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Письмо редакторов

Уважаемые читатели!
Предлагаем вашему вниманию седьмой но-
мер нашего журнала. По традиции, номер 

открывают обзорные статьи, посвященные акту-
альным, с нашей точки зрения, проблемам наук 
о живом. Обзор В.А. Степанова посвящен взаимос-
вязям между структурой геномов, этнической при-
надлежностью их обладателей и предсказываемой 
на их основе склонности к тем или иным заболева-
ниям. Исследования в этой области открывают путь 
к персонифицированной медицине, которая уже 
в ближайшее десятилетие станет важным компо-
нентом здравоохранения. В обзоре А.П. Соколенко 
и др. обсуждается ситуация с раком молочной же-
лезы и яичников в России, причем основное вни-
мание уделяется наследственным факторам. Это – 
проблема огромной актуальности: значительная 
доля смертности от онкологических заболеваний 
у женщин приходится именно на эти две разновид-
ности рака. Два обзора относятся к молекулярной 
генетике эукариот: это статьи Е.В. Дементьевой 
и С.М. Закияна о дозовой компенсации генов поло-
вых хромосом и Е.Р. Галимова о роли p66shc в окис-
лительном стрессе и апоптозе. 

Экспериментальные статьи номера, как всегда, 
представляют широкий спектр дисциплин как в об-
ласти фундаментальной физико-химической био-
логии (М.В. Загоскин и др., Р.В. Решетников и др., 
К.В. Черноризов и В.К. Швядас), так и биомедицин-
ских приложений (А.Н. Глушков и др., А.В. Макси-
менко и др., Л.Е. Сальникова и др.). Особое место 
среди последних занимает статья С.С. Шишкина 
и др. «База данных ”Протеомика рака простаты”», 
в которой описана созданная авторами открытая 
база данных, которая будет полезна широкому 
кругу пользователей – от специалистов в области 
протеомики и клеточной биологии до практических 
врачей-онкологов. 

Раздел «Форум» в данном номере журнала по-
священ созданию национальных технологических 
платформ, о начале формирования которых объ-
явило Минобрнауки РФ. Эти платформы по своей 
идее объединяют представителей науки, бизнеса 
и государства и призваны обеспечить согласован-
ное инновационное развитие по ключевым эко-
номическим направлениям. Статья И. Стерлиго-
ва обобщает опыт ЕС, где такие платформы уже 
сформированы и вносят решающий вклад в техно-
логический прогресс. Статья М. Муравьёвой дает 
развернутый комментарий к инициативе Прави-
тельства РФ и детально разъясняет функциониро-
вание будущих платформ. Читатель найдет в ней 
руководство к действию в поисках в них «своего 
места». Конкретные примеры интеграции усилий 
науки, бизнеса и государства можно найти в статье 
Е. Новосёловой, где описано формирование так на-
зываемых кластеров в области фармацевтики, 
о которых шла речь на форуме «Разработка и про-
изводство инновационных препаратов в России», 
который прошел 17–18 ноября в Москве.

Нам очень приятно сообщить нашим авторам 
и читателям, что наш журнал стал по-настоящему 
полноценным. Наши долгие усилия увенчались 
успехом – подписан договор с PubMed! В настоя-
щее время идет пополнение базы данных, и вскоре, 
как мы надеемся, появятся сведения о публикуе-
мых в нашем журнале статьях. Теперь основная 
задача редакции – стараться всячески повышать 
уровень публикаций с тем, чтобы в будущем «Acta 
naturae» приобрел достойный импакт-фактор. 
Это – сложная задача, однако мы выражаем на-
дежду, что объединенными усилиями добьемся 
этой цели.

Успехов всем нам в наступающем 2011 году!
Редакционная коллегия 
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АНОНСЫ

Р. В. Решетников, А. М. Копылов, А. В. Головин 

Классификация G-квадруплексных 
ДНК по углу вращения квадруплекса и 
планарности G-квартетов 
Работа посвящена анализу структуры G-квадру плексных ДНК методами 
биоинформатики. Интерес к квадруплексным ДНК определяется их участи-
ем в функционировании теломер, онко-промоторов, возможностью создания 
на их основе аптамеров и наноконструкций. Разработан алгоритм общего 
анализа полиморфизма структуры квадруплексов из банка данных PDB с 
помощью оригинальных параметров. 74 структуры были сгруппированы по 
следующим параметрам: количество тяжей ДНК, количество квартетов, по-
ложение и ориентация соединяющих их петель. Найдена корреляция между 
углом поворота и напряженностью структуры квадруплексной ДНК.

К. А. Черноризов, В. К. Швядас

Моделирование полноразмерной 
структуры шаперона Hsp70 человека 
и изучение его междоменных 
взаимодействий   
Hsp70 – белок из класса шаперонов, принимающий участие в сворачи-
вании de novo синтезированных белковых молекул, в защите гидрофоб-
ных участков денатурировавших белков, а также в регуляции апоптоза, 
иммунного ответа и ряда других клеточных процессов. На основании 
структуры отдельных доменов Hsp70 различных организмов и их эле-
ментов при помощи методов молекулярного моделирования сконструи-
рованы несколько возможных вариантов полноразмерного Hsp70 че-
ловека. Предложена схема механизма, запускающего гидролиз АТР 
и приводящего к расхождению АТР-азного и субстратсвязывающего 
доменов Hsp70.

Модель hHsp70_2p32 после 
уравновешивания. АТР-азный 
домен обозначен синим цветом, 
αSBD – желтым, βSBD – зеленым

Четырехтяжевой межмо-
лекулярный параллельный 
G-квадруплекс

Л. Е. Сальникова, Н. И. Зелинская, О. Б. Белопольская, М. М. Асланян, А. В. Рубанович 

Ассоциативное исследование генов 
детоксикации ксенобиотиков и репарации 
у детей со злокачественными 
новообразованиями мозга
Представлены результаты исследования ассоциации аллелей генов детоксикации 
ксенобиотиков – CYP1A1, GSTM1, GSTM3, GSTP1, GSTT1, генов репарации ДНК – 
XRCC1, XPD, OGG1, гена, ответственного за метилирование ДНК, – MTHFR и гена 
нейрональной синтазы азота – nNOS у детей со злокачественными заболеваниями 
мозга (больные – 172 человека, контроль – 183). Увеличение риска заболеваемости 
сопряжено с минорным вариантом гена CYP1A1 (606G, p = 0.009; Or = 1.50), делеци-
онным вариантом GSTT1 (p = 0.013, Or = 1.96) и достигает максимума у носителей 
двойных делеций GSTT1-GSTM1 (p = 0.017, Or = 2.42). 
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ФОРУМ

Техплатформа: объединить усилия, 
наладить диалог

Марина Муравьёва

В России приступили к формированию перечня технологиче-
ских платформ (ТП). Они должны стать инструментом, кото-
рый сократит разрыв между наукой и индустрией, повысит 
инновационную активность предприятий и позволит сосредо-
точить госфинансирование на тех исследованиях и разработ-
ках, которые востребованы бизнесом. Минэкономразвития 
собирает заявки от инициаторов создания ТП, и по итогам 
экспертного отбора правительство определит их количество.

С формальной точки зрения 
за формирование феде-
рального перечня техноло-

гических платформ отвечает ра-
бочая группа правительственной 
комиссии по высоким технологиям 
и инновациям, руководит которой 
заместитель министра экономи-
ческого развития Андрей Клепач. 
Идея о формировании технологи-
ческих платформ пришла в Рос-
сию из Европейского Союза, где 
эти площадки действуют уже не-
сколько лет. За нормативную базу 
процесса отвечают Минобрнауки 
и Минэкономразвития России, 
достаточно активно в подготовке 
перечня участвует и Минпром-
торг России. Руководство страны 
рассматривает ТП как инстру-
мент объединения усилий госу-
дарства, бизнеса и науки в опре-
делении инновационных вызовов, 
выработке и реализации долго-
срочных научно-технологических 
приоритетов в масштабах отдель-
ных секторов экономики, на сты-
ке разных отраслей.

Итак, понятие «техплатфор-
ма» уже давно фигурирует в до-
кументах Европейской Комиссии. 
И то, что в России решили соз-
дать нечто похожее, надо при-

ветствовать и поддерживать, 
считают специалисты. Необхо-
димо собрать на одной площадке 
представителей бизнеса и иссле-
дователей, чтобы между ними 
завязался диалог, определились 
точки соприкосновения, общие 
интересы. Именно в таком ключе 
формировались техплатформы 

в ЕС. Как следствие – направ-
ления исследований многих на-
учных групп Европы оказались 
сфокусированы на потребностях 
внутреннего потребительского 
рынка.

В России ТП должны ре-
шить несколько важнейших 
задач, и в первую очередь – 
повысить ин нова ционную ак-
тивность предприятий. Об этом 
заявил замминистра эконом-
развития Андрей Клепач на за-
седании правительственной 
комиссии в начале августа. Соз-
дание техплатформ – законо-
мерный шаг в развитии частно-
государственного партнерства 
в сфере исследований и разра-
боток, инноваций и высоких тех-
нологий. В рамках ТП удастся 
выявлять заинтересованность 
будущих потребителей в созда-
ваемых технологиях, что позво-
лит на более выгодных условиях 
привлекать средства из частных 
источников. Это, кстати, еще одна 
задача, которую в правительстве 
собираются решить с помощью 
ТП – сосредоточить госфинан-
сирование на тех исследованиях 
и разработках, которые востребо-
ваны бизнесом. Это крайне важ-
но, учитывая, что в стране пере-
кошена структура национальной 
инновационной системы. Основ-
ным заказчиком и плательщиком 
инновационного развития явля-
ется государство: оно вкладывает 
около 70 процентов инвестиций 
и только 30 – частный бизнес. 
Чтобы изменить эту ситуацию, 
правительство запускает процесс 
«принуждения к инновациям», 
обязывая компании (пока толь-

СПРАвКА:
Правительство понимает под 
«технологической платформой» 
коммуникационный инструмент, 
направленный на активизацию 
усилий: 
•  по созданию перспективных 

ком мерческих технологий, но-
вых продуктов/услуг, 

•  по привлечению дополнитель-
ных ресурсов для проведения 
исследований и разработок с 
участием всех заинтересован-
ных сторон (бизнеса, науки, 
государства, гражданского 
общества), 

•  по совершенствованию нор ма-
тивно-правовой базы в области 
научно-технологического и ин-
новационного развития.
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ко с госучастием) сформировать 
планы своего инновационного 
развития. По всей вероятности, 
те платформы, которые войдут 
в федеральный перечень ТП, бу-
дут взаимосвязаны с этими пла-
нами.

ГоСФиНАНСиРовАНиЕ – чЕРЕз 
ПлАТФоРМы
Новая инициатива правитель-
ства – создание ТП – вызвала 
оживленный интерес у профес-
сионального сообщества. И это 
вполне объяснимо: предполагает-
ся, что через некоторое время се-
рьезные бюджетные деньги будут 
выделяться только через ТП.

«Технологические платформы 
рассматриваются правительством 
как один из важных элементов 
реформы научно-прикладной 
сферы, – комментирует прорек-
тор Московского государствен-
ного университета им. М.В. Ломо-
носова по инновациям академик 
Алексей Хохлов. – В частности, 
предполагается, что большая 
часть финансирования, которое 
будет выделяться на прикладные 

проекты, пойдет через технологи-
ческие платформы».

ТП следует рассматривать 
как некую глобальную эксперт-
ную площадку, которая будет 
определять, какие направления 
акцептованы бизнесом и научным 
сообществом. Задача техплат-
форм – помочь ученым формали-
зовать свои проекты, описать их 
на понятном для бизнеса языке. 
«Если в России технологические 
платформы создаются по подо-
бию европейских, значит, это бу-
дут структуры, которые выдают 
определенный набор документов, 
форсайтов, неких предложений 
и планов. Платформа советует. 
Это большой коллективный ра-
зум», – поясняет Владимир По
пов, директор Института биохи-
мии им. А.Н. Баха РАН.

Платформ будет много, и каж-
дая из них будет конкурировать 
за получение финансирования 
под свои темы. Государством 
определены несколько приори-
тетов, остальные направления 
смогут получать деньги только 
в том случае, если самоорганизо-

вавшееся экспертное сообщество 
окажется достаточно представи-
тельно и сможет убедительно от-
стаивать свои интересы.

«Мне пока многое непонятно 
в работе технологических плат-
форм, – признается академик 
Всеволод Ткачук, декан факуль-
тета фундаментальной медицины 
МГУ. – Но я думаю, что успех бу-
дет зависеть от того, какие удаст-
ся привлечь коммерческие струк-
туры и научные коллективы. 
Сможет ли техплатформа завое-
вать авторитет, а соответственно 
влиять на объявление конкурсов 
под финансирование проектов. 
В прошлые годы конкурсы объ-
являлись с помощью другого 
механизма, и подчас было непо-
нятно, почему государство счи-
тает важным именно то или иное 
направление. А тут у властей 
появится объяснение, что это 
не ими придумано, что не зашел 
человек в кабинет, а технологи-
ческая платформа предложила. 
И у каждого ученого – участни-
ка техплатформы появится воз-
можность убедить коллег в том, 

СПРАвКА:
Цели российских ТП:
• технологическая модернизация 

экономики, 
• повышение конкурентоспособ-

ности отдельных отраслей, 
• снижение ресурсоемкости сы-

рьевых секторов, 
• решение значимых социальных 

проблем (здоровье, безопас-
ность, экология, образование, 
культура), 

• стимулирование развития но-
вых рынков высокотехноло-
гичной продукции и соответ-
ственно новых компаний в этих 
сферах.

Академик Алексей Хохлов
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что эту тему надо объявить. Мне 
кажется, это был бы еще один 
важный для поддержки научных 
проектов механизм».

Примерно год или два будет 
длиться переходный период, пока 
платформы будут формировать-
ся. В это время будет действовать 
некий иной инструмент распреде-
ления финансирования.

КАК выБиРАТь ПРиоРиТЕТы
Если учитывать европейский 
опыт, то можно выделить три ста-
дии развития платформ. На пер-
вой формулируется концепция: 
почему в данной области нужна 
ТП. В Европе все они иницииро-
ваны крупным бизнесом. На вто-
рой определяется стратегический 
план исследований и разработок, 
которые необходимо развивать. 
На третьей решается, как будут 
трансформированы исследования 
и разработки, каких результатов 
удастся добиться по итогам 3–7 
лет выполнения профинансиро-
ванных с подачи платформы про-
ектов.

Главный вопрос, порождаю-
щий много споров при обсуж-
дении российских ТП, связан 
с выбором приоритетов. Ми
хаил Пучков,  замначальника 
отдела Департамента приори-
тетных проектов науки и техно-
логий Минобрнауки РФ считает, 
что важно не замыкаться на ре-
шении мелких отраслевых задач. 
В экономике границы между от-
раслями все сильнее размывают-
ся, поэтому в основе ТП должны 
лежать межотраслевые пробле-
мы. Но какие именно?

«Я представляю себе техноло-
гические платформы как гигант-
скую воронку, которая вовлека-
ет в себя огромное количество 
ресурсов, а значит, отнимает 
их от других интересных про-
грамм, – говорит Александр 
Смирнов, генеральный дирек-
тор Ассоциации организаций 
оборонно-промышленного ком-
плекса производителей меди-
цинских изделий и оборудова-
ния. – Не получится ли так, что, 
создавая ТП, Россия отстанет 

по многим стратегически важным 
направлениям. Только потому, 
что в сферу внимания платформ 
не попадут перспективные раз-
работки?»

Эксперты и инициаторы пер-
вых ТП соглашаются, что по-
добные риски всегда возникают 
при выборе приоритетных на-
правлений. Но при этом увере-
ны, что участие представителей 
бизнеса в этом процессе как ми-
нимум вдвое снизит риски. Кро-
ме того, нужно тщательно фор-
мировать экспертные группы 
ТП – это будет первым этапом 
создания платформ. К этому про-
цессу нужно подходить особенно 
тщательно. Перед экспертами 
стоит задача определить, какие 
базовые технологии лягут в осно-
ву ТП. Их строго ограниченный 
перечень будет зафиксирован 
в паспорте платформы. Благода-
ря грамотной и слаженной рабо-
те экспертов платформ удастся 
устранить дублирование иссле-
дований, финансируемых из раз-
ных источников.

Алексей Конов,
исполнительный директор 
ГК «Биопроцесс»
Моя точка зрения, что каждый по-
нимает под платформой «свое»: со-
трудники РАН и вузов – очередной 
источник денег типа ФЦП, чиновники 
в министерствах – смесь форсай-
та и попытку заинтересовать про-
фильный бизнес, и т.д. А на самом 
деле – платформа, на мой взгляд, это прежде все-
го определение окна возможностей на завтра и по-
следовательных шагов для того, чтобы успеть в него 
«войти». По поводу ТП «Постгеномные и клеточные 
технологии в биологии и медицине» – есть несколько 
простых вещей, которыми она должна заниматься: 

Определить направления развития биотехнологий 
в глобальном масштабе на 20 лет и выбрать приори-
тетные для России.

Определить лучшие из существующих ключевых 
компетенций в России, а также отсутствующие и сла-
бо развитые.

Сформировать предложения по поддержке вы-
бранных лучших, по перепрофилированию, усилению 
или закрытию слабых и при необходимости – по раз-
витию с нуля отсутствующих.

Сформировать предложения по изменению зако-
нодательной и регуляторной базы, чтобы свободно 
и прозрачно развивать выбранные компетенции.

Помощь в формировании, «упаковке» лучших 
из компетенций в конкретные проекты, помощь 
во «встрече» проектов и инвесторов, ведение проек-
тов после инвестирования, лоббизм поддержанных 
проектов.

Выделить компетенции (люди, научные группы), ко-
торые не могут сегодня быть сформированы как про-
екты, но являются передовыми по своей научной сути 
и могут дать прорывные результаты через несколько 
лет. Помощь таким проектам возможна через фор-
мирование среды максимального благоприятство-
вания – финансового (гранты, невозвратные ссуды 
и проч.) и организационного (создание лабораторий 
под лидеров проектов в институтах РАН, РАМН, ву-
зах). 
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ПЕРвыЕ иНициАТивы
Принципы формирования тех-
платформ:
• четкая направленность на ин-

тересы общества, бизнеса, го-
сударства; 

• значимое представительство 
бизнеса (не менее 50 процен-
тов); 

• средне- и долгосрочно ориенти-
рованные проекты; 

• формирование учебных про-
грамм для подготовки и пере-
подготовки кадров; 

• ориентация на расширение ко-
операции, открытость, публич-
ность.
Московский государственный 

университет им. М.В. Ломоносо-
ва в рамках программы развития 
инновационной структуры, кото-
рая была разработана по 219-му 
постановлению правительства, 
выступил координатором соз-
дания четырех технологических 
платформ. Этой работой в вузе 
начали заниматься еще весной. 
Как подчеркнул Алексей Хох-
лов, МГУ в данном случае игра-

ет лишь координирующую роль, 
никаких «главных» или «неглав-
ных» участников в технологиче-
ской платформе нет. Все равны. 
Техплатформа представляет 
собой добровольное объедине-
ние организаций любой формы 
собственности, государственных 
и негосударственных учрежде-
ний, профессиональных объеди-
нений, ассоциаций, специали-
стов, разделяющих цели и задачи 
платформы. Вопрос вхождения 
организации в техплатформу 
пока не юридический. Кроме того, 
создание ТП – процесс динамиче-
ский, а списки участников откры-
ты и будут формироваться. 

Первая из предложенных 
ТП – «Стратегические информа-
ционные технологии». В рамках 
этой платформы определено не-
сколько крупных разделов. Один 
из них посвящен созданию но-
вых компьютерных архитектур 
для вычислителей экзафлопного 
поколения (следующая мощность 
вычислений). Второй – гибрид-
ным архитектурам. Третий – ин-

женерным расчетам, например 
при проектировании различных 
механизмов. Остальные направ-
ления связаны с конкретными 
отраслями, в частности с фар-
макологией (созданием новых 
физиологически активных ве-
ществ); нефтегазовой промыш-
ленностью, материаловедением 
(расчеты характеристик мате-
риалов на основе молекулярной 
структуры).

Вторая ТП — «Наноматериалы 
для энергоэффективности». Речь 
идет о солнечных батареях, то-
пливных элементах, новых типах 
батарей и накопителях энергии, 
материалах для «умного дома», 
а также полимерных нанокомпо-
зитах для транспорта, которые 
позволят сделать электромобили 
или самолеты более легкими.

Еще две платформы связа-
ны с биологическим направле-
нием, которое сейчас находится 
на подъеме и очень быстро раз-
вивается.

Идея создания платформы 
«Постгеномные и клеточные тех-

Александр Габибов,
профессор, член-корр . РАН
Формирование новых структур, 
или новых «коммуникационных ин-
струментов», имеет смысл лишь 
в том случае, если не работают ста-
рые или требуется их кардинальное 
совершенствование. Абсолютно 
очевидно, что новая форма, действи-
тельно получившая развитие относи-
тельно недавно на Западе, может привести к соз-
данию новых продуктов, но лишь в случае, если три 
основные компоненты, а именно наука, производ-
ство и менедж мент, будут одинаково квалифициро-
ванно подходить к решению поставленных проблем. 
Лишь равновеликость развития этих трех компонент 
может обеспечить устойчивый рост экономики, 
в противном случае идея платформ будет дискреди-
тирована. К сожалению, предпосылки для такого пес-
симистического прогноза есть. Если уровень научных 
исследований в России, постоянно подвергающийся 
критике, может быть в каждом конкретном случае 

оценен с использованием международно признан-
ных параметров, то с двумя другими компонентами 
дела обстоят существенно хуже. Уровень нашего 
бизнеса, если говорить о биотехнологическом, край-
не низок, а менеджмент не выдерживает критики. 
Результаты научных разработок могут быть выбраны 
вполне осознанно. А вот кадры, ушедшие в биотех-
нологический бизнес, в большинстве своем собра-
ны из бывших ученых-неудачников, не прошедших 
высококвалифицированную подготовку в серьезных 
международных центрах по работе с персоналом. 
К сожалению, это положение становится очевидным 
на разного рода научно-практических конференциях, 
семинарах, форумах, выставках. Люди занимают-
ся продвижением давно известных продуктов, даже 
близко не относящихся к категории инновационных. 
Лишь грамотное решение кадровых вопросов, свя-
занных с обучением организаторов производства, 
инженеров-биотехнологов и менеджеров биотех-
нологических производств, знающих производство 
не понаслышке, может обеспечить реализацию про-
граммы по технологическим платформам. 
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нологии в биологии и медицине» 
возникла всего пару месяцев на-
зад. За это время была проделана 
огромная работа. Инициативная 
группа провела опрос экспертов, 
которые рекомендовали участ-
ников ТП и обозначили основные 
проблемы. Был подготовлен ме-
морандум, под которым подпи-
сались 20 компаний. Цели данной 
ТП – научно-технологическое 
и инновационное развитие пост-
геномных и клеточных техноло-
гий для обеспечения устойчивого 
развития экономики России; со-
вершенствование нормативно-
правового регулирования в этой 
области; консолидация российско-
го медицинского и биотехнологи-
ческого сообщества; отстаивание 
его интересов. Цель на ближай-
шее время – войти в перечень ТП 
РФ.

