

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ 2011

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 электронной почте в виде PDF-файла. На стадии кор-
ректуры не допускаются замены текста, рисунков или та-
блиц. Если это все же необходимо, то данный вопрос реша-
ется 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.