Техплатформу «Промыш-
ленные биотехнологии и био-
энергетика» инициировала ГК 
«Рос технологии». О ее значе-
нии рассказал Владимир Попов: 
«В России отсутствуют какие-
либо официальные документы 
высокого уровня, регламентиру-
ющие развитие биотехнологий, 
в то время как весь мир озабочен 

созданием биоэкономики, кото-
рая должна изменить XXI век. 
По оценкам экспертов, до трех 
процентов ВВП развитых стран 
будет производиться за счет био-
технологий».

По словам Попова, Россия по-
теряла свою биотехнологическую 
экономику за последние 20 лет, 
хотя в доперестроечные годы на-
ходилась на втором месте после 
США. Сейчас на «международном 
рынке занимает n место с мизер-
ным рынком в 2 млрд долларов» 
(это 0.2% от мирового).

Участники техплатформы ста-
вят перед собой задачи запустить 
процесс развития этого направле-
ния. «Наша цель – консолидация 
биотехнологического сообщества 
и цивилизованное лоббирование 
его интересов на всех уровнях 
власти», – говорит Владимир По-
пов. На сегодняшний день в со-
став участников ТП вошли около 
30 организаций. Разработан мемо-
рандум. Следующие шаги – рас-
ширить количество участников, 
определить возможные источни-
ки финансирования и подготовить 
концепцию развития, а также 
вой ти в федеральный перечень 
ТП России.

СКольКо БуДЕТ ПлАТФоРМ
В настоящее время формируется 
федеральный перечень ТП. Из-
вестно, что в первую очередь их 
создадут по приоритетным на-
правлениям технологического раз-
вития, зафиксированным в Кон-
цепции долгосрочного развития 
России до 2020 года. Среди них: 
создание новых поколений авиаци-
онной техники и энергоэффектив-
ных двигателей; сооружение атом-
ных электростанций повышенной 
безопасности; развитие водород-
ной энергетики и производство 
новых моторных топлив; развитие 
оптоэлектроники и микромехани-
ки; разработка специальной техни-
ки для Арктики и экстремальных 
сред; разработка новых технологий 
обработки металлов.

До 25 ноября Минэкономраз-
вития принимало от инициатив-
ных групп предложения по соз-
данию платформ. После того 
как их рассмотрят в ведомствах, 
одобренные проекты представят 
на утверждение рабочей груп-
пе правительственной комиссии. 
Сколько в конечном счете отбе-
рут платформ, пока официально 
не объявляется. В экспертных 
кругах говорят о 10–15. 
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Национальные технологические 
платформы. Европейский опыт
Иван Стерлигов

Минобрнауки РФ объявило о начале формирования национальных технологических платформ – 
тематических объединений бизнеса, науки и государства, призванных обеспечить согласованное 
инновационное развитие по ключевым экономическим направлениям. Механизм работы плат-
форм заимствуется у ЕС. 

Принципиальная проблема 
научно-технического про-
гресса – координация его 

участников. Жизнь общества улуч-
шается или разнообразится только 
тогда, когда научные идеи превра-
щаются в технологии, а те находят 
выгодное применение. В обычном 
состоянии науку, разработки и тех-
нологический бизнес можно уподо-
бить лебедю, раку и щуке: шансы 
на то, что все они двинутся в одну 
сторону, очень невелики. Ученые, 
инженеры и менеджеры пресле-
дуют разные цели и по-разному 
оценивают достижения друг друга. 
Чтобы прогресс все-таки был, не-
обходимо обеспечить согласован-
ную работу всех трех групп. 

Современная экономическая 
теория описывает это согласова-
ние с помощью концепции Нацио-
нальной инновационной системы 
(НИС), разработанной в конце 
1980-х гг. англичанином Кристо-
фером Фрименом и датчанином 
Бенгт-аке Люндвалом. Теория 
НИС фактически лежит в основе 
всего плана развития Евросоюза, 
а сами Фримен и Люндвал были 
в числе вдохновителей известной 
Лиссабонской стратегии ЕС.

Согласно определению Фриме-
на, НИС – это сеть организаций 
частного и государственного сек-
торов экономики, чьи действия 
и взаимодействия инициируют, 
импортируют, меняют и рас-
пространяют новые техно-
логии. Так как экономики боль-
шинства стран ЕС принадлежат 
к смешанному, социалистически-
капиталистическому типу, роль 
государства в европейской моде-

ли НИС особенно велика. Евросо-
юз является ключевым заказчи-
ком и потребителем исследований 
и разработок, финансируя их че-
рез свои рамочные программы.

Нынешняя, Седьмая рамоч-
ная программа (РП7) рассчитана 
на 2007–2013 гг. В качестве самых 
общих инструментов координа-
ции в ней, как и в российских про-
граммах, выделены тематические 
приоритетные направления, их 
десять. Больше всего средств идет 
на Иt, здравоохранение, транс-
порт и нанотехнологии. 

 Но основным инструментом ко-
ординации усилий всех игроков 
на поле r&D служат Европей-
ские технологические платфор-
мы. Формально они не включены 
в РП7, но работают в тесном кон-
такте с ней. Таких платформ 36, 
первая из них возникла в 2002 г.

Каждая платформа создана 
вокруг отдельной группы ком-
мерчески и социально значимых 
технологий – «Фотовольтаика», 
«Водоснабжение и санитарные 
технологии», «Промышленная 
безопасность», «Текстиль и одеж-
да будущего». В ЕС принято счи-
тать, что платформы возника-
ют «снизу», но на деле бизнес, 
инвестиционно-финансовые, ис-
следовательские и общественные 
организации формируют их в тес-
ном контакте с правительственны-
ми агентствами и службами.

Юридического статуса у тех-
нологических платформ нет, это 
открытые сетевые организации, 
формализующие отраслевые 
НИС. Их существование подчине-
но трем фазам:

1. Заинтересованные участники 
путем встреч и переговоров фор-
мируют общее видение развития 
предметного поля, вокруг которого 
они объединились.
2 .  С о в м е с т н ы м и  у с и л и я м и , 
но под руководством компаний 
промышленности формируется 
Стратегический план исследо-
ваний. В этом плане говорится, 
какие средне- и долгосрочные ис-
следования и разработки требует-
ся провести.
3. Идет выполнение стратегическо-
го плана с привлечением частных 
и государственных инвесторов (на-
пример, через РП7 или националь-
ные министерства и фонды). 

Одна из основных задач плат-
форм – помогать чиновникам ЕС 
в формировании тематики конкур-
сов в РП7. При этом ЕС финанси-
рует лишь работу секретариатов 
платформ, а основные организа-
ционные расходы ложатся на пле-
чи участников. Дополнительно 
Евросоюз следит за тем, чтобы 
концепция платформ не размы-
валась. Соответствующий статус 
«Европейской платформы» при-
сваивается только сплоченным 
и мотивированным объединени-
ям, возникшим вокруг прорывных 
технологических направлений. 

Для примера обратимся к стра-
тегическому плану технологиче-
ской платформы «Европейский 
совет по исследованиям в области 
дорожного транспорта». Вот лишь 
некоторые пункты плана:
– в 2020–2025 гг. будут проведены 
полноценные рабочие испытания 
систем автоматического дорож-
ного движения, синхронного тор-
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можения и разгона автомобилей, 
соблюдения дистанции;
– в 2010–2015 гг. пройдут экспе-
рименты по обоснованию возмож-
ности прямого измерения трения 
автомобильных шин;
– в 2010–2015 гг. будут разра-
ботаны полноценные системы 
сетевых коммуникаций авто мо-
биль-автомобиль и авто мо биль-
инфраструктура.

Задолго до официального при-
нятия план размещают на сайте 
платформы в свободном доступе 
и объявляют прием отзывов. 

В состав платформы входят 
полтора десятка профильных ас-
социаций бизнеса (Ассоциация 
асфальта, Ассоциация поставщи-
ков автомобильных компонентов 
и др.), несколько университетов 
и некоммерческих фондов, стра-
ны ЕС, Еврокомиссия в целом 
и ее отдельные комитеты. Особую 
роль играют корпорации – Bosch, 
renault, Volvo и прочие. 

Общее управление платфор-
мой ведет исполнительный совет 
из пяти человек, возглавляемый 
Вольфгангом Штайгером, дирек-
тором отдела новых технологий 
Volkswagen Group. Совет собира-
ется примерно раз в месяц, а более 
представительные встречи основ-
ных членов обычно приурочены 
к профильным выставкам и кон-
ференциям. 

 Платформы находятся на раз-
ных стадиях развития. Отдельную 
группу составляют самые про-
двинутые и требующие особенно 
сложных и дорогих исследова-
ний объединения. Для них в РП7 
разработан механизм Совмест-
ных технологических инициатив 
(СТИ). На сегодня таких инициа-
тив пять, все они действуют в пар-
тнерстве со своими «родительски-
ми» платформами: «Топливные 
элементы и водородная энергети-
ка», «Технология наноэлектрони-
ки», «Инновационные лекарства», 
«Встраиваемые электронные си-
стемы» и «Аэронавтика и воздуш-
ный транспорт». 

Ю р и д и ч е с к и  э т о  ч а с т н о -
государственные партнерства, 
в каждое из которых входят Ев-
рокомиссия, заинтересованные 
страны и представители частного 
бизнеса, объединившиеся в ассо-
циацию. ЕС выделяет каждой СТИ 
в среднем 1–2 млрд евро на срок 
до 2013 г., столько же дает бизнес. 
На открытом конкурсе выбирают-
ся проекты для финансирования, 
объединяющие научные центры, 
малые компании и корпорации. 
Главным критерием отбора служит 
научное превосходство. Первые 
проекты были отобраны в конце 
2008 г., поэтому пока об эффектив-
ности СТИ говорить рано.

Зато уже есть достаточно ре-
зультатов мониторинга работы 
обычных технологических плат-
форм. В 2008 г. опрос представите-
лей 950 организаций-участников 
платформ показал, что в целом 
они замечают усиление коорди-
нации и довольны возможностями 
согласования стратегии. Дает ли 
участие в платформе доступ к фи-
нансовым ресурсам? Да, считают 
респонденты, но степень оптимиз-
ма по этому вопросу гораздо выше 
у чиновников, чем у менеджеров 
корпораций, университетских про-
фессоров и особенно владельцев 
малых инновационных фирм. 

Есть проблемы в интеграции 
с РП7. Если представители одних 
платформ довольны тем, как их 
предложения отражены в конкур-
сах программы, то другие счита-
ют, что их совершенно игнориру-
ют. Есть жалобы на то, что усилия 
по составлению и продвижению 
стратегического плана исследова-
ний совершенно не соответствуют 
успеху в РП7 – конкурсы выигры-
вает такая же малая часть заявок, 
что и раньше. 

Эксперты ЕС столкнулись 
с большими трудностями, когда 
пытались получить информацию 
о деятельности отдельных плат-
форм. Порой их секретариаты ра-
ботали плохо, а члены встречались 
для обсуждений очень редко. 

Наконец, не оправдалась на-
дежда на то, что платформы будут 
формировать и развивать профес-
сиональное образование. В этой 
сфере активности практически 
нет. Но в целом 93% респондентов 
сообщили, что они бы не измени-
ли своего решения о вступлении 
в платформы, если бы знали зара-
нее об их развитии. Исследование 
2009 г. подтвердило вывод о по-
лезности техплатформ, но под-
черкнуло недостаточную степень 
вовлеченности участников в их 
работу. Из-за неформального ха-
рактера деятельности платформ 
каких-то прямых экономических 
и статистических эффектов от их 
существования не фиксируется.

Умеренный успех технологиче-
ских платформ сочетается с общи-
ми скромными достижениями ев-
ропейской научно-инновационной 
политики. Ключевая цель Лисса-
бонской стратегии – доведение 
расходов на науку к 2010 г. до 3% 
ВВП – осталась нереализованной. 
Теперь эксперты Еврокомиссии 
создают новую стратегию. Тех-
нологические платформы будут 
сохранены, но им рекомендовано 
сливаться в «технологические ин-
новационные платформы», орга-
низованные в форме кластеров. 

Помимо стратегических пла-
нов участникам теперь предпи-
сано разрабатывать и сдавать 
в Еврокомиссию «Планы по инно-
вационным действиям», а также 
проводить согласованные с ЕС 
прогнозные исследования. Они 
должны будут сами оценивать 
поступающие высокорисковые 
проекты и реализовывать соб-
ственные «Программы внедрения 
инноваций». Насколько оправдан-
ной окажется стратегия такого 
усиления функционала плат-
форм, покажет время. Евросоюз 
от них отказываться не собира-
ется, а еврочиновники настаива-
ют, что этот механизм обладает 
огромным потенциалом, говоря 
о платформах как о «флагманах 
Европы». 
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Фармацевтические кластеры как 
лекарство для региональной экономики
Елена Новосёлова

В России активно идет процесс создания фармацевтических кластеров. Есть реально зара-
ботавшие, есть проектные, пока на бумаге. Везде звучат оптимистические отчеты: регионы 
поднимают производство, уровень образования населения, получают новые рабочие места, 
а компании-фармпроизводители — готовую инфраструктуру и налоговые преференции. 
А ждать ли развития инновационной среды в рамках создаваемых фармацевтических класте-
ров? Этот и другие вопросы обсуждались на форуме «Разработка и производство инноваци-
онных препаратов в России», который прошел 17–18 ноября в Москве. Организатором высту-
пил Институт Адама Смита.

Кластер – это отраслево-
территориальное добро-
в о л ь н о е  о б ъ е д и н е н и е 

предпринимательских структур, 
которые тесно сотрудничают с на-
учными учреждениями, обще-
ственными организациями и ор-
ганами местной власти с целью 
повышения конкурентоспособно-
сти собственной продукции и со-
действия экономическому разви-
тию региона.

В настоящее время на терри-
тории России создается все боль-
ше и больше кластеров в различ-
ных отраслях: машиностроении 
и металлообработке, авиационно-
космическом строении, судострое-
нии, ИТ, оптоэлектронике, при-
боростроении, лесопереработке, 
агропромышленности и сельском 
хозяйстве, фармацевтике и т.д. 
О формировании фармацевтиче-
ских кластеров заявили Санкт-
Петербург, Москва, Московская, 
Ярославская, Калужская, Сверд-
ловская области, Сибирский реги-
он, Ставропольский край, Респу-
блика Татарстан. 

Пока вопросов больше, чем от-
ветов: есть ли в регионе предпо-
сылки для создания фармкла-
стера, найдет ли он резидентов, 
какое производство должно быть 
в фармкластере (лекарства соб-
ственной разработки, дженерики 

и просто упаковка лекарственных 
препаратов), как развивать на-
правление инновационных разра-
боток, как участвовать в образо-
вательных программах, решат ли 
фармкластеры задачи по импор-
тозамещению лекарственных пре-
паратов, каковы аспекты право-
вого обеспечения, как оценивать 
эффективность кластера и сколь-
ко фармацевтических кластеров 
нужно России?

На территории фармкласте-
ра должна проходить вся цепоч-
ка разработки и производства 
лекарств. Лишь немногие из ре-
гионов могут говорить о создании 
на их территории полноценных 
кластеров со структурой «подго-
товка кадров – r&D – производ-
ство». Скорее, пока в России речь 
идет о специальных экономиче-
ских зонах, на которые активно 
приглашается фармпроизвод-
ство по причине привлекатель-
ности фармацевтического рынка 
(показавшее рост даже в период 
кризиса) и активной поддерж-
ки государства (стратегия «Фар-
ма-2020»). 

Как и прогнозировалось, толь-
ко отечественными компаниями 
фармкластер не наполнить. Кро-
ме того, привлечение иностранных 
компаний необходимо для обе-
спечения трансфера технологий 

и специалистов не только в обла-
сти изготовления лекарственных 
средств, но и для r&D. Немного 
утешает, что в проекты по созда-
нию фармацевтических кластеров 
со стороны производителей вклю-
чились действительно крупные 
игроки международного фармбиз-
неса. Примером фармацевтиче-
ского кластера, соответствующего 
своему определению и сумевшего 
привлечь серьезных участников, 
является Ярославский кластер 
фармацевтической промышлен-
ности и инновационной медици-
ны. Одним из резидентов данного 
фармкластера стала швейцарская 
компания «Новартис Фарма» (no-
vartis Pharma), руководитель рос-
сийского подразделения которой 
г-н Хари Свен Кришнан и губер-
натор Ярославской области Сергей 
Вахруков подписали 7 сентября 
2010 года Меморандум о взаимопо-
нимании между Правительством 
Ярославской области и компанией 
«Новартис Фарма» по сотрудни-
честву в области здравоохранения 
и медицинской науки. Согласно 
Меморандуму планируемое со-
трудничество будет развиваться 
в двух направлениях: повышение 
квалификации профессиональных 
кадров в сфере здравоохранения 
и исследование инновационных 
препаратов, в частности увели-
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чение числа клинических ис-
следований и подготовка кадров 
для их проведения. С этой целью 
в регионе в 2011 году на базе Ярос-
лавской государственной меди-
цинской академии компания «Но-
вартис Фарма» планирует создать 
Центр клинических исследований. 
Сотрудничество в проведении 
научно-клинических исследова-
ний в Ярославской области успеш-
но осуществляется уже в течение 
7 лет. За это время, благодаря пар-
тнерству с компанией «Новартис 
Фарма», ведущие академические 
и лечебные учреждения региона 
получили возможность участво-
вать в 17 международных клини-
ческих исследованиях по 14 пока-
зателям. 

Для подготовки кадров для ре-
ализации инновационного раз-
вития в области фармакологии 
и медицины в Ярославской обла-
сти формируется межвузовский 
научно-образовательный иннова-
ционный центр, который объеди-
нил ведущие учебные организа-
ции региона. Кроме того, на базе 
учебных заведений запускаются 
специальные программы подго-
товки персонала для фармацев-
тической промышленности. Так, 
компания «Новартис Фарма» при-
ступила к реализации совмест-
ной образовательной программы 
с Ярославской государственной 
медицинской академией, кото-
рая включает не только специ-
альную программу подготовки 
кадров для медицины и фарма-
цевтики, стажировки выпускни-
ков на предприятиях компании, 
но и программу подготовки пе-
дагогических кадров. Компания 
«Никомед» (nycomed) совместно 
с ЯМГА и Ярославским техни-
ческим университетом на базе 
химико-технологического лицея 
запустила программу подготовки 
технического персонала для нужд 
фармацевтической промышлен-
ности. Первая группа учащихся 
из 25 человек начала обучение 

с 1 сентября 2010 года по трем ра-
бочим специальностям. 

Кроме того, компания «Никомед» 
в июне 2010 года начала в регионе 
строительство завода, на котором 
планируется выпускать препара-
ты для лечения и профилактики 
неврологических и кардиологиче-
ских заболеваний. Компания инве-
стировала в строительство 75 млн 
евро и рассчитывает начать вы-
пуск готовой продукции уже в 2014 
году. На территории Ярославской 
области также реализуются про-
екты создания высокотехноло-
гичных производств компании 
«Р-Фарм» и Центра высоких тех-
нологий «ХимРар», которые объя-
вили о строительстве в Ярославле 
совместного предприятия по про-
изводству активных субстанций 
лекарственных препаратов. Про-
ект, получивший рабочее название 
«Фармославль», нацелен на сни-
жение зависимости отечествен-
ного здравоохранения от импорта 
не только готовых лекарственных 
форм, но и субстанций для их про-
изводства.

В рамках данного фармацев-
тического кластера планируется 
строительство первого в России 
завода по производству противо-
гриппозных вакцин на основе на-
нотехнологий. Инвесторами проек-
та выступили ГК «Роснано» и ООО 
«НТ Фарма» (чтобы избежать за-
тяжек с аудиторскими процедура-
ми, а также чтобы «Роснано» мог-
ло иметь 49 процентов в уставном 
пакете предприятия, было реше-
но организовать новую компанию 
«НТ Фарма», а не включать завод 
по производству нановакцин в со-
став уже существующей фирмы 
«Иммафарма»). Первоначально 
инвестиции «Роснано» составили 
1.5 млрд рублей, однако плани-
руется дальнейшее привлечение 
средств за счет выпуска нановак-
цин и от свиного гриппа. 

Еще один пример отраслево-
территориального объединения 
образовательных, научных и про-

изводственных организаций в об-
ласти фармацевтики – Калужский 
фармацевтический кластер. 

Еще в 2006 году в городе Обнин-
ске Калужской области был от-
крыт российский завод компании 
Hemofarm (входящий в немец-
кую группу StADA), обладающий 
максимальной мощностью произ-
водственной площадки до 2.5 млрд 
таблеток в год. Общая сумма ин-
вестиций в строительство соста-
вила 32 млн евро. О строительстве 
собственного производства в этом 
регионе заявила датская компания 
«Ново Нордиск» (novo nordisk). 
В соответствии c меморандумом 
о намерениях, подписанным компа-
нией «Ново Нордиск» и Правитель-
ством Калужской области, общий 
объем инвестиций в строительство 
завода по производству инсули-
на составит 80–100 млн долларов 
США. Соглашение определяет 
обязанности сторон по обеспечению 
инфраструктуры, необходимой 
для строительства завода (электро-
сети, газо- и водоснабжение, доро-
ги и т.д.), и основные условия при-
обретения компанией земельного 
участка для строительства завода. 
Также соглашение о строитель-
стве собственного производства 
на территории Калужской области 
подписала фармкомпания Berlin-
chemie AG, входящая в объедине-
ние «Группа Менарини» (Menarini 
Group). На первом этапе реализа-
ции проекта с общим объемом ин-
вестиций в 30 млн евро в Калуге 
будет запущена линия упаковки 
(2013 год), позже – производство 
лекарственных средств (2014 год). 

Еще две российские фарма-
цевтические компании в сентябре 
2010 года объявили о строитель-
стве производства на территории 
Калужской области – это ЗАО 
«Фарм-Синтез» и «НИАРМЕДИК 
ПЛЮС». «Фарм-Синтез» плани-
рует организовать на заводе вы-
пуск онкологических и диагности-
ческих лекарственных препаратов 
по полному циклу (производство 
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и упаковка) из субстанций соб-
ственного производства. Завер-
шение проекта намечено на лето 
2011 года. Суммарный объем ин-
вестиций в данный проект до 2012 
года составит около 10 млн евро 
полностью за счет средств ком-
пании. Компания «НИАРМЕДИК 
ПЛЮС» планирует создание про-
изводства полного цикла, направ-
ленного на обеспечение спроса 
двух ключевых фармацевтиче-
ских препаратов компании «НИ-
АРМЕДИК ПЛЮС» – индуктора 
интерферона противовирусного 
действия и коллагенового мате-
риала, применяемого в хирургии, 
травматологии, ортопедии. 

В формировании фармкластера 
в Калужской области участвует 
Фонд посевных инвестиций Россий-
ской венчурной компании, который 
для своих первых инвестиций вы-
брал проекты, разработанные 
в Калужской области. Это система 
диагностики инфаркта миокар-
да «Кардиомаркер» (проект ООО 
«Обнинская фармацевтическая 
компания») и лекарство от рака по-
чек (проект ООО «ОнкоМакс»).

Огромное значение в переходе 
от индустриальных парков к тер-
риториальным кластерам прида-
ется развитию образовательных 
программ и подготовке кадров 
для отрасли, локализации на тер-
ритории фармкластера r&D, соз-
данию центров клинических ис-
пытаний. В рамках программы 
по созданию фармкластера в Об-
нинске несколько лет назад был 
открыт медицинский факультет 
при Обнинском государственном 
техническом университете атом-
ной энергетики (ИАТЭ) (филиал 
Национального исследовательского 
ядерного университета МИФИ).

На территории Калужской об-
ласти был создан Центр по под-
готовке специалистов для фар-
мацевтической промышленности, 
который сотрудничает с Берлин-
ским Центром профессионального 
обучения, специализирующегося 

в фармацевтической и химической 
промышленности, РУДН, Между-
народной фармацевтической фе-
дерацией. В Центре с 1 сентября 
2011 года стартует более 20 про-
грамм обучения, в которых будет 
участвовать 300 человек.

В своем докладе на форуме 
«Разработка и производство инно-
вационных препаратов в России» 
министр экономического развития 
Калужской области Руслан Зали
вацкий отметил, что Правитель-
ство Калужской области создало 
все условия для комфортного раз-
вития инвестиционных проектов. 
Так, созданные индустриальные 
парки предоставляют компаниям 
готовую инженерную и логистиче-
скую инфраструктуру, земля сда-
ется в аренду или под продажу, 
есть готовые производственные 
площади со структурой для долго-
срочной аренды. Результатами 
такой политики в рамках региона 
стали 56 активно работающих ин-
вестиционных проектов, а до конца 
2010 года планируется запустить 
еще 5. 

Концепция развития фарма-
цевтического кластера в Санкт-
Петербурге была утверждена 
постановлением Правительства 
Санкт-Петербурга от 22 апреля 
2010 года № 419. В Санкт-Петер-
бурге имеются все необходимые 
составляющие для развития фар-
мацевтической отрасли в новом 
формате. Это наличие научного 
и кадрового потенциала, научно-
исследовательские институты, 
разработчики лекарственных пре-
паратов – 11 академических ин-
ститутов в области химии и меди-
цины, большая клиническая база. 
Сегодня в Петербурге имеется 
порядка десяти крупных и сред-
них предприятий, выпускающих 
широкий спектр лекарственных 
препаратов. По словам губернато-
ра Валентины Матвиенко, проек-
ты, связанные с фарминдустрией, 
будут иметь приоритетное значе-
ние для экономики города и полу-

чат поддержку от Правительства 
Санкт-Петербурга. Для коорди-
нации работы по реализации кон-
цепции создан Межвузовский на-
учный центр, который объединил 
Санкт-Петербургский государ-
ственный технологический уни-
верситет, Санкт-Петербургский 
медицинский университет им. И.П. 
Павлова и Санкт-Петербургскую 
государственную химико-фар ма-
цев тическую академию.

Пока процесс формирования 
фармацевтического кластера 
начался с создания особой эко-
номической зоны «Нойдорф», 
вторым участком станет ОЭЗ «Но-
воорловская», а третьим – пром-
зона «Пушкинская». Первыми 
предприятиями нового кластера 
стали российские компании: ООО 
«Герофарм» (создание комплекса 
по производству инъекционных 
лекарственных средств до 55 млн 
флаконов готовых лекарственных 
форм. Объем инвестиций – 1.3 млрд 
руб.); ЗАО «Биокад» (производство 
оригинальных и воспроизведен-
ных лекарственных препаратов, 
применяемых в онкологии, не-
врологии, урологии и гинекологии. 
Объем инвестиций – 1.07 млрд 
руб.); ООО «Неон» (производит 
медицинское и фармацевтическое 
оборудование, фармпродукцию. 
Объем инвестиций – 910 млн руб.); 
ООО «Самсон-Мед» (производство 
лекарственных средств на основе 
природных биологически актив-
ных веществ. Объем инвестиций – 
1.5 млрд руб.).

27 октября 2010 года Зако-
нодательное собрание Санкт-
Петербурга приняло в целом 
проект закона Санкт-Петербурга 
«О внесении изменений в Закон 
Санкт-Петербурга «О налоговых 
льготах»». Ставки налога на при-
быль для организаций-инвесторов 
снизят до 13.5%, а также инвесто-
ров освободят от уплаты налога 
на имущество. Ранее ставка на-
лога на прибыль колебалась в за-
висимости от объема инвестиций 
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виктор Дмитриев,
генеральный директор Ассоциации 
российских фармпроизводителей
Многие заявили о строительстве 
кластеров. Однако определения по-
нятия кластера у нас 
на законодательном 
уровне не существу-
ет. Что касается во-
проса создания Ас-
социации российских 
фармацевтических 
кластеров, то АРФП не против соз-
дания Ассоциации фармкластеров, 
однако, хотелось бы понять, с какой 
целью? Ассоциации создаются 
для решения определенных вопро-
сов, лоббирования интересов.

Более того, некоторые не пони-
мают, с какой целью на террито-

рии региона строится кластер. Что-
бы создать рабочие места, развить 
фармпромышленность и обеспе-
чить жителей доступными по цене 
лекарственными средствами? 
Или чтобы развить науку и разра-
ботать инновационные лекарствен-
ные препараты? Или чтобы поте-
шить свои политические амбиции? 
Цели создания фармкластеров 
должны быть увязаны с госзака-
зом. То есть результат их работы 
должен влиять на снижение смерт-
ности и заболеваемости и на рост 
уровня жизни – это основные инди-
каторы здравоохранения. 

Лично я могу отметить пару-
тройку перспективных в этом пла-
не проектов, где действительно 
четко прописаны цели, есть науч-

ный потенциал, производственная 
база, высококвалифицированные 
кадры, развитая инфраструктура, 
инвесторы и т.д. В таком случае 
фармацевтический кластер бу-
дет действительно выполнять свои 
функции. Например, в Петербурге 
есть все для того, чтобы сложился 
кластер. Есть наука, образование, 
непосредственно само производ-
ство, есть желающие и инвесторы, 
которые готовы строить фармпро-
изводство. То, что в Питере хоро-
шо развита наука, дает надежду, 
что развитие кластера пойдет 
по инновационному пути, не повто-
ряя, что уже существует. Все под-
готовлено под новые препараты. 
Есть еще хороший пример – Ярос-
лавль, Калуга. 

и доходила до 15.5%. Кроме того, 
законом устанавливаются еди-
ные «пороговые» значения объе-
мов вложений для получения на-
логовых льгот от 800 млн рублей 
и более. При этом ранее ставкой 
13.5% могли пользоваться только 
организации с объемом инвести-
ций от 3 млрд рублей. Также по-
правками к закону увеличивается 
период пользования льготой – с 3 
до 5 лет. Если раньше вложения 
инвестор должен был делать в те-
чение одного года, то теперь в те-
чение трех лет. Устанавливаются 
и некоторые особенности условий 
и требований для организаций-
инвесторов, осуществляющих про-
изводство высокотехнологичной 
продукции. Так, льготы по налогу 
на прибыль они смогут получить 
при сумме вложений, начиная 
от 50 млн рублей и более.

Это лишь несколько примеров 
реализации Концепции создания 
фармацевтических кластеров. 
Насколько такие фармкластеры 
оправдают надежды всех участ-
ников со стороны бизнеса, госу-
дарства, региональных властей 
и как вообще оценить эффектив-

ность кластера? По количеству 
привлеченных участников (пред-
приятия и созданные НИЦ), по ко-
личеству зарегистрированных 
и выведенных на рынок лекар-
ственных средств, объему привле-
ченных инвестиций или годовому 
объему производства лекарствен-
ных препаратов?

Региональные власти прилагают 
огромные усилия по созданию бла-
гоприятной инвестиционной среды 
и организации не только производ-
ства, но и инновационного процесса 
на территории создаваемых фар-
мацевтических кластеров. Тенден-
ция создания кластеров подкре-
пляется поддержкой со стороны 
государства, которое видит в кла-
стерах не только инструмент ин-
новационного развития экономики, 
но и решение некоторых социаль-
ных аспектов, таких, как занятость 
населения и образование. Несо-
мненно, такая тенденция к созда-
нию фармацевтических кластеров 
требует регулирования правовых 
аспектов. Для защиты интересов 
резидентов фармкластеров все 
чаще среди компаний-участников 
звучат призывы создать Ассоциа-

цию российских фармацевтиче-
ских кластеров. В октябре Комитет 
Торгово-промышленной палаты 
по предпринимательству в здра-
воохранении и медпромышленно-
сти провел совещание, на котором 
вынес предложение разработать 
отдельную Концепцию развития 
фармкластеров в РФ. Эта инициа-
тива влечет за собой формирова-
ние рабочей группы с участием 
представителей Минэкономразви-
тия России, Минпромторга России, 
Минздравсоцразвития России, 
Роспатента, других ведомств, ре-
гиональных органов власти, науч-
ной общественности, объединений 
предпринимателей и делового со-
общества. Участники заседания 
также предложили руководству 
ТПП РФ обратиться в Правитель-
ство Российской Федерации с ини-
циативой предусмотреть в проекте 
Федеральной целевой программы 
«Развитие фармацевтической 
и медицинской промышленности 
Российской Федерации до 2020 
года» в качестве отдельного разде-
ла «Развитие фармацевтических 
кластеров в Российской Федера-
ции». 
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РЕФЕРАТ Обсуждается сопряженное развитие этнической генетики, генетики распространенных болезней 
и концепций персонифицированной медицины. Показано, каким образом структура генетического разно
образия популяций человека взаимосвязана с различиями по частотам менделирующих и мультифак
торных заболеваний. Рассмотрены популяционные основы фармакогенетики и оценки эффективности 
фармакотерапии, достижения и перспективы индивидуальной геномики.
КлючЕвыЕ СловА Геномная медицина, персонифицированная медицина, этническая генетика, популяци
онная генетика человека, генетическое разнообразие, мультифакторные болезни, полногеномный анализ 
ассоциаций, фармакогенетика, геном человека, геномика, секвенирование, однонуклеотидные полиморфиз
мы, персональные геномы.
СПиСоК СоКРАщЕНий АДЗ – болезни с аутосомнодоминантным наследованием; АРЗ – болезни 
с аутосомнорецессивным наследованием; БА – болезнь Альцгеймера; ИБС – ишемическая болезнь сердца; 
НБ – наследственные болезни; ГВСI – гипервариабельный сегмент I; мтДНК – митохондриальная ДНК; 
МФЗ – мультифакторные заболевания; ПДРФ – полиморфизм длины рестрикционных фрагментов; ХОБЛ – 
хроническая обструктивная болезнь легких; SNP (single nucleotide polymorphism) – однонуклеотид ный 
полиморфизм; CNV (copy number variation) – вариабельность по числу копий; STR (short tandem repeats) – 
короткие тандемные повторы; HapMap (Haplotype Map) – проект построения карты гаплотипов гаплоид
ного генома человека; CEU (Central Europeans) – популяция центральноевропейского происхождения; 
YRI (Yoruba, Ibadan) – популяция йоруба (Ибадан, Нигерия); CHB (Chinese, Beijing) – популяция китайцев 
(Пекин); JPT (Japanese, Tokyo) – популяция японцев (Токио); CMT1 (CharcotMarieTooth type 1) – болезнь 
ШаркоМариТута тип 1; GWAS (genomewide associations search) – полногеномный поиск ассоциаций; OR 
(odds ratio) – отношение шансов; OMIM (online Mendelian inheritance in man) – онлайнкаталог менделев
ского наследования у человека.

ввЕДЕНиЕ

Персонифицированная медицина
Идея персонифицированной медицины, ставящая 
в центр внимания конкретного больного со всеми его 
особенностями, не нова. На нее опирались еще клас-
сики российской медицины XIX века – М.Я. Мудров 
и Н.И. Пирогов. «Врач лечит не болезнь, а больного… 
Каждый больной по различию сложения требует осо-
бого лечения, хотя болезнь одна и та же», – писал Му-
дров. Подчеркивали великие врачи прошлого и про-
филактический характер индивидуализированной 
медицины – «Взять в руки людей здоровых… Пред-
писать им надлежащий образ жизни» [1] и «болезнь 
легче предупредить, чем лечить» [2]. Новое прочтение 
и реальное наполнение идея персонального подхода 
к больному получила в век развития молекулярной 

генетики, оформившись в конце 90-х годов XX века 
в концепцию геномной медицины [3, 4], под которой, 
в самом общем виде, понимают «рутинное исполь-
зование генотипического анализа, обычно в форме 
ДНК-тестирования, с целью улучшения качества ме-
дицинской помощи» [3]. Современное прочтение пер-
сонифицированной медицины основывается на прин-
ципах превентивной (упреждающей) медицины, 
обоснованной лауреатом Нобелевской премии Жаном 
Доссе [5]. Ее содержание наиболее полно раскрывает-
ся в принципе медицины четырех П, или системной 
медицины, сформулированных Лероем Худом [6–8], 
согласно которому «реактивная» медицина (реагиру-
ющая на болезнь и борющаяся с симптомами) долж-
на превратиться в медицину предиктивную, превен-
тивную, персонифицированную и партисипаторную 
(медицину участия) – т.е. в медицину, направленную 
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на предсказание болезни до ее симптоматического 
проявления; предупреждающую болезнь; учитываю-
щую индивидуальные (прежде всего, генетические) 
особенности пациента; подразумевающую активное 
участие пациента в выявлении его генетических осо-
бенностей и превентивных мерах. 

В России идея персонифицированной медици-
ны, базирующейся на достижениях молекулярной 
генетики, активно развивается в исследованиях не-
скольких генетических школ, развивающих концеп-
ции «геномной медицины» (научная школа акаде-
мика РАМН В.П. Пузырева [9–11]) и «генетического 
паспорта» (научная школа члена-корреспондента 
РАМН В.С. Баранова [12–14]). 

Этническая генетика
Генетические особенности индивида в значительной 
мере определяются его принадлежностью к опреде-
ленному географическому региону, этнической груп-
пе, популяции. Оставляя за скобками настоящей 
работы дискуссию о сущности, терминологических 
и смысловых различиях географического, этническо-
го и популяционного уровня организации генофонда, 
в контексте персонифицированной медицины бу-
дем рассматривать эти термины как синонимичные 
по сути – отражающие индивидуальные особенности 
человека вследствие его генетического происхожде-
ния. 

Общепризнано, что детальное понимание гене-
тической вариабельности в популяциях человека 
служит ключом к выявлению генетических основ 
распространенных заболеваний [15]. Подходы, на-
правленные на выявление генетических взаимоот-
ношений между различными этническими группами 
и популяциями на основе исследования полиморф-
ных генетических маркеров, применяются в по-
пуляционной и эволюционной генетике человека 
с середины 1950-х годов. Первоначально в качестве 
генетических маркеров использовали белковый по-
лиморфизм [16–18]. С развитием молекулярной ге-
нетики популяционные исследования были перео-
риентированы на различные классы ДНК-маркеров, 
в первую очередь, – нерекомбинантные линии 
мтДНК и Y-хромосомы [19–21 и др.]. Эти работы по-
зволили сформировать представления об основных 
этапах расселения и этнической дивергенции совре-
менного человека и вылились в формирование от-
дельного научного направления – этногенетики. Эт-
ногенетика, по определению Балановской и Рычкова 
[22], есть раздел популяционной генетики, в котором 
«особое внимание уделяется этнической структуре 
популяций, а целью является выяснение генетиче-
ских последствий этноисторического и экологиче-
ского развития народонаселения». 

В самое последнее время в качестве средства опи-
сания генетического разнообразия в этносах и попу-
ляциях используются полногеномные наборы одно-
нуклеотидных полиморфизмов (SnP), дополняемые 
иногда вариабельностью по числу копий (cnV) [23–26 
и др.]. В ближайшей перспективе – ресеквенирова-
ние полных геномов в представительных выборках 
из различных популяций. 

В России работы по этнической генетике – одно 
из самых продуктивных генетических направлений, 
которое активно развивается в ряде научных цен-
тров [27–31]. 

Значение популяционной генетики для персони-
фицированной медицины определяет и тот факт, 
что знания о роли генетического разнообразия в па-
тогенезе распространенных заболеваний возможно 
накопить только путем детального анализа ассоциа-
ций генетических маркеров с болезнью на обширных 
выборках больных и здорового контроля из различ-
ных популяций. В частности, наиболее продуктив-
ный подход к анализу ассоциаций – полногеномный 
поиск ассоциаций (GWAS) – требует выборок в сотни 
или тысячи индивидов и обязательной репликации 
ассоциаций на других популяциях. 

Сопряженное развитие этнической генетики, гене-
тики распространенных болезней и концепций персо-
нифицированной медицины рождает несколько клю-
чевых вопросов, ответы на которые будут определять 
содержание и темпы генетизации предиктивной ме-
дицины:

- Насколько существенны межэтнические разли-
чия в частотах болезней и частотах генов подвержен-
ности к болезням?

- Каковы эволюционные механизмы формирова-
ния различий в частотах генов болезней?

- Влияет ли расовое, этническое или географиче-
ское происхождение на вклад отдельных генетиче-
ских вариантов в заболевание?

- В какой мере генетическая вариабельность отве-
чает за различия в распространенности и исходах бо-
лезней между расовыми и этническими группами? 

- Есть ли необходимость в информации о расо-
вой/этнической принадлежности для медицинских 
исследований?

Дать представление о современном состоянии дел 
в попытках ответить на эти вопросы – задача настоя-
щей статьи. 

СТРуКТуРА ГЕНЕТичЕСКоГо РАзНооБРАзия 
в ПоПуляциях чЕловЕКА
Насколько популяции человека отличаются друг 
от друга генетически? Популяционная генетика 
человека дает на этот вопрос однозначный ответ – 
на долю межпопуляционных различий в глобальном 
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масштабе (если сравнивать популяции разных кон-
тинентов) приходится 10–15% генетического разно-
образия человека (табл. 1). Иными словами, значение 
индекса фиксации Райта (коэффициент F

st
) при оцен-

ке глобального уровня генетической дифференциа-
ции популяций человека составляет 0.10–0.15. В этот 
интервал попадают значения, полученные для боль-
шинства систем генетических маркеров классиче-
ской и молекулярной популяционной генетики че-
ловека – группы крови, белковый полиморфизм, 
ПДРФ, Alu-повторы, гипервариабельные сегменты 
мтДНК [28, 32]. Исключения – высокомутабильные 
микросателлиты (Str), по которым уровень генети-
ческой дифференциации значительно ниже (4–5%), 
и Y-хромосома, варианты которой гораздо сильнее 
различаются в популяциях (20–30%), чем другие си-
стемы маркеров. В основе резких отличий этих двух 
типов маркеров лежат определенные эволюционные, 
популяционные и социальные механизмы, рассмо-

трение которых оставим за пределами настоящей 
работы (см., например, [28]). 

Относительно невысокий уровень генетической 
подразделенности популяций человека проявляется 
и на наиболее репрезентативных и всеобъемлющих 
наборах маркеров – больших случайных выборках 
аутосомных полиморфизмов, включая полногеном-
ные наборы из сотен тысяч SnP. Так, Ли и соавт. 
[24] при анализе 650 000 SnP в 51 популяции из па-
нели проекта по разнообразию генома человека 
(HGDP, Human Genome Diversity Project) показа-
ли, что на долю межпопуляционных различий при-
ходится 11% мирового генетического разнообразия. 
В нашей недавней работе мы получили оценку гене-
тической дифференциации 36 популяций (32 популя-
ции Евразии и 4 популяции HapMap) по 200 тысячам 
SnP, равную 13.4% [33]. Несколько меньшие генети-
ческие различия найдены при анализе меньшего ко-
личества континентальных групп. Уровень генетиче-
ской дифференциации популяций Азии по данным 
паназиатского консорциума по SnP составил 5.9% 
[25], а дифференциация популяций Восточной Азии, 
Южной Азии, Европы и Мексики – 5.2% [26]. 

Невысокий уровень генетической дифференциа-
ции популяций человека по сравнению с близкими 
видами (сравните, например, с шимпанзе (FSt

 = 0.32) 
[34] и гориллой (F

St
 = 0.38) [35]) при значительно 

большем ареале свидетельствует об относительно 
недавнем происхождении современных людей от не-
большого числа основателей.

Наиболее общей закономерностью распределе-
ния генетического разнообразия популяций чело-
века является его строгая географическая структу-
рированность, проявляющаяся как кластеризация 
географически близких популяций. В глобальном 
масштабе популяции по любым системам маркеров 
объединяются в расово-континентальные группы – 
африканские негроиды, европеоиды (среди которых 
выделяются подкластеры населения Ближнего Вос-
тока, Европы и Индии), азиатские монголоиды, ав-
стронезийцы и американские индейцы [24, 25, 36] 
(рис. 1). Закономерность проявляется и на мень-
ших масштабах – для континентальных и субкон-
тинентальных групп популяций [23, 37]. Проекция 
генетических различий между представительными 
выборками популяций в пространстве главных ком-
понент или факторов в первом приближении всегда 
тождественна географической карте. Причина такой 
картины заключается в эволюционной истории гене-
тического разнообразия, формировавшегося в про-
цессе расселения современного человека, в основном, 
под действием миграций и дрейфа генов.

Население России также не стало исключе-
нием из этой закономерности. Российские попу-

Таблица 1. Генетическая дифференциация популяций 
человека

Тип маркера Популяции F
St

Ссылка
Классические маркеры

Группы крови Мировые 0.16 [40]
Белковый полиморфизм Мировые 0.11 [40]

ДНК-маркеры
ПДРФ -“- 0.11 [21]

Динуклеотидные Str -“- 0.11 [41]
Тринуклеотидные Str -“- 0.04 [42]

Тетрануклеотидные Str -“- 0.04 [21, 43]
Микросателлиты и ПДРФ -“- 0.15 [44]

Alu-повторы -“- 0.12 [45]
Alu-повторы -“- 0.10 [46]
ГВСI мтДНК -“- 0.14 [47]

Y-хромосома, гаплогруппы Сев. Евразия 0.19 [28]
Y-хромосома, Str Сев. Евразия 0.19 [28]

Широкогеномные наборы маркеров

600К SnP YrI, ceu, 
JPt, cHB 0.12 [48]

1 млн SnP YrI, ceu, 
JPt, cHB 0.10 [48]

1 млн SnP YrI, ceu, 
JPt, cHB 0.13 [49]

440K SnP Мировые 0.05 [26]
50K SnP Азия 0.06 [25]

2.8 млн SnP YrI, ceu, 
JPt, cHB 0.11 [50]

244K SnP Мировые 0.12 [51]
200K SnP Мировые 0.13 [33] 

67 cnV Мировые 0.11 [52]
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ляции кластеризуются в несколько крупных эт-
ногеографических групп: славяне, популяции 
Северного Кавказа, финно-угры Севера Европей-
ской части и Волго-Уральского региона, популяции 
Южной Сибири и Средней Азии, народы Восточной 
Сибири и Северной Азии [28, 33]. Географическая 
структурированность генофонда народов России про-
слеживается по всем системам генетических марке-
ров – линиям мтДНК, Y-хромосомы, Х-хромосомы, 
аутосомным маркерам, включая полногеномные на-
боры SnP.

Пожалуй, единственное крупное отклонение 
от «географического паттерна» – индийский субкон-
тинент, генетическое разнообразие которого лучше 
коррелирует с языковой принадлежностью, чем с ге-
ографией в силу сложной этнической и социальной 
структуры населения, кастовой иерархии крупных 
этносов и наличия множества мелких родоплемен-
ных групп [38, 39].

Насколько популяции человека различаются по час
тотам болезней и частотам генов болезней?
Если полагать вопрос об общих межпопуляцион-
ных генетических различиях человека закрытым, 
то закономерно возникают следующие вопросы: 
насколько генетическая вариабельность связана 
с фенотипической вариабельностью, в особенности, 
для клинических фенотипов (болезней)? Насколь-
ко различия в частотах генов болезней определяют 
межэтнические или межпопуляционные различия 
в частотах самих болезней? Ответ на первый вопрос 
можно попытаться найти в данных генетической эпи-
демиологии и медицинской статистики, второй же 
требует специальных подходов. 

Этническая компонента при моногенных болезнях
Генетическая эпидемиология накопила достаточно 
большой массив данных по частотам менделирую-
щих (моногенных) болезней в различных популяциях. 

Океания

Америка

Восточная Азия

Индия и Западная Азия

Европа

Ближний Восток

Африка

                                       Папуа
                             Меланезийцы
                         Пима
            Майя
                                      Суруи
                               Каритана
                      Колумбийцы

            Якуты
              Орокены
               Дауры
                Хежень
              Монголы
               Ксибо
                Ту
                    Накси
                 Юизу
           Хань
              Японцы
                 Туджийя
                     Ше
                   Миаозу
                           Лаху
                    Даи
                    Камбоджийцы

                     Уйгуры
              Хазарейцы
        Бурушо
                 Калаш
     Патан
     Синдхи
    Макрани
     Брахуи
    Белуджи

         Адыгейцы
            Русские
              Оркадийцы
        Французы
            Баски
             Итальянцы
           Сардинцы
                 Тосканцы

                  Друзы
               Палестинцы
                Бедуины
   Мозабиты

       Йоруба
          Манденка
    Банту
Пигмеи Биака
         Пигмеи Мбути
  Сан

Рис. 1. Географическая 
структурированность ге-
нетического разнообразия 
человека. Региональная 
кластеризация популяций 
по полногеномным на-
борам SNP (по [24, 25], 
с изменениями).
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Суммарная отягощенность наследственными болез-
нями (НБ) (сумма частот аутосомно-доминантных, 
аутосомно-рецессивных и Х-сцепленных болезней) 
в устойчивых сформировавшихся популяциях от-
носительно низка и варьирует в небольших преде-
лах – от 1.5 до 3.5 на 1000 (рис. 2). Например, в 10 рос-
сийских популяциях, представляющих славянское 
население, финно-угров и народы Северного Кавка-
за, суммарная отягощенность НБ колеблется от 1.59 
на 1000 в городах Кировской области до 3.5 на 1000 
в сельских популяциях марийцев [53]. Те же преде-
лы вариабельности характерны и для НБ у коренных 
народов Сибири [54, 55]. При этом частота отдельных 
форм НБ может варьировать гораздо сильнее. Так, 
частота муковисцидоза в регионах Сибири отличает-
ся более чем в 10 раз [56]. 

В случае НБ различия в частотах заболеваний 
прямо обусловлены разницей в частотах аллелей 
в популяциях. Главными факторами популяционной 
динамики, формирующими картину популяционных 
различий в отягощенности НБ, являются дрейф ге-
нов и эффекты родоначальника [53]. Дрейф при этом 
играет ведущую роль даже при стабильной числен-
ности популяции, а еще больше усиливают его роль 
резкие изменения эффективной численности (популя-
ционные волны). Роль естественного отбора в диффе-
ренциации популяций по генам НБ в целом невелика, 
поскольку мутации, приводящие к НБ, снижают при-
способленность больных независимо от их этнического 
или географического происхождения. 

Однако из этого правила есть весьма примечатель-
ные исключения. Самое известное из них – высокая 
частота гетерозигот по серповидно-клеточной ане-
мии и β-талассемии в субтропических и тропических 
регионах, в частности в Средиземноморье. Районы 
высокой частоты указанных эритроцитарных бо-
лезней и малярии практически перекрываются [57]. 
Гетерозиготные носители мутантных аллелей этих 
генов имеют селективное преимущество, связанное 
с лучшей устойчивостью к малярии, и высокая ча-
стота гетерозигот поддерживается балансирующим 
отбором. 

Еще одна частая наследственная болезнь – му-
ковисцидоз – с высокой частотой встречается у ев-
ропейцев и гораздо реже в других географических 
регионах. Широкое распространение основной му-
тации (ΔF508) по всей Европе и ее редкость в дру-
гих частях Света означают, что эта мутация воз-
никла достаточно давно, где-то после расселения 
современного человека из Африки. Прямые оценки 
возраста этой мутации разными способами свиде-
тельствуют, однако, об относительно недавнем – 
около 10 тысяч лет назад – ее происхождении [58, 
59]. Вероятной причиной широкого распростране-
ния мутации в Европе, как и эритроцитарных бо-
лезней, представляется селективное преимущество 
гетерозигот по ΔF508, связанное с меньшей пред-
расположенностью к обезвоживанию при холере 
и тифе, которые свирепствовали в Европе относи-
тельно недавно. 

Рис. 2. Сум-
марная частота 
моногенных 
болезней (в 
промилле) 
в некоторых по-
пуляциях России 
и сопредельных 
стран. 
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Локальная адаптация популяций к пищевым про-
дуктам также может способствовать дифференциа-
ции по некоторым болезням. Так, высокая частота це-
лиакии в Северной Европе, особенно в Скандинавии, 
и низкая – в Южной Европе, вероятно, имеет одной 
из причин более длительную историю сельского хо-
зяйства, в частности культивирования злаков на юге 
Европы, в то время как основным источником пищи 
для древних скандинавов долгое время была охота, 
и в их рационе практически отсутствовали зерно-
вые.

Роль дрейфа генов и эффекта основателя в рас-
пространенности НБ хорошо иллюстрирует нако-
пление некоторых форм наследственной патологии 
в отдельных популяциях. Хорошо известные при-
меры таких популяций – финны, евреи ашкенази, 
франко-канадцы, амиши. Описано более 20 так на-
зываемых «финских» болезней – НБ (в основном 
аутосомно-рецессивных), частота которых у финнов 
значительно выше, чем в любых других популяци-
ях [60, 61]. Феномен накопления НБ у финнов свя-
зывают с эффективным дрейфом, долговременной 
генетической изоляцией и высоким коэффициентом 
инбридинга. По тем же популяционным механизмам, 
вероятно, происходило и накопление некоторых НБ 
у евреев ашкенази. У них также описано как мини-
мум два десятка болезней с очень высокой частотой 
(самые частые из них – болезнь Тея-Сакса и болезнь 
Гоше типа 1) [62].

В российских популяциях феномен этноспецифи-
ческих болезней наиболее ярко проявляется у яку-
тов (табл. 2). К числу «якутских» болезней можно 
отнести как минимум шесть заболеваний, частота 
которых у якутов в десятки раз превышает миро-
вую, включая два недавно описанных синдрома низ-
корослости [63, 64]. Популяционным механизмом 

накопления НБ у якутов является эффект основа-
теля, у некоторых болезней совпадающий по време-
ни с волнами экспансии численности и расселения 
якутов. 

В целом, для некоторых менделирующих НБ ха-
рактерны существенные межэтнические различия 
в частотах, прямо обусловленные различиями в ча-
стотах и спектре мутаций. Эти особенности, несо-
мненно, должны быть учтены (и уже учитываются) 
при медико-генетическом консультировании, ДНК-
диагностике и в скринирующих программах. В этом 
контексте ДНК-диагностику НБ можно считать од-
ним из первых реальных приложений персонифици-
рованной геномной медицины. 

Генетическое разнообразие и комплексные болезни. 
GWAS
Межпопуляционные сравнения частот широко рас-
пространенных мультифакторных заболеваний 
(МФЗ), или комплексных болезней, затруднены от-
сутствием однообразной медицинской статистики 
для глобальных популяций, значительной клиниче-
ской и генетической гетерогенностью МФЗ. Хотя име-
ется множество наблюдений о различиях в частотах 
встречаемости МФЗ в разных популяциях – в каче-
стве примера можно привести сердечно-сосудистые 
заболевания [68, 69], диабет [70], некоторые формы 
рака [71], глаукому [72], нефропатии [73]. 

Хорошей моделью для сравнения распростра-
ненности комплексных болезней может служить 
население США – мультирасовой страны с высо-
коразвитым здравоохранением и подробной меди-
цинской статистикой. В табл. 3 приведены показа-
тели смертности по данным Национального центра 
статистики в здравоохранении в четырех основных 
расово-этнических группах населения США – у бе-

Таблица 2. Этноспецифические болезни у якутов

Болезнь, номер по OMIM
Частота  
в мире  

(на 100 000)

Частота среди 
якутов  

(на 100 000)
Ссылка

Спиномозжечковая атаксия 1 типа (164400) 1.0 38.6 [65]

Миотническая дистрофия (160900) 4.0–5.0 21.3 [66]

Наследственная энзимопеническая метгемоглобинемия (250800) 1.0 5.7 [67]

Окулофарингеальная мышечная дистрофия (164300) 1.0 11.1 [63, 64]

3-М синдром (якутский синдром низкорослости) (273750) 25 случаев 12.72 [64]

Синдром низкорослости с колбочковой дисфункцией, атрофией зрительных 
нервов и пельгеровской аномалией лейкоцитов (ScOP) (в OMIM нет) Не описан 9.95 [64]
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лых американцев, американских негров, испано-
язычных выходцев из Латинской Америки и амери-
канцев азиатского происхождения [74]. Поскольку 
общий уровень смертности в пересчете на 100000 
сильно различается (у афроамериканцев он в 2 раза 
выше, чем у латиноамериканцев и азиатов, а смерт-
ность белого населения имеет промежуточное зна-
чение), мы преобразовали эти данные как долю 
каждой причины смертности в процентах от общего 
уровня в каждой этнической группе. В правой части 
таблицы данные по смертности еще раз преобразо-
ваны в виде отношения смертности от определен-
ной причины в трех минорных этнических группах 
по отношению к белым американцам. Эти данные 
позволяют заключить, что две основные причины 
смертности населения США – сердечно-сосудистые 
и онкологические болезни, в совокупности ответ-
ственные за половину общего уровня смертности, 
не имеют существенных межэтнических различий. 
По другим же группам болезней различия иногда 
весьма значительны. Так, относительная смертность 
от сахарного диабета среди афроамериканцев в пол-
тора раза выше, чем среди белых, а доля смертно-
сти от ИБС, хронических болезней легких и почек 
у черных американцев гораздо ниже. Относитель-
ная смертность от сахарного диабета и болезней по-
чек среди испаноязычных американцев более чем 
в 2 раза выше, чем у белого населения США, а доля 
хронических болезней легких – в 2 раза ниже. Азиа-

ты значительно чаще по сравнению с белыми аме-
риканцами умирают от инсульта и пневмонии, но го-
раздо реже от ХОБЛ и болезней почек. 

В какой степени подобные различия могут быть 
связаны с межэтнической генетической дифферен-
циацией? Важную информацию об этом можно по-
лучить с помощью анализа ассоциаций генетических 
маркеров с комплексными болезнями, включая пол-
ногеномный поиск ассоциаций. 

Иоаннидис и соавт. [75] сравнили частоты генети-
ческих маркеров и их эффект в отношении болезни 
в европейских, азиатских и африканских популяци-
ях. Они провели мета-анализ 135 ассоциаций ген–
болезнь, 45 из которых оказались статистически до-
стоверными либо на уровне общего мета-анализа (32 
ассоциации), либо, как минимум, для одной расовой 
группы (11 ассоциаций). Всего материал 45 значимых 
мета-анализов охватывал 697 индивидуальных ассо-
циативных исследований с общим объемом выборок 
около 300 тысяч индивидов. Авторы зафиксировали 
статистически значимую гетерогенность частот ас-
социированных с болезнью маркеров (т.е. значимые 
межпопуляционные различия) в 58% ассоциаций 
ген–болезнь. При этом значимые различия в Or (от-
ношение шансов, мера генетического риска болезни) 
были выявлены только в 14% мета-анализов. При-
мечательно, что при межрасовых сравнениях не об-
наружены значимые противоположно направленные 
ассоциации. 

Таблица 3. Показатели смертности в четырех основных расовых группах населения США1 

Причины смерти

Доля в общей смертности в пределах расовой 
группы, %

Смертность относительно белого 
населения США2

белые афроаме-
риканцы

латино-
американцы азиаты афроаме-

риканцы
латино-

американцы азиаты

Болезни сердца (кроме ИБС) 27 26.6 25.3 25.5 0.98 0.94 0.94

ИБС 17.6 13.9 16.4 16.2 0.79 0.93 0.92

Инсульт 5.2 6 5.7 8.6 1.15 1.09 1.65

Хронические болезни легких 4.9 2.6 2.5 2.8 0.53 0.51 0.57

Рак 26.8 23.3 22.8 28.3 0.87 0.85 1.05

Пневмония / грипп 2.8 2.5 2.9 3.9 0.89 1.03 1.39

Болезни почек/цирроз 1.6 1.1 3.5 0.9 0.69 2.18 0.56

Сахарный диабет 2.7 4.2 5.5 3.3 1.55 2.03 1.22

СПИД 0.6 3 1.8 0.3 5 3 0.5

Внешние причины 10.4 9.9 13.4 9.2 0.95 1.29 0.88

Общая абсолютная смерт-
ность (на 100 000) 450.4 690.9 332.8 264.6

1 По данным Национального центра статистики в здравоохранении США [74]. 
2 Смертность среди белого населения принята за 1.
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Эти данные свидетельствуют, что различия в ча-
стотах генов подверженности могут быть одной 
из причин межэтнических различий в распростра-
ненности МФЗ. Но в то же время биологический эф-
фект ассоциированных аллелей однонаправлен неза-
висимо от расовой/этнической принадлежности, хотя 
относительный вклад маркера в болезнь или риск ее 
развития может отличаться, вероятно, в силу генети-
ческого (гаплотипического) окружения, взаимодей-
ствий ген–ген и ген–среда. 

В последнее время основным источником новых 
данных о генах подверженности к МФЗ стали полно-
геномные исследования ассоциаций (GWAS). GWAS 
требуют высокой мощности анализа, которая обе-
спечивается как обширными выборками индивидов 
(несколько сотен или тысяч), репрезентативными 
в отношении популяции, так и огромным набором 
(сотни тысяч) полиморфизмов, репрезентативным 
в отношении вариабельности генома. Каталог опу-
бликованных GWAS поддерживается Национальным 
институтом геномных исследований США и включа-
ет GWAS, отобранные по очень строгим критериям: 
должно быть проанализировано не менее 100000 SnP, 
а уровень значимости ассоциации SnP–признак дол-
жен быть менее 0.00001 [76]. На конец марта 2010 г. 
каталог содержит 527 опубликованных исследова-
ний и 2516 SnP, достоверно ассоциированных с ком-
плексными фенотипами. 

Большая часть GWAS проведена на европеоид-
ных популяциях, и надежно оценить межэтниче-
скую дифференциацию ассоциированных с болезнью 
участков генома непосредственно из данных GWAS 
невозможно. Адейемо и Ротими [77] преодолели эту 
проблему, проанализировав генетическую гетероген-
ность выбранных из каталога GWAS маркеров на по-
пуляциях проекта HapMap. Проект HapMap (карта 
гаплотипов человека) содержит на сегодня данные 
о полиморфизме нескольких миллионов SnP и уров-
не неравновесия по сцеплению по всему геному для 11 
популяций различного этнического происхождения, 
представляющих мировое население (европейцы, 
азиаты, африканцы, индийцы, латиноамериканцы). 
Адейемо и Ротими выбрали из каталога GWAS 621 
SnP, ассоциированные с 26 комплексными болез-
нями, включая болезнь Альцгеймера, гипертонию, 
ожирение, шизофрению, сахарный диабет 1-го и 2-го 
типов, ревматоидный артрит, некоторые формы рака 
и др. Аллельные частоты выбранных SnP варьирова-
ли в мировых популяциях в довольно широких пре-
делах – вплоть до 20–40-кратной разницы в частоте 
между парами популяций. Доля межпопуляционного 
генетического разнообразия (Fst

) тоже сильно варьи-
ровала от маркера к маркеру (например, от 0.02 до 0.2 
для диабета 2-го типа или от 0.006 до 0.52 для уровня 

липидов). Средний же уровень межпопуляционных 
отличий составил 10.5%, т.е. не отличался от уровня 
дифференциации по условно-нейтральным или пол-
ногеномным выборкам маркеров. 

Приведенные данные говорят о том, что уровень 
межпопуляционных и межэтнических различий 
по генам, ассоциированным с МФЗ, не отличается 
от общего уровня дифференциации генофонда, а риск 
развития болезни, связанный с генетическим марке-
ром, может существенно варьировать в популяциях 
в зависимости от частоты ассоциированного марке-
ра на фоне модифицирующих влияний других генов 
и факторов среды. 

Роль ген-генных и ген-средовых взаимодействий, 
как правило, трудно дифференцировать, но их сово-
купный вклад в модификацию риска, ассоциирован-
ного с конкретным маркером или геном, может быть 
очень значительным и популяционно-специфичным. 
В качестве примера можно привести данные о вкладе 
аллеля ε4 гена APOE в болезнь Альцгеймера (БА). 
Достоверная ассоциация этого маркера с БА зафик-
сирована во всех расовых группах, хотя частота его 
сильно различается (9% у японцев, 14% у белых аме-
риканцев и 19% у афроамериканцев). Гомозиготное 
носительство аллеля ε4 увеличивает риск БА в 33 
раза у японцев, в 15 – у белых американцев и только 
в 6 – у американских негров. Для гетерозигот это со-
отношение 5.6–3–1.1 соответственно. 

Таким образом, даже если риск развития ком-
плексной болезни однозначно ассоциирован с кон-
кретным генетическим маркером во всех популяциях 
и его биологический эффект однонаправлен, то сила 
этого эффекта или степень риска во многом опреде-
ляется этно- или популяционно-специфическими 
факторам как генетической, так, вероятно, и неге-
нетической природы. Данные об этническом проис-
хождении, тем самым, могут дать дополнительную 
важную информацию для персонифицированного 
прогноза. 

ЭТНоГЕНЕТиКА и ФАРМАКоГЕНоМиКА
Одно из главных приложений персонифицированной 
медицины – индивидуализация лекарственной тера-
пии. Ответ на лекарственный препарат, оптималь-
ный класс препарата, его доза и режим применения 
определяются, по крайней мере частично, генетиче-
скими детерминантами. Использование генетических 
маркеров может помочь в выборе клиницистом пра-
вильной стратегии лекарственной терапии. Исходя 
из этих принципов, фармакогенетика стремится вы-
явить гены и их варианты, определяющие адекват-
ность фармакотерапии и уменьшающие риск разви-
тия побочных эффектов. Показано, что большинство 
широко применяемых лекарственных средств эф-
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фективны только у 25–60% больных, и только в США 
отмечено 2 млн случаев побочного действия, включая 
порядка 100 тысяч смертельных исходов в год [78]. 

Фармакогеномика накопила большой массив дан-
ных об ассоциациях генетических маркеров с эффек-
том лекарственных препаратов. За последние 20 лет 
опубликовано около 2000 работ на эту тему, выявле-
ны сотни генов, связанных с фармакотерапией [79]. 
Большая часть фармакогенетических исследований 
фокусируется на сердечно-сосудистых, онкологиче-
ских и неврологических заболеваниях.

Управление по пищевым продуктам и лекар-
ственным препаратам Минздрава США (FDA, Food 
and Drug Administration) к настоящему моменту 
одобрило включение информации о генетических 
маркерах в аннотации около 30 лекарственных 
препаратов, среди которых варфарин, абакавир, 
иматиниб, аторвастатин и др. [80]. Среди биомар-
керов, указанных в аннотациях, гены цитохро-
мов, рецептора липопротеинов низкой плотности, 
n-ацетилтрансферазы, рецептора эпидермального 
фактора роста и др. Эффекты фармакотерапии, за-
висящие от генотипов по этим маркерам, включают 
клинический ответ на терапию, риск побочных эф-
фектов, выбор оптимальной дозы, чувствительность 

или устойчивость к препарату, полиморфизм мише-
ней для лекарств.

Большая часть фармакогенетически значимых 
данных получена на европеоидах – более 80% всех 
опубликованных работ сделаны на жителях Европы 
и США [80], поэтому информации о межэтнических 
различиях в эффекте лекарств и роли генетических 
факторов в них относительно немного. В качестве 
примера можно упомянуть пониженную эффектив-
ность эналаприла, ослабленный сосудорасширяющий 
эффект нитропруссида натрия (антигипертензивного 
вазодилататора), сниженную эффективность пропра-
нолола и атенолола (блокаторы адренорецепторов) 
при терапии гипертонии у афроамериканцев по срав-
нению с европеоидами [81]. В некоторых случаях 
меж этнические различия в эффективности лекарств 
удается связать с различиями в частоте конкретного 
маркера. Так, различия в эффективности пропрано-
лола и атенолола связаны с более высокой частотой 
одной из миссенс-мутаций β1-адренэргического ре-
цептора у белых американцев (72%) по сравнению 
с афроамериканцами (57%). 

Можно предполагать, что межрасовые и межэтни-
ческие различия в эффективности фармакотерапии 
могут быть столь же распространены, как и межпо-

Рис. 3. Гео-
графический 
паттерн рос-
сийских и миро-
вых популяций 
в пространстве 
двух первых 
главных ком-
понент по ча-
стотам аллелей 
генов CYP (по 
[83], с измене-
ниями).
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пуляционные различия в частотах МФЗ, поскольку 
генетическая вариабельность генов, метаболизиру-
ющих лекарственные препараты, столь же велика, 
как и у генов подверженности к комплексным заболе-
ваниям [82, 83]. Например, разница в частоте медлен-
ных метаболизаторов по цитохрому cYP2D6 между 
европейцами и азиатами десятикратна (10% у евро-
пеоидов и 1% у японцев), а этот фермент участвует 
в метаболизме более 40 препаратов, таких, как часто 
используемые β-блокаторы и трициклические анти-
депрессанты. Частота аллелей сверхбыстрых мета-
болизаторов по этому ферменту варьирует в 10 раз 
даже в пределах Европы – от 1–2% в Испании до 10% 
в Швеции. Наши данные также свидетельствуют 
о значительной вариабельности населения России 
по генам, участвующим в метаболизме лекарств. На-
пример, частота аллеля cYP2c9*2 одного из генов 
цитохромов у русских составляет 12% и находится 
в пределах изменчивости, характерной для европе-
оидов (10–17%), тогда как в популяциях Восточной 
Азии этот аллель не встречается, а у коренных на-
родов Сибири его частота составляет от 1 до 6% [83]. 
Общий уровень генетической дифференциации по-
пуляций России по генам цитохромов относительно 
невелик (Fst 

= 0.021), однако строго коррелирует с гео-
графическим положением, как и большинство других 
маркерных систем (рис. 3). 

оТ ГЕНоМА чЕловЕКА К ГЕНоМу иНДивиДА 
Новый пласт данных о генетической вариабельности 
человека и персонифицированном прогнозе здоро-
вья дают работы по ресеквенированию полных ин-
дивидуальных геномов. Первым персональным сек-
венированным геномом был геном Крейга Вентера, 
одной из ведущих фигур в изучении генома челове-
ка. Геном Вентера был получен в октябре 2007 года 
[84]. Через полгода появилась публикация о втором 
геноме – нобелевского лауреата Джеймса Уотсона 
[85]. На текущий момент (середина 2010 года) из-
вестна информация о более чем 20 ресеквениро-
ванных геномах (табл. 4), включая геномы Крейга 
Вентера, Джеймса Уотсона, архиепископа Десмон-
да Туту, дважды просеквенированный геном одного 
и того же йоруба, геном китайца, двух корейцев, не-
скольких европейцев, древнего эскимоса, русского, 
индуса [84–99]. 

Наряду с полными геномами, принадлежащими 
неродственным здоровым людям разного происхо-
ждения и разной степени известности, секвенирова-
ны первые геномы больных моногенными болезня-
ми – четыре генома семейного квартета, в котором 
дети больны синдромом Миллера (первичной мерца-
тельной дискинезией, его легочной формой, которая 
фенотипически близка муковисцидозу) [98], а так-

же геном пациента с болезнью Шарко–Мари–Тута 
первого типа [97]. Опубликованы и как минимум семь 
полных геномов опухолевых клеток различной ло-
кализации – острого миелоидного лейкоза, злока-
чественной меланомы, глиобластомы и др. [86, 100–
105].

Прогресс в технологиях секвенирования, его ско-
рости и стоимости колоссален. Если геном Вентера, 
просеквенированный на приборах первого поколе-
ния, обошелся его компании примерно в 2 млн дол-
ларов, то геномы, секвенируемые на платформах 
второго поколения (Illumina Genome Analyzer и Ap-
plied Biosystems Solid System), стоили 200–500 тысяч, 
а последние работы по ресеквенированию полных ге-
номов довели стоимость анализа всего лишь до полу-
тора тысяч долларов США. Прогноз Френсиса Кол-
линза [106], прогнозировавшего в 2001 году стоимость 
полной последовательности генома в 1000 долларов 
к 2030 году, сбылся на 20 лет раньше!

В ближайшее время завершится проект «1000 ге-
номов», ставящий своей целью получить надежные 
полные геномы 2000 индивидов из различных по-
пуляций основных географических регионов мира – 
Африки, Европы, Азии и Америки [107]. На первой 
фазе этого проекта уже секвенировано с низкой 
кратностью (х 2 – х 10) 180 образцов из четырех по-
пуляций HapMap (ceu, YrI, cHB и JPt). 

Что нового в понимании генетической вариа-
бельности человека и в приложении к персонифи-
цированной медицине дают персональные геномы? 
Во-первых, открываются новые генетические вари-
анты – в каждом геноме обнаруживается порядка 
2.5–4 млн SnP, несколько сотен тысяч инсерций-
делеций и несколько сотен или тысяч cnV (табл. 4). 
Значительная часть этих вариантов описывается 
впервые. Данные по ресеквенированию полных ге-
номов подтверждают уровень индивидуальной ва-
риабельности генома, оцененной в проекте «Геном 
человека» – 3 млн SnP в среднем на геном из 3 млрд 
нуклеотидов дают уровень различий 1 нуклеотид 
на 1000 п.н. 

Геномы двух разных индивидов пересекаются при-
мерно по половине SnP (табл. 5). Степень родства 
геномов при этом коррелирует с генетической диф-
ференциацией популяций, к которым принадлежат 
индивидуальные геномы. Геном йоруба пересекается 
с другими геномами в меньшей степени (38–45% об-
щих SnP), а наиболее близки геномы китайца и ко-
рейца (60–67% перекрывающихся SnP). 

«Наложение» вариабельных позиций полных гено-
мов на данные, полученные в крупных популяцион-
ных проектах (например, в проекте HapMap), позво-
ляет оценить генетическое происхождение индивида. 
Например, при сравнении SnP в геномах Вентера, 
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Таблица 4. Хронология персональных геномов 

 № 
п/п

Дата публикации 
(подачи) Индивид Журнал Институт (cтрана) Платформа Кратность 

покрытия

Число 
SnP 
(млн)

При ме-
чание

1 2007, октябрь  
(9 мая 2007) Крейг Вентер (м) PloS Biology, 

[83]
J craig Venter 

Institute (США) ABI 3730xl 7.5 3.47  $10 млн

2 2008, апрель
(3 декабря 2007)

Джеймс Дью 
Уотсон (м) nature [84]

Baylor college of 
Medicine / 454 Life 

Sciences (США)
roche / 454 7.4 3.32  $2 млн

3 2008, ноябрь 
(28 мая 2008)

Евро-американка 
с острым миело-
идным лейкозом 

(нормальные 
клетки кожи) (ж)

nature [85] university of 
Washington (США) Illumina 13.9 2.92 $1 млн

4 2008, ноябрь 
(24 июня 2008)

Йоруба (nA18507) 
(м) nature [86]

Illumina / university 
of cambridge 

(Англия)
Illumina 41 3.45 $250 000

5 2008, ноябрь 
(21 августа 2008)

Китаец (Yanhuang, 
YH) (м) nature [87] Beijing Genomic 

Institute (Китай) Illumina 36 3.07 $500 000

6 2009, май 
(3 февраля 2009)

Кореец Seong-Jin 
Kim, SJK (м)

Genome 
research  [89]

Gachon university of 
Medicine and Science 

(Корея)
Illumina 29 3.44

7 2009, июнь 
(1 февраля 2009)

Йоруба (nA18507) 
(м)

Genome 
research [90]

Life technologies 
(США) ABI SOLiD 17.9 3.87

8 2009, август 
(6 марта 2009) Кореец, AK1 (м) nature [91] Seoul national 

university (Корея) Illumina 27.8 3.45

9 2009, август 
(10 июня 2009)

Стивен Куэйк, 
европеоид США, 

P0 (м)

nature 
Biotechnol 

[92]

Stanford university 
(США)

Helicos SMS 
Heliscope 28 2.81

Сиквенс  
с 1 моле-

кулы
$48 000

10 2009, декабрь Русский, рак почки 
(м)

Acta naturae 
[93]

РНЦ Курчатовский 
институт (Россия)

Illumina / ABI 
SOLiD 16 ?

11 2010, январь 
(3 сентября 2009)

Европеоид 
(nA07022) (м) Science [94] complete Genomics 

(США)

complete 
Genomics DnA 

nanoarray

87 3.08 $8 000

12 2010, январь 
(3 сентября 2009)

Йоруба (nA19240) 
(ж) Science [94] complete Genomics 

(США)

complete 
Genomics DnA 

nanoarray
63 4.04 $3 400

13 2010, январь 
(3 сентября 2009)

Европеоид 
(nA20431) (м) Science [94] complete Genomics 

(uS)

complete 
Genomics DnA 

nanoarray
45 2.91 $1 700

14 2010, февраль 
(30 ноября 2009)

Палеоэскимос, 
Saqqaq (м) nature [95]

university of 
copenhagen / Beijing 

Genomic Institute 
(Дания / Китай)

Illumina 20 2.19
Древняя 

ДНК (4000 
лет)

15 2010, февраль 
(11 августа 2009) Койсан, KB1  (м) nature [96] Pennsilvanya State 

university (США)
roche / 454 / 

Illumina 33.4 4.05

16 2010, февраль 
(11 августа 2009)

Банту, ABt архие-
пископ Десмонд 

Туту) (м)
nature [96] Pennsilvanya State 

university (США)
ABI SOLiD / 

Illumina 37.2 3.62

17 2010, март Европеоид, боль-
ной cMt1 (м)

new eng. J. 
Med. [97]

Baylor college of 
Medicine (США) ABI SOLiD 29.9 3.42

18 2010, март  
(7 января 2010)

Родословная #1, 
мать (Европеоид, 

ж)
Science [98]

Institute for System 
Biology / complete 
Genomics (США)

complete 
Genomics DnA 

nanoarray
51 2.87

19 2010, март  
(7 января 2010)

Родословная #1, 
отец (Европеоид, м) Science [98]

Institute for System 
Biology / complete 
Genomics (США)

complete 
Genomics DnA 

nanoarray
88 3.16

20 2010, март  
(7 января 2010)

Родословная #1, 
дочь (Европеоид, 

ж, больна синдро-
мом Миллера)

Science [98]
Institute for System 
Biology / complete 
Genomics (США)

complete 
Genomics DnA 

nanoarray
54 3.23

21 2010, март  
(7 января 2010)

Родословная #1, 
сын (Европеоид, м, 
болен синдромом 

Миллера)

Science [98]
Institute for System 
Biology / complete 
Genomics (США)

complete 
Genomics DnA 

nanoarray
52 3.23

22 2010, сентябрь 
(10 апреля 2010) Ирландец Genome Biol. 

[99]
university college 
Dublin (Ирландия) Illumina 11 3.12
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Уотсона и китайца YH с четырьмя популяциями 
HapMap (рис. 4) на основе распределения маркеров 
в популяциях ceu, YrI, cHB и JPt была оценена 
степень метизации основных расово-этнических ком-
понентов в индивидуальных геномах. Так, в геноме 
Вентера доля европеоидного, негроидного и монго-
лоидного компонента оценивается как 93.3, 5.1 и 1.6% 
соответственно. В геноме нобелевского лауреата Уот-
сона доля европеоидного компонента существенно 
ниже (73.0%) за счет увеличения вклада негроидных 
маркеров (25.6%).

С точки зрения индивидуального прогноза здо-
ровья и оценки риска МФЗ каждый персональный 
геном дает исчерпывающую информацию о носи-
тельстве аллелей, связанных с клиническими фе-
нотипами. Точность и значимость прогноза генети-
ческого здоровья в этом случае определяется уже 
не техническими возможностями описания генома, 
а ограниченностью знаний о феноме и его генетиче-
ских детерминантах. 

Данных о полных геномах пока недостаточно, что-
бы систематизировать картину межпопуляционных 
отличий по генам болезней на полногеномном уров-
не, хотя сам факт существенных межиндивиду-
альных и межрасовых отличий по числу маркеров, 
ассоциированных с МФЗ, очевиден. Так, в геноме 
Вентера найдено около 50 SnP, ассоциированных 
с подверженностью к алкоголизму. У йоруба их 30, 
у Уотсона – 25, а у монголоидов (китайца, корейца 
и палеоэскимоса) – не более 20. Вентер является 
и рекордсменом по числу SnP, связанных с табач-
ной аддикцией (около 40 SnP). У китайца и древнего 
гренландца таких аллелей около 20, а в геномах Уот-
сона, йоруба и корейца нет вообще.

Наиболее целостный подход к использованию 
полногеномной информации для индивидуального 
прогноза здоровья продемонстрирован в недавней 
работе Эшли и соавт. [108]. Для оценки риска разви-
тия какого-либо заболевания в качестве отправной 

точки они предложили использовать так называемый 
претестовый риск – эпидемиологическую оценку ри-
ска болезни, например, в простейшем случае – ча-
стоту заболевания в соответствующей этнической 
и возрастной группе. Затем в индивидуальном ге-
номе выявляются SnP, достоверно ассоциирован-
ные с болезнью по данным GWAS, и рассчитывает-
ся посттестовый риск, рассматривающий каждый 
из маркеров как независимый фактор риска. Пример 
расчета индивидуального риска инфаркта миокарда 

Рис. 4. Индивидуальные геномы Вентера (Venter), Уот-
сона (Watson) и китайца (YH) на фоне древа индивидов 
из популяций проекта HapMap (по [88], с изменения-
ми).

Уотсон
Вентер

CEU
YRI

CHB+JPT

YH

Таблица 5. Характеристики шести персональных геномов

Геном Этническая принадлежность, 
страна Число SnP

Перекрывание по числу общих SnP с другими генома-
ми, %

Huref Уотсон nA18507 YH SJK Saqqaq

Huref (Вентер) Белый американец, США 3075858 100 55.8 52.9 51.6 56.4 34.2

Уотсон Белый американец, США 3321942 51.6 100 50.8 49.9 54.9 36

nA18507 Йоруба, Нигерия 4189457 38.8 40.3 100 42.1 45.8 27

YH Китаец, Китай 3074097 51.6 54 57.3 100 67.3 38.2

SJK Кореец, Южная Корея 3439107 50.5 53 55.8 60.1 100 39

Saqqaq Палеоэскимос, Гренландия 2193396 47.9 33.9 32.5 53.5 61.1 100
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приведен в табл. 6. Риск был рассчитан для здоро-
вого белого американца в возрасте 40 лет, геном ко-
торого секвенировали в работе [92]. Донор ДНК имел 
семейную историю сердечно-сосудистых заболева-
ний и случаи внезапной смерти среди родственников, 
нормальные биохимические и электрокардиографи-
ческие показатели. Претестовый риск по данным 
эпидемиологии оценивался в 2%. В геноме индивида 
было найдено семь SnP, для которых GWAS показа-
ли достоверную ассоциацию с инфарктом. Значения 
Or (оценка генетического риска) генотипов, выявлен-
ных у тестируемого, варьировали от 0.75 до 2.86. Сум-
марный же риск инфаркта миокарда (произведение 
претестового риска и Or каждого из маркеров) соста-
вил 8.9%. В данном случае генетическая композиция 
тестируемого индивида увеличила суммарный риск 
в 4.5 раза по сравнению с претестовым риском.

зАКлючЕНиЕ
Для человека характерен относительно неболь-
шой уровень генетических различий (как на уровне 
дифференциации популяций, так и для индивиду-
альных геномов) на фоне большой фенотипической 
вариабельности и строгой географической струк-
турированности генетического разнообразия, про-
являющейся как кластеризация географически 
близких популяций. Пространственный характер 
распределения генетической вариабельности со-
временного человека проявляется на различных 
уровнях популяционной организации и на различ-
ных группах маркеров, включая гены, ассоцииро-
ванные с риском развития МФЗ. Генетические раз-
личия между популяциями человека в глобальном 
масштабе ответственны всего за 10–15% генетиче-
ского разнообразия человека. Однако эти различия 
оказываются весьма существенными в отношении 
сферы компетенции персонифицированной меди-
цины – диагностики моногенных болезней, оценки 
подверженности к распространенным болезням, 

прогноза здоровья и эффективности лекарственной 
терапии.

Возвращаясь к вопросам, сформулированным 
во «Введении», наше понимание можно кратко сум-
мировать следующим образом. Генетическая диф-
ференциация популяций по генам болезней столь же 
велика, как и общий уровень межпопуляционного 
разнообразия на полногеномном уровне. Наблюдае-
мые межэтнические различия в распространенности 
болезней человека могут быть либо почти полностью 
(для менделирующих заболеваний), либо в весьма 
существенной мере (для МФЗ) объяснены различи-
ями в частотах генов, связанных с болезнью. Общий 
«географический паттерн» структуры генетическо-
го разнообразия сформировался в ходе расселения 
современного человека под действием миграций, 
дрейфа генов и резких изменений эффективной чис-
ленности популяции. В то же время для отдельных 
участков генома роль естественного отбора в фор-
мировании генетического разнообразия как в гло-
бальном масштабе (например, по генам иммунного 
ответа или пигментации кожи), так и при адаптации 
популяций к локальным условиям среды (например, 
по генам метаболизма веществ, поступающих с пи-
щей) может быть очень велика. Биологический эф-
фект отдельных генетических вариантов (мутаций 
или полиморфизмов) в отношении болезни, как пра-
вило, стабилен и не зависит от расового, этническо-
го или географического контекста. При этом сила 
эффекта (относительный вклад маркера в болезнь 
или риск ее развития) может значительно варьиро-
вать на популяционном и индивидуальном уровне 
по причине различного генетического (гаплотипи-
ческого) окружения, модифицирующих взаимодей-
ствий ген–ген и ген–среда. 

Несомненно, «этнический фактор» должен быть 
учтен в медицинских исследованиях, особенно в пер-
сонифицированной геномной медицине. Долгая 
история дискуссий по этому вопросу в медицинской 
и генетической литературе еще не завершена (см., 
например, [36, 109–111]). Однако профессиональное 
сообщество исследователей, работающих в области 
персональной геномики, уделяет популяционным 
аспектам значительное внимание как на стадии полу-
чения информации (например, при GWAS или фар-
макогеномных исследованиях), так и на стадии ин-
терпретации данных при генетическом тестировании 
индивидов или генетическом скрининге на популяци-
онном уровне [110]. 

Интеграция геномики и феномики в рамках си-
стемной биологии, появившиеся в последнее время 
новые мощные инструменты описания и анализа ге-
нетического разнообразия – секвенирование инди-
видуальных геномов и полногеномный анализ SnP 

Таблица 6. Индивидуальная оценка риска инфаркта 
миокарда на основе геномных данных (по [108])

Ген SnP Генотип Or
Риск, %

претестовый 2.0
посттестовый 

LPA rs3798220 ct 1.86 3.7
THBS2 rs8089 Ac 1.09 4.0
LDLR rs14158 GG 2.88 10.6
LIPC rs11630220 AG 1.15 12.0
ESR2 rs1271572 cc 0.73 9.1
ESR2 rs35410698 GG 1.03 9.4
FXN rs3793456 AA 0.94 8.9
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на биочипах, проекты HapMap и «1000 геномов» – 
дают надежду на быстрый прогресс в каталогизации 
генетического разнообразия, связанного с риском 
развития распространенных болезней и эффектив-
ностью лекарственной терапии, и на надежную связь 
фундаментальных научных данных с доказательны-
ми рекомендациями для персонифицированной ме-
дицины. 
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РЕФЕРАТ Синдром наследственного рака молочной железы (РМЖ) и рака яичников (РЯ) вносит суще
ственный вклад в онкологическую заболеваемость: на его долю приходится 5–7% всех случаев РМЖ и 
более 10–15% РЯ. Мутации в классических генах семейного РМЖ/РЯ – BRCA1 и BRCA2 – встречаются 
примерно в 20–30% родословных. Помимо BRCA1 и BRCA2, определенная роль в формировании к пред
расположенности к РМЖ/РЯ принадлежит мутациям в генах CHEK2, NBS1, PALB2 и т.д. Эпидемиология 
генов наследственного рака в Российской Федерации весьма своеобразна. В частности, у жителей России 
исключительно выражен «эффект основателя»: подавляющее большинство мутаций в генах BRCA1 пред
ставлено единственным вариантом, BRCA1 5382insC. К другим повторяющимся мутациям следует отнести 
BRCA1 4153delA и BRCA1 185delAG. Помимо BRCA1, определенный вклад в заболеваемость РМЖ в Рос
сии вносят гены  CHEK2 и NBS1. В отличие от BRCA1 и BRCA2, гетерозиготный статус CHEK2 и NBS1 не 
сопровождается заметным увеличением риска РЯ. Интересным направлением российских исследований 
является монотерапия опухолей цисплатином у носительниц мутаций в гене BRCA1. Первые результаты, 
полученные в нескольких клиниках страны, подтверждают уникальную эффективность цисплатина при 
этой разновидности новообразований.
КлючЕвыЕ СловА рак молочной железы, рак яичника, наследственные опухолевые синдромы, BRCA1, 
CHEK2, nBS.

ввЕДЕНиЕ
Рак молочной железы (РМЖ) и рак яичника (РЯ) вно-
сят значительный вклад в онкологическую заболе-
ваемость и смертность. РМЖ самая частая злокаче-
ственная патология у женщин: его индивидуальный 
риск на протяжении жизни составляет примерно 10%. 
В ряде случаев РМЖ достаточно легко обнаружива-
ется на ранних стадиях и полностью излечивается. К 
сожалению, даже повсеместное внедрение скрининга 
лишь незначительно сократило смертность от РМЖ: 
это связано с недостаточной чувствительностью диа-
гностических подходов, а также с высоким метаста-

тическим потенциалом некоторых форм РМЖ [1]. РЯ 
встречается значительно реже РМЖ – не более чем у 
1.5% жительниц планеты, однако практически всегда 
это заболевание обнаруживают на поздних неизле-
чимых стадиях. Опухоли яичника длительное время 
развиваются бессимптомно, а методы их обнаруже-
ния – ультразвуковое исследование и анализ уровня 
маркера СА-125 – отличаются невысоким уровнем 
надежности [2]. РМЖ и РЯ представляют собой за-
болевания одной и той же системы организма – ре-
продуктивной, поэтому они характеризуются опреде-
ленным сходством гормональных, метаболических и 
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поведенческих факторов риска. Интересно, что эти 
два заболевания являются главными компонентами 
самого частого наследственного синдрома у человека – 
так называемого синдрома наследственного РМЖ/РЯ 
(breast-ovarian hereditary cancer syndrome) [3].

Этот синдром стал предметом интенсивного изуче-
ния в начале 1990-х гг. В 1994 г. был открыт первый 
ген, ассоциированный с данным заболеванием, – 
BRCA1 (Breast cAncer 1) [4], а годом позже – второй, 
BRCA2 [5]. BRCA1 и BRCA2 кодируют непохожие 
друг на друга белки, однако продукты обоих генов 
играют ключевую роль в поддержании целостности 
генома, в частности участвуют в процессах репара-
ции ДНК [6]. Примечательно, что мутации в BRCA1 
или BRCA2 встречаются не более чем в 20–30% слу-
чаев семейного РМЖ/РЯ. Огромные усилия ученых  
направлены на идентификацию других генов наслед-
ственного РМЖ и/или РЯ. В ходе этих исследований 
обнаружены новые значимые мутации, приводящие 
к инактивации генов CHEK2, NBS1, PALB2 и т.д. [7]. 

Первые данные о причастности генов BRCA1 и 
BRCA2 к возникновению РМЖ и РЯ получены на жи-
тельницах Европы и Северной Америки. Оказалось, 
что спектр мутаций в этих генах очень широк [8]. Это 
обстоятельство значительно затрудняет диагностику 
нарушений нуклеотидной последовательности. Дей-
ствительно, полноценный анализ BRCA1 и BRCA2 
включает не только полное секвенирование всех ко-
дирующих участков этих достаточно протяженных 
генов, но и выявление перестроек посредством мето-
да MPLA (multiple ligation-dependent probe amplifi-
cation). Еще в середине 1990-х гг. обнаружили, что у 
некоторых небольших изолированных народностей 
выражен «эффект основателя» («founder effect») – 
преобладание так называемых повторяющихся мута-
ций в BRCA1 и BRCA2. Например, у евреев европей-
ского происхождения (евреев ашкенази) практически 
все повреждения генов BRCA1 и BRCA2 сводятся 
к мутациям BRCA1 185delAG, BRCA1 5382insc и 
BRCA2 6174delt, у жителей Исландии – к BRCA2 
999del5 [9, 10]. Особенности спектра мутаций в том 
или ином географическом регионе в значительной 
мере отражаются на организации изучения генов 
наследственного рака. В странах без выраженно-
го «эффекта основателя» анализируют преимуще-
ственно те случаи онкологического заболевания, при 
которых вероятность обнаружения мутаций доста-
точно высока, а именно женщины с выраженным се-
мейным онкологическим анамнезом и/или больные 
с первично-множественными опухолями и/или мо-
лодые женщины с РМЖ или РЯ. Присутствие «эф-
фекта основателя» значительно упрощает процедуру 
тестирования ДНК, предоставляя возможность про-
ведения широкомасштабных исследований, в частно-

сти изучения вклада мутаций в генах наследственно-
го рака в общую заболеваемость РМЖ и РЯ, а также 
анализа распространенности соответствующих ген-
ных дефектов у здоровых женщин [11]. 

ЭПиДЕМиолоГия МуТАций BRCA1, BRCA2, CHEK2 
и NBS1 в РоССии
Российские исследования синдрома наследственного 
РМЖ/РЯ начались с некоторым отставанием от США 
и Европы и привели к совершенно неожиданным ре-
зультатам. Первая работа в данной области была 
опубликована в 1997 г., в ней обследовали больных 
с семейными формами РЯ, проживающих в Москве 
или некоторых других регионах постсоветского про-
странства [12]. Главный итог этой работы – вывод об 
исключительно частой встречаемости мутации BRCA1 
5382insc. Как упоминалось выше, эту мутацию впер-
вые описали у женщин еврейского происхождения, 
поэтому она долгое время упоминалась преимуще-
ственно в контексте именно этой этнической группы 
[13]. По-видимому, представления о еврейском проис-
хождении мутации BRCA1 5382insc не совсем верны. 
Эта мутация обнаруживается не только у жителей 
различных регионов России, но и у коренного насе-
ления Польши, Литвы, Латвии, Белоруссии [14–17]. 
Вероятно, более уместно говорить о славянском про-
исхождении  BRCA1 5382insc, а относительно частое 
обнаружение данного варианта у евреев ашкенази, 
наблюдаемое преимущественно в Восточной Европе, 
по-видимому, обусловлено длительным сосущество-
ванием славян и евреев на территории Прибалтики и 
некоторых сопряженных территорий.

Эпидемиология мутации BRCA1 5382insc вызыва-
ет по меньшей мере удивление, так как она противо-
речит устоявшимся представлениям о многовековом 
«смешении кровей» на территории Российской импе-
рии и Советского Союза. BRCA1 5382insc составляет 
до 90% всех мутаций гена BRCA1 у женщин, прожи-
вающих в достаточно отдаленных друг от друга ре-
гионах России – Москве, С.-Петербурге, Краснодаре, 
Томске и т.д. [12, 18–20, 22–24, 26]. Более того, эта му-
тация доминирует в перечисленных выше погранич-
ных государствах с преимущественно славянским 
населением – в Польше, Белоруссии, Латвии и Литве 
[14–17]. Примечательно, что данные об относительной 
генетической гомогенности славян в целом согласу-
ются с результатами популяционных исследований, 
посвященных общим вопросам генного разнообразия 
у жителей нашей страны [31]. Встречаемость алле-
ля BRCA1 5382insc у здоровых женщин составляет 
примерно 0.1%. Этот вариант отвечает примерно за 
2–5% всех случаев РМЖ. Среди входящих в группу 
«высокого риска» больных, а именно при наличии в 
анамнезе семейной онкопатологии, при билатераль-
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ном поражении молочных желез или раннем начале 
заболевания, эта мутация обнаруживается в каждом 
десятом случае. Еще примечательнее вклад аллеля 
BRCA1 5382insc в заболеваемость РЯ: эту мутацию 
находят более чем у 10–15% больных данной катего-
рии (таблица). Существенно, что в отличие от РМЖ, 
распределение варианта BRCA1 5382insc у женщин 
с РЯ не зависит ни от возраста, ни от семейного анам-
неза, ни от количества первичных опухолевых очагов 
[26]. Поэтому, если в случае РМЖ можно обсуждать 
целесообразность приоритетного ДНК-тестирования 
тех больных, у которых имеются клинические про-
явления наследственного РМЖ, то само по себе об-
наружение злокачественного поражения яичников 
служит основанием для лабораторного генетического 
обследования.

В упоминавшейся выше пионерской работе [12] 
также описана относительно частая встречаемость 
мутации BRCA1 4153delA (4154delA). Эта мутация 
выявляется не только у больных из различных регио-
нов России, но и в перечисленных выше пограничных 
славянских государствах [14–17]. Тем не менее часто-
та BRCA1 4153delA у российских больных на порядок 
ниже частоты BRCA1 5382insc, поэтому отдельное 
изу чение эпидемиологии этой мутации представля-
ется по меньшей мере затруднительным. Польские 
ученые опубликовали данные о предпочтительной ас-
социации BRCA1 4153delA с РЯ [14, 32], однако это на-
блюдение не было воспроизведено в дальнейшем [21].

Многие российские исследования показывают от-
носительно частую встречаемость «еврейского» ал-
леля BRCA1 185delAG у российских больных [20, 
23, 24, 26]. Однако эта мутация, в отличие от BRCA1 
5382insc, не является доминирующей, поэтому ее 
присутствие скорее можно объяснить межэтниче-
скими браками.

Мутационный статус гена BRCA1 у больных с се-
мейным РМЖ/РЯ неоднократно анализировали по-
средством секвенирования всех кодирующих участ-
ков. Сходные результаты получены в исследованиях, 
проведенных в Москве, С.-Петербурге и Томске. По-

казано, что мутации, не относящиеся к категории 
повторяющихся, встречаются в России значительно 
реже, чем в странах Европы и в Северной Америке [12, 
18–20, 23, 33]. Тем не менее стремительное упрощение 
и удешевление технологий ДНК-анализа позволяют 
предположить, что в недалеком будущем полное сек-
венирование гена BRCA1 станет настолько доступным, 
что будет применяться даже при относительно низкой 
вероятности обнаружения генного дефекта. Крупные 
перестройки гена BRCA1 анализировали всего в одной 
работе. Полученные данные указывают на невысокую 
частоту подобных мутаций у российских больных с 
наследственным РМЖ/РЯ [33].

В то время как ген BRCA1 подвергался относитель-
но систематическому анализу, сведения об эпидеми-
ологии мутаций BRCA2 в России носят отрывочный 
характер. Несколько случаев инактивации BRCA2 об-
наружено у больных семейным РМЖ/РЯ из Сибири 
[18], в то время как московские специалисты указыва-
ют на непричастность данного гена к онкологической 
заболеваемости в Европейской части России [23]. Сле-
дует заметить, что польскими учеными опубликованы 
результаты исчерпывающих работ в данной области, 
которые также указывают на незначительный вклад 
мутаций BRCA2 в этиологию РМЖ и РЯ у славян [34]. 

Интересная особенность российских больных – ча-
стая встречаемость мутаций в гене CHEK2. Этот ген, 
так же как BRCA1 и BRCA2, принимает участие в под-
держании стабильности генома. Гетерозиготное носи-
тельство мутаций CHEK2 достаточно часто наблюда-
ется в Финляндии, Нидерландах, Польше и некоторых 
других странах [14, 35]. В Российской Федерации му-
тации CHEK2 находят не менее чем у 2% «случайных» 
больных РМЖ, а при отборе по клиническим призна-
кам семейного рака этот показатель возрастает как 
минимум до 5% [27]. В отличие от BRCA1 и BRCA2, ге-
терозиготная инактивация CHEK2 не сопровождается 
повышением риска РЯ [21, 26].

Еще один значимый для России ген – NBS1 (NBN). 
Гомозиготные дефекты этого гена обнаружили при 
изучении тяжелейшего иммунодефицита – так на-

Гены наследственного рака молочной железы (РМЖ) и рака яичника (РЯ) в России

Ген Основные мутации

Встречаемость, %

Ссылка
у здоровых 

женщин

у больных РМЖ  
с клиническими при-
знаками наследствен-

ного рака

у «случай-
ных» больных 

РМЖ

у больных 
РЯ

BRCA1 5382insc, 4153delA, 185delAG ~0.1 ~10 2-4 > 10 [18–26]

CHEK2 1100delc, IVS2+1G>A < 1 ~5 ~2 < 1 [26–29]

NBS1 657del5 0.5 ~1 0.7 < 1 [29, 30]
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зываемого nijmegen breakage syndrome [36]. Гетеро-
зиготное носительство мутаций NBS1 наблюдается 
преимущественно у славян. Оно ассоциировано с по-
вышенным риском РМЖ [30, 37, 38]. У больных РЯ не 
наблюдается повышения частоты нарушений данно-
го гена [26]. Тем не менее в единственном описанном 
случае сочетанной наследственной гетерозиготности 
генов BRCA1 и NBS1 в опухоли яичника отмечалась 
соматическая инактивация именно гена NBS1, в то 
время как статус гена BRCA1 оставался интактным 
[39]. Подобное наблюдение может служить опреде-
ленным аргументом в пользу причастности гена 
NBS1 к формированию риска РЯ. 

МЕДициНСКиЕ АСПЕКТы НАСлЕДСТвЕННоГо 
РМЖ/Ря: РоССийСКАя СПЕциФиКА
Главной целью диагностики наследственных раковых 
синдромов является поиск здоровых женщин, носи-
тельниц соответствующих мутаций. Подразумева-
ется, что своевременное выявление генного дефекта 
позволит предотвратить летальный исход от онколо-
гического заболевания. Женщин с гетерозиготностью 
по генам BRCA1 и BRCA2 регулярно обследуют с це-
лью ранней диагностики РМЖ и РЯ. Помимо этого, 
носительницам мутаций в генах BRCA рекомендует-
ся проведение профилактических операций, направ-
ленных на удаление тканей-мишеней [40].

Здоровые носительницы генов наследственного 
рака обычно обнаруживаются в процессе обследова-
ния родственниц больных с РМЖ или РЯ, у которых 
при генетическом консультировании обнаружен ген-
ный дефект. По существующим правилам инициати-
ва приглашения членов семьи на ДНК-анализ должна 
принадлежать самой больной. Как показывает наша 
практика, возможностью ДНК-тестирования поль-
зуются далеко не все родственницы носительниц му-
таций в генах BRCA. Можно предположить, что либо 
сами больные неохотно предоставляют своим близ-
ким информацию об обнаружении у них наследствен-
ного заболевания, либо здоровые женщины попросту 
избегают медицинских мероприятий, направленных 
на уточнение индивидуального онкологического ри-
ска. Еще более неожиданно, что большинство нахо-
дящихся у нас на мониторинге здоровых женщин с 

BRCA1-мутациями проявляют удивительную недис-
циплинированность в отношении профилактических 
обследований. В наивысшей степени болезненным 
представляется вопрос о профилактических опера-
циях. В то время как превентивная хирургия счита-
ется компонентом повседневной клинической прак-
тики в США, Канаде, Западной и Восточной Европе, 
Израиле, Австралии, ЮАР, Японии, Южной Корее и 
т.д., в России обсуждение данной проблемы замалчи-
вается или извращается не только обывателями, но и 
медицинским сообществом.

Помимо негативных, следует отметить и позитив-
ные аспекты, связанные с синдромом наследственно-
го РМЖ/РЯ у нас в стране. В 2009 г. польские ученые 
опубликовали результаты клинического исследова-
ния, показавшие уникальную чувствительность опу-
холей, ассоциированных с BRCA1, к цисплатину [41]. 
Подобный эффект связан с наличием уникального 
терапевтического окна. В опухолях у носительниц 
мутаций в гене BRCA1 наблюдается полная инак-
тивация упомянутого гена, что приводит к дефекту 
гомологичной рекомбинации. BRCA1-дефицитные 
клетки исключительно уязвимы для цисплатина – 
препарата, вызывающего одно- и двунитевые раз-
рывы ДНК. Существенно, что нормальные ткани, 
в отличие от опухолевых, сохраняют гетерозигот-
ный статус BRCA1, причем наличия единственной 
функциональной копии данного гена достаточно для 
выполнения его функций. Специалистам из нашей 
страны принадлежит первая публикация, незави-
симо подтвердившая результаты Byrski и сотр. [42]. 
Более того, российские врачи одни из первых в мире 
превратили BRCA1-тест в рутинный компонент вы-
бора тактики химиотерапии РМЖ и РЯ. Уже сейчас 
цисплатин стал приоритетным средством химиотера-
пии BRCA1-ассоциированных опухолей в целом ряде 
медицинских учреждений страны. 

Работа выполнена при поддержке Министерства 
образования и науки (контракт 02.740.11.0780), 

Российского фонда фундаментальных 
исследований (гранты № 08-04-00369, 09-04-90402, 
10-04-92110, 10-04-92601) и Правительства Москвы 

(проект 15/10-Ген-М).
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РЕФЕРАТ Эволюция половых хромосом, сопровождающаяся их значительной дивергенцией по морфологии 
и генному составу, привела к тому, что большинство генов одной из половых хромосом оказались представ
ленными в двух дозах у одного пола и в одной дозе у другого. Для того чтобы устранить различия в уровне 
экспрессии этих генов между полами и восстановить одинаковый уровень экспрессии генов на половых 
хромосомах и аутосомах, возникли механизмы дозовой компенсации. Исследования трех уже ставших 
классическими объектов: Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans и млекопитающих – показыва
ют, что дозовая компенсация генов Ххромосомы может осуществляться с помощью совершенно разных 
механизмов, действующих на хромосомном уровне. Однако сравнительно недавно были получены данные 
об экспрессии генов половых хромосом у птиц и бабочек, из которых следует, что многие гены половых 
хромосом могут экспрессироваться на разных уровнях у самок и самцов. В обзоре представлена информация 
о механизмах дозовой компенсации у D. melanogaster, C. elegans и млекопитающих, а также обсуждаются 
новые данные об экспрессии генов половых хромосом у птиц и бабочек и их влияние на наше представление 
о дозовой компенсации.
КлючЕвыЕ СловА дозовая компенсация, половые хромосомы, экспрессия генов, инактивация 
Ххромосомы.

КоЭволюция Половых хРоМоСоМ и Дозовой 
КоМПЕНСАции
У целого ряда организмов половая принадлеж-
ность коррелирует с определенным сочетанием 
половых хромосом. Так, у Drosophila melanogaster 
и ряда млекопитающих половые хромосомы самок 
представлены двумя Х-хромосомами, в то время 
как самцы являются гетерогаметным полом и име-
ют две различные половые хромосомы: X и Y. Тем 
не менее системы определения пола у D. melano-
gaster и млекопитающих принципиально различа-
ются. У D. melanogaster пол зависит от соотношения 
дозы генов Х-хромосомы и аутосом [1], в то время 
как для млекопитающих ключевым моментом явля-
ется наличие Y-хромосомы, точнее гена Sry, ответ-
ственного за развитие по мужскому типу [2]. У птиц, 
бабочек и некоторых видов пресмыкающихся, на-
против, гетерогаметным полом являются самки (Z- 
и W-хромосомы), а самцы имеют две Z-хромосомы. 

Половые хромосомы X и Y, а также Z и W значи-
тельно отличаются друг от друга по размеру, мор-
фологии и генетическому содержанию (рис. 1). 
Y- и W-хромосомы состоят в основном из форми-
рующих гетерохроматин повторяющихся после-
довательностей ДНК и содержат незначительное 
по сравнению с X- и Z-хромосомами число генов.

Предполагается, что X- и Y-хромосомы в раз-
личных таксонах возникали независимым образом 
и ведут свое происхождение от пары гомологичных 

Рис. 1. Системы 
половых хромо-
сом XY и ZW.

Самцы  Самки 

X XY X Z Z Z W

Самцы  Самки 
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аутосом. Первым шагом в эволюции половых хро-
мосом стало формирование генетической системы 
определения пола у популяции гермафродитных 
особей или особей, пол которых определяется тем-
пературными условиями. Считается, что наиболее 
логичной является последовательность событий, 
при которой сначала в результате мутации появил-
ся рецессивный ген мужской стерильности на буду-
щей Х-хромосоме, а затем доминантный ген женской 
стерильности на будущей Y-хромосоме. Следстви-
ем этого было подавление рекомбинации между Х- 
и Y-хромосомами по данным локусам, что позволило 
обеспечить сцепление генов, ответственных за раз-
витие особи по женскому и мужскому типу. Далее 
на Y-хромосоме стали накапливаться гены, дающие 
преимущество самцам, но при этом снижающие жиз-
неспособность самок. Необходимость тесного сцепле-
ния таких генов с Y-хромосомой приводила к пода-
влению рекомбинации между Х- и Y-хромосомами 
в новых локусах и постепенному расширению не-
рекомбинирующего района. Подавление рекомбина-
ции способствовало накоплению мутаций и делеций 
в не связанных с формированием мужских признаков 
генах Y-хромосомы, что стало причиной их после-
дующей деградации. Конечным результатом данного 
процесса может стать потеря всей Y-хромосомы, что, 
по-видимому, и произошло у самцов Caenorhabditis 
elegans, которые имеют только Х-хромосому. Ана-
логичный процесс, вероятно, привел к дивергенции 
Z- и W-хромосом [3, 4].

Для того чтобы компенсировать столь существен-
ную потерю генов на Y-хромосоме, отбор, по всей 
видимости, благоприятствовал механизмам, повы-
шающим уровень экспрессии генов на Х-хромосоме 
самцов [5]. Удвоение уровня экспрессии генов 
на единственной Х-хромосоме самцов было доста-
точно давно известно и хорошо изучено у D. mela-
nogaster [6]. Аналогичный способ восстановления 
уровня экспрессии генов Х-хромосомы (дозовой ком-
пенсации) предполагался также для самцов млеко-
питающих и C. elegans, но убедительные доказатель-
ства его существования долгое время не удавалось 
получить. Гипотеза об удвоении уровня экспрессии 
генов Х-хромосомы у самцов млекопитающих и C. 
elegans окончательно подтвердилась сравнительно 
недавно, когда широкое распространение получил 
метод микрочипов. Использование этого метода по-
зволило измерить средний уровень экспрессии генов 
Х-хромосомы и аутосом и показать, что у самцов мле-
копитающих и C. elegans гены одной Х-хромосомы 
действительно экспрессируются на одинаковом уров-
не с аутосомными [7–9].

Возрастание уровня транскрипции генов на 
Х-хро мосоме могло привести к избытку их про-

дуктов у самок. Однако исследования экспрессии 
генов методом микрочипов показали, что у самок 
D. melanogaster, C. elegans и млекопитающих гены 
Х-хромосомы также экспрессируются на одном 
уровне с аутосомными [7–9]. Следовательно, и у са-
мок должны были появиться механизмы, позво-
ляющие поддерживать транскрипционный баланс 
между генами Х-хромосомы и аутосом, а также рав-
ный уровень экспрессии генов Х-хромосомы между 
полами. Несмотря на общность причин возникно-
вения, дозовая компенсация генов Х-хромосомы 
у D. melanogaster, C. elegans и млекопитающих осу-
ществляется различными способами (рис. 2). Так, 
у D. melanogaster дозовая компенсация генов про-
исходит только у самцов, а гены обеих Х-хромосом 
самок экспрессируются на одном уровне с аутосом-
ными [7]. У C. elegans удвоение уровня экспрессии 
генов наблюдается как на Х-хромосоме у самцов, 
так и на обеих Х-хромосомах у гермафродитов. 
Восстановление транскрипционного баланса у гер-
мафродитов достигается за счет специфического 
механизма, частично подавляющего уровень экс-
прессии генов одновременно на обеих Х-хромосомах 
[7]. У млекопитающих повышенная экспрессия ге-
нов происходит на Х-хромосоме самцов, а также 
на одной из двух Х-хромосом самок. На второй 
Х-хромосоме транскрипция большинства генов по-
давляется, т.е. Х-хромосома подвергается инактива-
ции [7, 8]. На механизмах, лежащих в основе данных 
процессов, стоит остановиться более подробно.

Рис. 2. Разнообразие способов дозовой компенсации 
генов Х-хромосомы. А – набор аутосом, X и Y – по-
ловые хромосомы.

D. melanogaster  C. elegans  Млекопитающие

Самцы 
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Гермафродиты 
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A A X X X X X XA A A A

A X X X YY A A A A

экспрессия генов на аутосомном уровне 
удвоенная экспрессия генов 
инактивация генов 
частичная репрессия транскрипции
Y-хромосома 
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ДозовАя КоМПЕНСАция ГЕНов х-хРоМоСоМы 
у D. melanogaster
П о в ы ш е н н ы й  у р о в е н ь  э к с п р е с с и и  г е н о в 
на Х-хромосоме самцов D. melanogaster обеспечи-
вается с помощью комплекса, состоящего из шести 
белков: MSL1 (male-specific lethal 1), MSL2, MSL3, 
MOF (males absent on the first), MLe (maleless), JIL1 
(Janus kinase 1) – и двух некодирующих РНК: roX1 
и roX2 (rnA on the X). Ключевым для сборки данного 
комплекса является белок MSL2, который синтези-
руется только у самцов. У самок MSL2 отсутствует, 
и в результате остальные компоненты не способны 
собираться в комплекс дозовой компенсации. Соглас-
но общепринятой модели MSL2 посредством прямого 
взаимодействия стабилизирует MSL1, таким обра-
зом формируя платформу для дальнейшей сборки 
комплекса дозовой компенсации [10]. За активацию 
транскрипции генов Х-хромосомы самцов в MSL-
комплексе отвечают белки MOF и JIL1. Белок MOF 
ацетилирует гистон Н4 по лизину в 16-м положении 
(Н4К16). Эта модификация характерна для транс-
крипционно активного хроматина и специфична 
для Х-хромосомы самцов [11, 12]. Однако в последнее 
время стали появляться данные о том, что MOF мо-
жет ацетилировать Н4К16 не только на Х-хромосоме, 
но и на аутосомах, причем у обоих полов [13]. В под-
тверждение этих предположений было обнару-
жено, что MOF взаимодействует не только с MSL-
комплексом, но и с так называемым nSL(nonspecific 
lethal)-комплексом, который связывается с промото-
рами транскрипционно активных генов на аутосомах 
у самцов, а также на аутосомах и половых хромо-
сомах у самок. Следовательно, посредством взаи-
модействия с различными белковыми комплексами 
MOF принимает участие в двух процессах: дозовой 
компенсации генов Х-хромосомы у самцов и общей 
регуляции транскрипции генов у D. melanogaster 
[14, 15]. Более того, гомологи MOF и nSL-комплекса 
существуют также у млекопитающих и выполняют 
ту же самую функцию – ацетилирование гистона Н4 
[16, 17]. Эти факты указывают на то, что механизм 
дозовой компенсации у D. melanogaster не возник 
de novo, а под эту цель были адаптированы уже су-
ществующие белки, которые могут сохранять свою 
первоначальную функцию. Киназа JIL1 свободно 
ассоциирована с MSL-комплексом и осуществля-
ет фосфорилирование гистона Н3 по серину в 10-м 
положении. Данная модификация также участву-
ет в формировании транскрипционно активного 
хроматина, вероятно, препятствуя связыванию ге-
терохроматинового белка НР1 [18, 19]. Таким обра-
зом, повышенная экспрессия генов Х-хромосомы 
у D. melanogaster достигается за счет создания «от-
крытой», декомпактизованной, доступной для фак-

торов транскрипции структуры хроматина [20]. Счи-
тается, что РНК-ДНК-геликаза MLe способствует 
интеграции roX1 и roX2 РНК в комплекс дозовой ком-
пенсации [10]. Данные РНК необходимы для связыва-
ния комплекса дозовой компенсации с Х-хромосомой 
[21] и являются взаимозаменяемыми. Интересно, 
что человеческий гомолог MSL-комплекса не содер-
жит roX1 и roX2 РНК. Это означает, что включение 
этих некодирующих РНК в состав MSL-комплекса 
могло стать ключевым моментом в формировании ме-
ханизма дозовой компенсации у D. melanogaster [22].

Для специфичного связывания комплекса дозо-
вой компенсации на Х-хромосоме D. melanogaster 
существует не менее 150 особых сайтов, так назы-
ваемых chromatin entry sites, которые содержат 
опознаваемые MSL-комплексом последовательно-
сти – MSL recognition elements. После связывания 
MSL-комплекса с данными сайтами начинается его 
распространение вдоль Х-хромосомы и взаимодей-
ствие с активно транскрибирующимися генами [23]. 
На этой стадии значение, скорее всего, имеют не ну-
клеотидные последовательности, а эпигенетические 
характеристики, в частности триметилированный 
по лизину в 36-м положении гистон Н3, отличитель-
ный признак транскрибирующихся генов [24]. Тем 
не менее не все транскрипционно активные гены 
Х-хромосомы самцов D. melanogaster связываются 
с комплексом дозовой компенсации. Более того, свя-
зывание с MSL-комплексом далеко не всегда при-
водит именно к двукратному увеличению уровня 
экспрессии генов Х-хромосомы, причем в ряде слу-
чаев уровень транскрипции практически не меняется 
[25–27]. Так что механизм, с помощью которого регу-
лируется уровень экспрессии индивидуальных генов 
Х-хромосомы самцов D. melanogaster, еще предстоит 
выяснить.

Механизм, лежащий в основе удвоения уровня 
экспрессии генов Х-хромосомы у самцов млекопита-
ющих и C. elegans, в настоящее время не известен. Ве-
роятно, повышенная экспрессия генов Х-хромосомы 
обеспечивается, как и у D. melanogaster, эпигенети-
ческими механизмами. Правда, следует отметить, 
что пока не было обнаружено каких-либо принци-
пиальных различий в структуре хроматина между 
Х-хромосомой и аутосомами. Поэтому повышенная 
экспрессия генов Х-хромосомы у самцов может быть 
обусловлена изменениями нуклеотидных последо-
вательностей их регуляторных районов в ходе эво-
люции [8, 28]. Кроме того, у млекопитающих воз-
можен еще один способ усиления экспрессии генов 
Х-хромосомы. Дело в том, что гены активной и не-
активной Х-хромосом самок млекопитающих имеют 
различный характер метилирования. Аллели неак-
тивной Х-хромосомы гиперметилированы по GpG-
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динуклеотидам промоторных областей, что согла-
суется с их инактивацией. В то же время аллели 
активной Х-хромосомы и гены Х-хромосомы самцов 
гиперметилированы по GpG-динуклеотидам в струк-
турной части [29]. Однако то, каким образом мети-
лирование структурной части генов Х-хромосомы 
может приводить к более высокому уровню их экс-
прессии у млекопитающих, остается совершенно не-
понятным.

ДозовАя КоМПЕНСАция ГЕНов х-хРоМоСоМы 
у C. elegans
Как уже упоминалось ранее, дозовая компенсация ге-
нов Х-хромосомы у C. elegans включает два процесса: 
удвоение уровня экспрессии генов на Х-хромосоме 
у самцов и частичное подавление экспрессии генов 
на обеих Х-хромосомах у гермафродитов. В то вре-
мя как механизм первого процесса совершенно не-
известен, показано, что у гермафродитов C. elegans 
существует комплекс дозовой компенсации, состоя-
щий из девяти белков: SDc-1, SDc-2, SDc-3, DPY-
21, DPY-26, DPY-27, DPY-28, DPY-30, MIX1 [30]. Три 
белка (DPY-26, DPY-27, DPY-28) очень сходны с бел-
ками 13S конденсинового комплекса, который отве-
чает за компактизацию хромосом в митозе и мейозе 
не только у C. elegans, но и у остальных эукариот, 
а еще один белок – MIX1 (mitosis and X-associated 
protein 1) – является общим для обоих комплексов 
[31–34]. Однако не только MIX1 выполняет двойную 
функцию. Так, DPY-28 регулирует число и распреде-
ление кроссоверов между гомологичными хромосома-
ми в мейозе [35]. DPY-30 входит в состав комплекса, 
гомологичного комплексу Set1/cOMPASS дрожжей, 
который осуществляет метилирование гистона Н3. 
Очевидно, что DPY-30 принимает участие как в до-
зовой компенсации, так и в общей регуляции транс-
крипции генов у самцов и гермафродитов C. elegans 
[36, 37]. Важную роль в сборке и функционировании 
комплекса дозовой компенсации играет белок SDc-2 
(sex determination and dosage compensation 2). В от-
личие от остальных белков, SDc-2 экспрессируется 
только у гермафродитов и, по-видимому, отвечает 
за специфичное действие комплекса дозовой компен-
сации на Х-хромосому, поскольку может связывать-
ся с Х-хромосомой независимо от других участников 
комплекса [38]. Сборка комплекса начинается с взаи-
модействия SDc-2, SDc-3 и DPY-30, которые созда-
ют плацдарм для связывания всех остальных белков 
с Х-хромосомой [39–41]. Интересно, что тот же са-
мый комплекс (за исключением DPY-21) участвует 
в 20-кратной репрессии транскрипции аутосомного 
гена her-1 (hermaphrodization of XO animals), кото-
рый отвечает за развитие по мужскому типу [38, 41], 
т.е. данный комплекс задействован не только в дозо-

вой компенсации генов Х-хромосомы, но и в системе 
определения пола.

Для связывания комплекса дозовой компенсации 
на Х-хромосоме C. elegans существуют специальные 
последовательности, но их плотность значительно 
ниже, чем у D. melanogaster (~40 против 150). Эти 
последовательности можно разделить на два типа: 
rex- и dox-сайты. rex(recruitment elements on X)-
сайты способны связываться с комплексом дозовой 
компенсации независимо от того, локализуются они 
на Х-хромосоме или аутосомах, и, скорее всего, от-
вечают за первичное узнавание комплекса дозовой 
компенсации. Dox(dependent on X)-сайты взаимодей-
ствуют с комплексом дозовой компенсации, только 
находясь на Х-хромосоме, и участвуют, главным об-
разом, в распространении комплекса дозовой ком-
пенсации вдоль Х-хромосом гермафродитов C. ele-
gans [42].

Механизм, с помощью которого комплекс дозовой 
компенсации частично подавляет экспрессию генов 
Х-хромосомы у гермафродитов, пока еще не уста-
новлен, но сходство комплекса дозовой компенсации 
C. elegans с 13S конденсиновым комплексом позволя-
ет предполагать, что для репрессии транскрипции 
генов Х-хромосом используется тот же принцип, 
что и при конденсации хромосом в митозе и мейо-
зе [37]. Сходство с 13S конденсиновым комплексом 
и двойная функция некоторых белков комплекса до-
зовой компенсации свидетельствуют в пользу того, 
что у C. elegans, как и у D. melanogaster, дозовая ком-
пенсация возникла не за счет создания совершен-
но нового механизма, а за счет приобретения новых 
функций уже существующими белками. Неизвест-
ным также остается и то, какие гены Х-хромосомы 
и в какой степени подвержены действию механизмов 
дозовой компенсации у гермафродитов C. elegans.

ДозовАя КоМПЕНСАция ГЕНов х-хРоМоСоМы 
у МлЕКоПиТАющих
Как и в случае с C. elegans, у млекопитающих удвое-
ние уровня экспрессии генов Х-хромосомы проис-
ходит у обоих полов. Восстановление транскрипци-
онного баланса генов у самок достигается с помощью 
транскрипционной репрессии (инактивации) боль-
шинства генов на одной из двух Х-хромосом [43]. 
Инактивация Х-хромосомы бывает случайной и им-
принтированной [28]. При импринтированной инак-
тивации транскрипционной репрессии подвергает-
ся преимущественно Х-хромосома, унаследованная 
от отца. Этот вариант инактивации встречается 
у сумчатых млекопитающих, а также в экстраэм-
бриональных тканях некоторых плацентарных мле-
копитающих. При случайной инактивации отцовская 
и материнская Х-хромосомы имеют равные шансы 
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стать неактивными. Такой тип инактивации харак-
терен для соматических тканей плацентарных мле-
копитающих.

На Х-хромосоме плацентарных млекопитающих 
существует особый локус, называемый центром 
инактивации. Ключевым для инициации процесса 
инактивации является один из генов центра инак-
тивации – Xist. С него считывается некодирующая 
РНК, которая затем распространяется вдоль буду-
щей неактивной Х-хромосомы, что приводит к це-
лому ряду эпигенетических изменений [28, 44–46]. 
Вслед за распространением Xist РНК с инактивиру-
емой Х-хромосомы исключается РНК-полимераза 
II и появляются модифицирующие хроматин ком-
плексы. В результате неактивная Х-хромосома 
утрачивает модификации, характерные для транс-
крипционно активного хроматина, такие как диме-
тилированный по лизину в 4-м положении гистон Н3 
(Н3К4) и ацетилированные формы гистонов Н3 и Н4. 
Вместо них неактивная Х-хромосома приобретает 
модификации, свойственные транскрипционно не-
активному хроматину: триметилированный по ли-
зину в 27-м положении гистон Н3 (Н3К27), убикви-
тинированный по лизину в 119-м положении гистон 
Н2А (uH2A), диметилированный по лизину в 9-м 
положении гистон Н3 (Н3К9) и монометилирован-
ный по лизину в 20-м положении гистон Н4 (Н4К20). 
Кроме того, неактивная Х-хромосома становится 
поздно реплицирующейся и ассоциируется с вари-
антом гистона Н2А (макроН2А), содержащим неги-
стоновый домен. Последним в цепи эпигенетических 
событий процесса инактивации является метилиро-
вание ДНК промоторных областей генов, что позво-
ляет стабильно поддерживать неактивное состояние 
Х-хромосомы. В установлении неактивного состо-
яния генов Х-хромосомы самок млекопитающих 
принимают участие комплексы polycomb белков. 
Так, Prc1 (polycomb repressor complex 1) отвечает 
за убиквитинирование гистона Н2А [47, 48], а Prc2 – 
за триметилирование Н3К27 [49, 50]. Однако данные 
белковые комплексы не являются специфичными 
для самок и участвуют у обоих полов в репрессии 
генов не только на Х-хромосоме, но и на аутосомах 
[22]. Ферменты, осуществляющие диметилирование 
Н3К9 и монометилирование Н4К20, точно неизвест-
ны. Скорее всего, эти модификации хроматина уста-
навливают соответственно метилтрансфераза G9a 
и белок Pr-Set7 [51, 52]. Примечательно, что у мле-
копитающих, как и у D. melanogaster, в дозовой ком-
пенсации генов Х-хромосомы принимают участие 
некодирующая РНК и модифицирующие хроматин 
комплексы, но их влияние на экспрессию генов ока-
зывается диаметрально противоположным. Вопрос 
о том, каким образом Xist РНК взаимодействует 

с модифицирующими хроматин факторами, до сих 
пор остается открытым. Более того, у сумчатых 
млекопитающих ген Xist так и не был найден [53], 
но спектр модификаций хроматина на неактивной 
Х-хромосоме очень сходен с таковым у плацентар-
ных. Становится понятным, что центр инактивации 
Х-хромосомы, как и случайная инактивация, воз-
ник лишь у плацентарных млекопитающих [53, 54], 
а процесс инактивации у сумчатых и плацентарных 
млекопитающих должен различаться.

По своему механизму инактивация Х-хромосомы 
очень похожа на импринтинг аутосомных генов. 
В обоих случаях задействованы некодирующие РНК, 
экспрессия которых приводит к установлению оди-
наковых модификаций хроматина: гипометилирован-
ного Н3К4, гипоацетилированного Н3К9, триметили-
рованного Н3К27, uH2A, диметилированного Н3К9 
и метилирования ДНК [55, 56]. Конечным резуль-
татом обоих процессов является подавление транс-
крипции одного из аллелей. Следовательно, способ 
транскрипционной репрессии генов при инактивации 
Х-хромосомы у самок млекопитающих не является 
уникальным: тот же самый механизм используется 
и для установления моноаллельной экспрессии не-
которых аутосомных генов.

Следует отметить, что не все гены неактивной 
Х-хромосомы подвергаются инактивации. Исследо-
вания статуса экспрессии генов Х-хромосомы че-
ловека показали, что 15% генов стабильно избегают 
инактивации и еще 10% генов имеют гетерогенную 
экспрессию, т.е. подвергаются инактивации у од-
них женщин и избегают инактивации у других [57]. 
Помимо этого избегающие инактивации гены были 
обнаружены у мыши и некоторых других плацен-
тарных млекопитающих [58, 59]. Однако причины, 
по которым те или иные гены Х-хромосомы избегают 
инактивации, на сегодняшний день так и не установ-
лены. В ряде случаев избегание инактивации можно 
объяснить наличием у генов Х-хромосомы гомологов 
на Y-хромосоме. В этом случае избегание инакти-
вации позволяет восстановить равный уровень экс-
прессии генов между полами. Тем не менее многие 
избегающие инактивации гены не имеют Y-гомологов. 
Возможно, что более высокий уровень экспрессии 
этих генов у самок связан с формированием специ-
фичных для женского пола признаков [60, 61]. Инте-
ресно, что уровень экспрессии многих избегающих 
инактивации генов на неактивной Х-хромосоме зна-
чительно ниже, чем на активной Х-хромосоме [8, 9, 
57]. Это предполагает, что более высокий уровень 
экспрессии данных генов у самок может и не играть 
какой-либо существенной роли. Не исключено также, 
что дисбаланс генов Х-хромосомы может устранять-
ся уже после транскрипции [60, 61].
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Было высказано предположение, что для эф-
фективного распространения неактивного со-
стояния на Х-хромосоме должны существовать 
вспомогательные элементы. Наиболее вероятны-
ми кандидатами на роль таких элементов счита-
ют LIne-элементы [62]. В пользу этого предпо-
ложения свидетельствует то, что Х-хромосомы 
человека и мыши имеют двукратное обогащение 
LIne-элементами по сравнению с аутосомами. Сто-
ит отметить также и то, что распределение LIne-
элементов на Х-хромосоме человека коррелирует со 
статусом экспрессии генов. Наибольшая плотность 
LIne-элементов выявляется в центре инактива-
ции и районах генов, подвергающихся инактивации. 
В районах, обогащенных избегающими инактива-
ции генами, плотность LIne-элементов, напротив, 
снижена [57, 63, 64]. Однако, какие именно последо-
вательности нужны для эффективного распростра-
нения неактивного состояния вдоль Х-хромосомы 
и каковы механизмы действия этих последователь-
ностей, на данный момент неизвестно.

оБщиЕ СвойСТвА Дозовой КоМПЕНСАции 
ГЕНов х-хРоМоСоМы
Исследования трех модельных объектов (D. mela-
nogaster, C. elegans и млекопитающих) показывают, 
что дозовая компенсация генов Х-хромосомы мо-
жет осуществляться с помощью различных меха-
низмов. Различия в способах дозовой компенсации, 
по-видимому, являются отражением независимого 
происхождения половых хромосом данных видов 
и, как следствие, независимого возникновения ме-
ханизмов, направленных на регуляцию экспрессии 
генов Х-хромосомы. Несмотря на отличия, в спосо-
бах дозовой компенсации генов Х-хромосомы у D. 
melanogaster, C. elegans и млекопитающих можно 
выделить несколько общих черт. Во-первых, дозо-
вая компенсация достигается за счет механизмов, 
действующих на хромосомном уровне, причем эти 
механизмы не возникают de novo, для регуляции 
уровня экспрессии генов Х-хромосомы адаптируют-
ся уже существующие белки и белковые комплек-
сы. Во-вторых, общим для всех трех систем дозовой 
компенсации является удвоение уровня экспрессии 
генов на единственной Х-хромосоме самцов, хотя 
механизмы, лежащие в основе этого феномена, мо-
гут отличаться. В-третьих, необходимый уровень 
экспрессии генов обеспечивается посредством из-
менения структуры хроматина Х-хромосомы с по-
мощью модифицирующих хроматин комплексов. 
У D. melanogaster и млекопитающих действие мо-
дифицирующих хроматин комплексов в процессе 
дозовой компенсации генов Х-хромосомы связано 
с экспрессией некодирующих РНК. Тесная связь 

между некодирующими РНК и регуляцией экспрес-
сии генов предполагает, что некодирующая РНК со 
временем может быть найдена и в системе дозовой 
компенсации C. elegans. В-четвертых, Х-хромосома 
содержит набор последовательностей, которые от-
вечают за связывание и эффективное распростра-
нение комплексов, участвующих в дозовой компен-
сации генов. Таким образом, механизмы дозовой 
компенсации позволяют достигать равного уровня 
экспрессии генов Х-хромосомы и аутосом у обоих 
полов, а также равного уровня экспрессии генов 
Х-хромосомы между полами. Транскрипционный 
баланс генов Х-хромосомы поддерживается в раз-
личных типах соматических тканей и герминальных 
клетках у обоих полов D. melanogaster и млекопита-
ющих [7, 8], что свидетельствует о его несомненной 
важности для организма.

ДозовАя КоМПЕНСАция ГЕНов Z-хРоМоСоМы 
у ПТиц и БАБочЕК
По аналогии с системой половых хромосом XY следо-
вало бы ожидать, что и в системе половых хромосом 
ZW должно происходить удвоение уровня экспрессии 
генов у гетерогаметного пола (самок) на единствен-
ной Z-хромосоме. Однако первые исследования экс-
прессии небольшого количества генов Z-хромосомы 
у птиц и бабочек показали, что часть генов экспресси-
ровалась на более высоком уровне у самцов по срав-
нению с самками [65–68]. Так что существование до-
зовой компенсации генов Z-хромосомы долгое время 
было под сомнением.

Использование метода микрочипов позволило 
измерить уровень экспрессии генов Z-хромосомы 
и аутосом у двух видов птиц (курицы и зебро-
вой амадины) и тутового шелкопряда. Оказалось, 
что значения соотношений уровней экспрессии ге-
нов Z-хромосомы между самцами и самками птиц 
варьировали между 1 и 2, т.е. создается впечатле-
ние, что по уровню экспрессии генов Z-хромосома 
занимает промежуточное положение между дозо-
вой компенсацией на хромосомном уровне и полным 
отсутствием дозовой компенсации [69, 70]. Анало-
гичная ситуация была обнаружена и при изучении 
экспрессии генов Z-хромосомы у тутового шелко-
пряда [71]. Более того, у зебровой амадины гены 
Z-хромосомы четко разделялись на две группы: 
часть генов экспрессировалась на одинаковых уров-
нях у обоих полов, в то время как остальные гены 
экспрессировались на более высоком уровне у сам-
цов [69]. По всей видимости, у птиц и бабочек нет 
механизмов, которые регулировали бы экспрессию 
генов всей Z-хромосомы, но тем не менее часть генов 
Z-хромосомы самок подвергается дозовой компен-
сации (рис. 3). Механизмы этого явления пока еще 
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не установлены. Однако было показано, что у птиц 
на Z-хромосоме существует особый локус – MHM 
(male hypermethylated). Этот локус гиперметили-
рован у самцов, а у самок с него транскрибирует-
ся некодирующая РНК, которая накапливается 
в окружающем MHM районе. У самок данный район 
ацетилирован по лизину в 16-м положении гистона 
Н4 (Н4К16). Кроме того, было обнаружено, что хотя 
гены, подвергающиеся дозовой компенсации, рас-
пределены вдоль всей Z-хромосомы, большая их 
часть сосредоточена именно возле локуса MHM. 
Возможно, что у птиц дозовая компенсация генов 
Z-хромосомы осуществляется по тому же принципу, 
что и у D. melanogaster: некодирующая РНК и аце-
тилирование Н4К16 обеспечивают повышенный уро-
вень экспрессии генов Z-хромосомы у самок [72].

Разница в степени дозовой компенсации между Х- 
и Z-хромосомами могла бы объясняться их возрастом. 
В случае молодых половых хромосом механизмы, ко-
торые регулировали бы экспрессию генов на хромо-
сомном уровне, могли просто еще не успеть сформи-
роваться. Было установлено, что половые хромосомы 
птиц (не менее 150 млн лет) очень близки по возра-
сту к половым хромосомам млекопитающих (не ме-
нее 166 млн лет). В то же время половые хромосомы 
D. melanogaster являются относительно молодыми 
(~65 млн лет), но этого срока оказалось достаточно 
для формирования хромосомного механизма дозо-
вой компенсации. Следовательно, возраст половых 
хромосом не влияет на степень дозовой компенсации 
[22, 73]. Известно, что гемизиготность по несколь-
ким генам или небольшим районам генома может 
и не иметь каких-либо последствий для организма. 
Z-хромосомы птиц и бабочек содержат порядка 840 
и 600 генов соответственно, что заметно меньше, чем 

на Х-хромосомах D. melanogaster, C. elegans и чело-
века (2300, 3100 и 1100 генов). Возможно, что именно 
меньшее число генов на половых хромосомах позво-
ляет птицам и бабочкам обходиться без хромосом-
ных механизмов дозовой компенсации. Однако ге-
мизиготность по нескольким сотням генов все равно 
должна приводить к летальному исходу, а значит, 
ограниченная дозовая компенсация у птиц и бабочек 
не может быть результатом более низкой плотности 
генов на половых хромосомах [22, 73]. Пока очевид-
но лишь то, что локальная дозовая компенсация об-
наружена у организмов, у которых гетерогаметным 
полом являются самки (ZW). Поскольку был проана-
лизирован уровень экспрессии генов Z-хромосомы 
только у представителей двух таксонов, то остается 
неясным, является ли такой способ дозовой компен-
сации особенностью организмов с системой половых 
хромосом ZW или это просто случайное совпадение. 
Ответить на этот вопрос, вероятно, поможет изуче-
ние других таксонов с гетерогаметностью у самок [22, 
73].

зАКлючЕНиЕ
Данные по экспрессии генов половых хромосом 
у птиц и бабочек заставляют нас по-новому взгля-
нуть на проблему дозовой компенсации генов. Ста-
новится очевидным, что гены половых хромосом 
в разной степени подвержены действию системы 
дозовой компенсации (вплоть до полного избега-
ния дозовой компенсации). Похоже, что механизмы 
дозовой компенсации возникали в ходе эволюции 
для регуляции уровня экспрессии лишь определен-
ного набора генов, а не целой половой хромосомы. 
Это предположение, по-видимому, справедливо 
не только для Z-хромосомы, но и для Х-хромосомы. 
Об этом свидетельствует наличие избегающих до-
зовой компенсации генов у млекопитающих и D. 
melanogaster. Дальнейшие исследования, вероятно, 
будут направлены на то, чтобы понять, какие гены 
половых хромосом действительно нуждаются в до-
зовой компенсации, а также каким образом опреде-
ляется степень дозовой компенсации индивидуаль-
ных генов половых хромосом. Еще одним важным 
направлением в исследовании дозовой компенсации 
генов половых хромосом может стать установление 
механизмов, лежащих в основе удвоения уровня 
экспрессии генов на Х-хромосомах самцов и самок 
(гермафродитов) у C. elegans и млекопитающих. От-
ветить на все эти вопросы должно помочь изучение 
гетероморфных половых хромосом в новых таксо-
нах. 

Работа поддержана Программой Президиума РАН 
«Молекулярная и клеточная биология».

Рис. 3. Дозовая компенсация генов Z-хромосомы 
у птиц и бабочек. А – набор аутосом, Z и W – половые 
хромосомы.
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РЕФЕРАТ p66shc – генрегулятор продолжительности жизни млекопитающих, который влияет на содер
жание активных форм кислорода (АФК) в клетке и развитие апоптоза. У мышей с нокаутом гена p66shc 
продолжительность жизни на 30% больше, чем у мышей дикого типа, они устойчивы к действию окисли
тельного стресса и развитию патологических состояний, связанных со старением, – гиперхолестерине
мии, ишемии и гипергликемии. В связи с этим, p66shc рассматривается в качестве перспективной мишени 
для лекарственной терапии многих возрастных заболеваний. В представленном обзоре обобщены, систе
матизированы и критически рассмотрены данные об участии p66shc в сигнальных путях, регулирующих 
окислительный стресс и апоптоз.
КлючЕвыЕ СловА апоптоз, активные формы кислорода, p66shc, митохондрии. 
СПиСоК СоКРАщЕНий АФК – активные формы кислорода; ДМТМ – диметилтиомочевина; ММП – межмемб
ранное пространство митохондрий; ТМФД – N,N,N',N'тетраметил-п-фенилендиамин; Akt – протеинкиназа 
B; Cdc42 (от англ. cell division control protein 42 homolog) – малая GTPаза подсемейства RhoGTPаз; Cyt C – 
цитохром с; Grb2 – белок, связывающий рецепторы ростовых факторов; ERK – киназы, регулируемые вне
клеточными сигналами; HIV1 – вирус иммунодефицита человека 1; JNK – Nконцевая протеинкиназа cJun; 
MAPK – протеинкиназы, активируемые митогенами; mHSP70 – митохондриальный белок теплового шока 
70 кДа; MnSOD – митохондриальная супероксиддисмутаза; Rac1 – Rasподобный субстрат 1 ботулотокси
на C3; RAS – онкоген вируса саркомы крыс; SOS1 (от англ. Son of Sevenless) – фактор обмена нуклеотидов; 
PKCβ – протеинкиназа Cβ; Pin1 – пептидилпролилцис/трансизомераза; PP2A – протеинфосфатаза 2; 
Prx1 – пероксиредоксин 1; PTPPEST – специфичная для фосфотирозинов протеинфосфатаза с Cконцевой 
последовательностью PEST, REF1 – редоксфактор1; TIM – транслоказа внутренней мембраны митохонд
рий; TOM – транслоказа белковпредшественников внешней мембраны митохондрий.

ввЕДЕНиЕ
Идентификация множества мутаций, продлеваю-
щих жизнь разных модельных организмов, свиде-
тельствует о том, что старение можно рассматри-
вать как генетическую программу [1]. Один из таких 
генов – p66shc, делеция которого увеличивает про-
должительность жизни мышей на 30%. Важно от-
метить, что мыши с нокаутом гена p66shc, в отличие 
от других мышиных моделей с увеличенной продол-
жительностью жизни (например, мышей с делецией 
гена рецептора гормона роста), фертильны и имеют 
нормальный фенотип [2]. Эти мыши устойчивы к дей-
ствию окислительного стресса и к развитию связан-
ных с ним патологий, таких, как атеросклероз [3], 
нарушение функций эндотелия [4], AGe (от англ. ad-
vanced glycation end products)-зависимая гломеруло-
патия при сахарном диабете [5, 6] и индуцированное 
этанолом поражение печени [7].

Белок P66shc относится к семейству адапторных 
белков shc, кодируемых одним локусом у Drosophila 
(dShc) и четырьмя локусами у млекопитающих – Shc 
(ShcA), Sli (ShcB), Rai (ShcC) [8] и RalP [9]. Четыре 
локуса млекопитающих кодируют по крайней мере 
семь белков, которые образуются благодаря исполь-
зованию альтернативных инициаторных кодонов 
и альтернативному сплайсингу. Три изоформы, коди-
руемые локусом ShcA, обозначают по их молекуляр-
ной массе – p46shc, p52shc и p66shc соответственно. 
Эти белки участвуют как в регуляции пролиферации 
(p46shc и p52shc), так и апоптоза (p66shc) [8].

P66shc является относительно «молодым» бел-
ком: он не обнаружен у дрожжей (Saccharomyces), 
нематод (Caenorhabditis) и насекомых (Drosophila), 
но появляется у земноводных (Xenopus), рыб (Fugu 
rubripes) и млекопитающих [8]. Как самая длинная 
изоформа, р66shc содержит все эволюционно более 
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древние домены, найденные в коротких изоформах 
p46shc и p52shc (см. рис. 1): n-концевой фосфотиро-
зинсвязывающий домен (PtB), центральный участок, 
гомологичный коллагену (cH1), и С-концевой домен, 
гомологичный Src (SH2). Изоформы, более длинные, 
чем p46shc, содержат дополнительные n-концевые 
домены: цитохром-с-связывающий домен (cB), об-
щий для p52shc и p66shc, но уникальный для p66 до-
мен, гомологичный коллагену (cH2).

P46shc и p52shc функционируют в качестве адап-
торных белков, передавая сигнал от различных тиро-
зинкиназных рецепторов, которые фосфорилируют 
остатки тирозина в cH1-домене этих белков. Фосфо-
рилирование р46shc/p52shc стимулирует образование 
комплекса Grb2 (адапторный белок) и SOS (фактор 
обмена нуклеотидов), что ведет к активации белка 
rAS и к запуску каскада митоген-активируемых про-
теинкиназ (MAPK). Хотя p66shc, как и р46shc/p52shc, 
фосфорилируется тирозинкиназными рецепторами 
и взаимодействует с комплексом Grb2/SOS, он, по-
видимому, не активирует MAPK [10]. Конкуренция 
p66shс и p52shc за связывание с Grb2 [11] и индуци-
рованное p66shc вытеснение SOS из комплекса с Grb2 
[12, 13] могут участвовать в регуляции путей передачи 
сигнала от рецепторов. Однако эксперименты на мо-
дельных объектах с генетическим нокаутом p66shc 
показали, что роль этого белка в регуляции продолжи-
тельности жизни, окислительном стрессе и апоптозе 
связана с доменами cH2 и cB, ненужными для перво-
начальной адапторной функции белка.

P66, оКиСлиТЕльНый СТРЕСС и АПоПТоз
Изучение мышей с нокаутом гена p66shc по-
казало, что у них снижено содержание вну-

триклеточных АФК, определяемое с помощью 
АФК-чувствительных зондов, а также уровень 
окислительного повреждения ДНК и белков, оце-
ниваемый по количеству 8-оксо-дезоксигуанозина 
и нитротирозинов [3, 4, 14–16]. Мутантные мыши ха-
рактеризовались повышенной устойчивостью к окис-
лительному стрессу, вызванному паракватом [2]. 
Изучение различных культур клеток мыши, крысы 
и человека с инактивированным p66 (либо с помощью 
делеции, либо введением доминантно негативного 
мутанта с заменой серина 36 (S36) на аланин) пока-
зало, что p66shc необходим для развития апоптоза, 
вызванного различными индукторами (см. табл. 1). 
Предполагается, что для апоптоза в этих моделях 
критическим является окислительный стресс, опо-
средованный p66shc. В частности, опубликованы дан-
ные в пользу того, что окислительный стресс, вызван-
ный p66shc, необходим для развития p53-зависимого 
апоптоза [14]. Подобные выводы можно сделать и ис-
ходя из данных, полученных в ходе физиологических 
экспериментов (см. табл. 2).

В активации проапоптотической функции p66shc 
важную роль играют посттрансляционные модифи-
кации. Так показано, что фосфорилирование S36, 
расположенного в cH2-домене, необходимо для раз-
вития апоптоза, вызванного перекисью водорода 
и ультрафиолетовым излучением [2]. Сама реакция 
фосфорилирования может осуществляться различ-
ными киназами, такими, как JnK в ответ на ультра-
фиолетовое излучение или амилоидный β-пептид [23, 
33], erK [34], и PKcβ в ответ на обработку перекисью 
[35]. Фосфорилирование S36 ведет к взаимодействию 
с белками 14-3-3 [36], тирозиновой фосфатазой PtP-
PeSt [37] и пролилизомеразой Pin-1 [35]. Если роль 
первых двух взаимодействий в апоптозе пока неяс-
на, то Pin-1-зависимая изомеризация p66shc играет 
важную роль в регуляции его транспорта в митохон-
дрию и в активации апоптоза, зависимого от мито-
хондрий (см. ниже).

Однако, помимо большого количества работ, свиде-
тельствующих о проапоптотической функции p66shc, 
имеются данные о том, что p66shc может защищать 
от апоптоза. На модели рака молочной железы, а так-
же на стволовых клетках человека показано, что по-
давление экспрессии p66shc защищает от цитоток-
сического действия гипоксии. Выяснилось также, 
что низкое содержание кислорода приводит к ак-
тивации p66shc, что, в свою очередь, способствует 
экспрессии гена Notch-3, ответственного за самооб-
новление стволовых клеток и их выживание в усло-
виях гипоксии. notch-3 способствует экспрессии гена 
карбоангидразы IX, также связанного с фенотипом, 
устойчивым к гипоксии [38]. Таким образом, откры-
та регуляторная связь между p66shc и путем, защи-

Рис. 1. Схематическое представление доменной 
структуры SHC-подобных белков. На схеме обозначе-
ны модифицируемые аминокислотные остатки: сери-
ны 36 и 54 (S36 и S54), цистеин 59 (С59), треонин 386 
(T386) и тирозины (Y), фосфорилируемые в процессе 
передачи сигнала от тирозинкиназных рецепторов.
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щающим стволовые клетки от гипоксии. Эти данные 
проясняют роль p66 в гомеостазе и самообновлении 
стволовых клеток, которые поддерживаются в спе-
циальных тканевых участках, или «нишах», содер-
жащих мало сосудов, а потому имеющих низкое со-
держание кислорода. Интересно, что малая GtP-аза 
rac-1, известный активатор p66-зависимого окис-
лительного стресса [25], также играет важную роль 
в поддержании и самообновлении эпидермальных 
стволовых клеток. Вместе эти данные свидетельству-
ют о более сложной роли белка p66shc, действующего 
как «обоюдоострый меч» в регуляции апоптоза в за-
висимости от внешних условий и генетического кон-
текста.

МЕхАНизМы P66-зАвиСиМоГо ПовышЕНия 
вНуТРиКлЕТочНых АКТивНых ФоРМ КиСлоРоДА
На данный момент описаны три механизма, с по-
мощью которых p66shc может повышать уровень 
внутриклеточных АФК: активация мембранных 

Таблица 1. Клеточные модели, инактивация p66shc (с помощью делеции гена p66shc или введения доминантно 
негативного мутанта по S36) в которых вызывает устойчивость к апоптозу

Клетки Клеточная 
линия Организм Индуктор апоптоза Ссылка

Эмбриональные фибробласты MeF Мышь H
2
O

2
, ультрафиолетовое излучение, стау-

роспорин, изотиоцианат, хлороформ
[2, 15, 
17, 18]

Первичные кардиомиоциты » Ангиотензин II [19]

Трансформированный почечный 
эпителий tKPtS » H

2
O

2
, цисплатин [13]

Клетки печени, трансгенные 
по tGFα человека AML12 » Гипоксия-реоксигенация [20]

Предшественники эндотелиальных 
клеток BM c-kit+ » Высокое содержание глюкозы в среде [21]

Остеобластные клетки OB-6, uAMS-32 » H
2
O

2
[22]

Феохромоцитома крысы Pc12 Крыса Амилоидный β-пептид, конститутивно 
активная форма rac-1 [23]

Зрелые кардиомиоциты из желу-
дочка сердца ArVM » Высокое содержание глюкозы в среде [24]

Трансформированные фибробла-
стоподобные клетки cOS7 Зеленая 

мартышка Конститутивно активная форма rac-1 [25]

Нейробластома человека SH-SY5Y Человек Амилоидный β-пептид [23]

Иммортализованные t-антигеном 
подоциты человека cIDHPs » Трансфекция HIV-1 [26]

Рак предстательной железы Pc3, LncaP » Изотиоцианат [18]

Рак шейки матки HeLa » H
2
O

2
[27]

Остеосаркома SaOs-2 » H
2
O

2
[27]

Пигментный эпителий сетчатки 
человека rPe » H

2
O

2
[28]

Лимфома Jurcat » Гипоксия, ионофоры кальция [29]

Трансформированный почечный 
эпителий φnx-293 » Открепление от подложки [30]

Эндотелиальные клетки HuVec » Открепление от подложки [30]

Таблица 2. Участие p66shc в развитии патологий, 
связанных с окислительным стрессом, показанное 
на физиологических моделях (эксперименты на живот-
ных с делецией гена p66shc или сравнение молодых 
и старых особей) 

Патология, связанная  
с апоптозом

Организм 
и генетическая 

линия 
Ссылка

Экспериментальная диабети-
ческая гломерулопатия

Мышь, линия 
SV/129 [5]

Апоптоз сосудистого эндоте-
лия и атерогенез при окисли-
тельном стрессе, вызванном 

высокожировой диетой

Мышь, линия 
SV/129 [3]

Апоптоз кардиомиоцитов 
в экспериментальной модели 
стрептозотоцинового диабета 

Мышь, линия 
SV/129 [31]

Гипоксия коры головного 
мозга

Крыса, линия 
Sprague–

Dawley 
[32]



52 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 4 (7)  2010

ОБЗОРЫ

nADPH-оксидаз, негативная регуляция синтеза ан-
тиоксидантных ферментов и генерация АФК в мито-
хондриях.

p66Зависимая активация мембранных NADPH
оксидаз
В первую очередь отметим, что р66shc может вы-
зывать окислительный стресс, действуя согласно 
своей канонической функции как адапторный бе-
лок. Как сказано выше, этот белок может негативно 
влиять на активацию rAS, вытесняя фактор обмена 
нуклеотидов SOS из комплекса с Grb2. Оказалось, 
что при этом p66 способствует SOS-зависимой ак-
тивации малой GtP-азы rac-1, что стимулирует 
сборку мембранных nADPH-оксидаз и образование 
АФК [12] (см. рис. 2). Показано, что p66shc необходим 
для апоптоза, индуцированного конститутивно актив-
ным мутантом rac-1. Однако для этого вида апоптоза 
ключевой посттрансляционной модификацией ока-
залось фосфорилирование не S36, а S54 и t386, ко-
торое ведет к rac-1-зависимой стабилизации p66shc 
и защите его от убиквитинзависимой деградации [25]. 
В макрофагах, где nADPH-оксидаза служит основ-
ным источником АФК, нокаут гена p66shc нарушает 
образование активного комплекса nADPH-оксидазы, 
что снижает продуцию АФК на 40% [39].

p66shc и регуляция экспрессии антиоксидантных 
ферментов 
В ряде работ показано, что p66shc снижает уровень 
экспрессии антиоксидантных ферментов и регу-
ляторных факторов: глутатионпероксидазы-1 [28], 
MnSOD [7, 20, 28], reF-1 [20], в частности за счет не-

гативной регуляции факторов транскрипции типа 
Forkhead (например, Foxo3a) [23, 40, 41]. Во время 
окислительного стресса серин/треониновая проте-
инкиназа Akt фосфорилируется и, в свою очередь, 
фосфорилирует и инактивирует Foxo3a. Для этой ре-
акции необходимо присутствие в клетке p66shc [40], 
а также его фосфорилирование по S36 [42]. Кроме 
того, есть данные, что p66shc в комплексе с белком 
βPix (фактор обмена нуклеотидов для rac-1 и cdc42) 
может приводить к Akt-независимому фосфорили-
рованию и инактивации Foxo3a [43] (см. рис. 3).

Этим данным противоречат результаты несколь-
ких работ, согласно которым p66shc не влияет на уро-
вень антиоксидантных ферментов [4, 15–17].

p66shc и митохондриальный путь развития апоп
тоза 
Устойчивость клеток с делецией гена p66shc к самым 
различным индукторам апоптоза, в котором участву-
ют митохондрии, наводит на мысль о том, что p66 не-
посредственно взаимодействует с митохондриями.

Митохондриальная локализация p66shс и его транс-
порт в митохондрии. Изучение локализации p66shc 
в клетке показало, что 32% белка находится в цито-
плазме, 24% – в эндоплазматическом ретикулуме, 
а 44% клеточного пула – в митохондриях [17]. Внутри 
митохондрий p66 распределен следующим образом: 
35% в межмембранном пространстве, 56% ассоцииро-
вано с внутренней мембраной и 9% находится в ма-
триксе митохондрий [15]. Согласно другим данным ми-
тохондрии содержат лишь 10% p66shc [44]. Возможно, 
эти различия связаны с тем, что локализация p66shc 
меняется при внешних воздействиях на клетку.

К стимулам, приводящим к транслокации p66shc 
в митохондрию, относятся проапоптотические воз-
действия, такие, как ультрафиолетовое излучение 
и обработка перекисью водорода [17, 35]. Однако 
механизм транспорта p66shc в митохондрию пока 

Рис. 2. p66-Зависимая активация мембранных 
NADPH-оксидаз. p66shc вытесняет фактор обмена 
нуклеотидов SOS из комплекса с GRb2 и способствует 
SOS-зависимой активации малой GTP-азы Rac-1. Ак-
тивированный Rac-1 стимулирует сборку мембранных 
NADPH-оксидаз и генерацию АФК.
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Рис. 3. p66shc и регуляция антиоксидантной системы 
защиты клетки. p66shc снижает уровень антиокси-
дантных ферментов и регуляторных факторов. В этих 
процессах играет важную роль Akt-зависимая и Akt-
независимая инактивация транскрипционных факторов 
Forkhead. 



ОБЗОРЫ

ТОМ 2  № 4 (7)  2010 | ActA nAturAe | 53

остается невыясненным. Известно, что короткая изо-
форма Shc – p46shc – также локализуется в мито-
хондриях и содержит сигнал импорта в митохондрию 
[45]. Тем не менее мутации аналогичного сигнала им-
порта у p66 не нарушали его локализацию в митохон-
дриях, что может говорить о маскировании данного 
сигнала n-концевым cH2-доменом [44]. Показано, 
что p66shc ассоциируется с белковыми комплекса-
ми, содержащими субъединицы tIM и tOM, а также 
mHSP70 и определяющими транспорт белков в мито-
хондрии. Предполагается, что в этом комплексе p66 
не активен, но при окислительном стрессе диссоции-
рует из него, переходя в активную форму [46]. 

Согласно данным [35], сигнальный путь, запускаю-
щий транслокацию p66shc в митохондрию, при об-
работке перекисью водорода включает активацию 
PKcβ, которая фосфорилирует p66 по S36. Фосфо-
рилированный p66shc становится мишенью пролил-
изомеразы Pin-1, которая узнает пролин, следующий 
за фосфорилированным остатком серина. После изо-
меризации p66shc дефосфорилируется фосфатазой 
PP2A и транспортируется в митохондрии. Послед-
нее согласуется с тем фактом, что пул p66shc в мито-
хондриях не фосфорилирован [15] (см. рис. 4). Также 
показано [35], что отсутствие p66 приводит к изме-
нению кальциевой сигнализации и предотвращает 

Рис. 4. Модель запуска апоптотического сигнала в митохондриях. p66shc (обозначен оранжевым кружком) 
может находиться в димерном состоянии (кружки, где SH обозначает восстановленный остаток цистеина 59) 
и тетрамерном (кружки, где S обозначает окисленный остаток цистеина 59). Если степень окисления цистеи-
на 59, ответственного за тетрамеризацию p66, не известна, то белок обозначен кружком с «S?». В цитозоле 
при взаимодействии p66shc с пероксиредоксином 1 (Prx1, обозначен фиолетовым овалом) образуется комплекс 
димерного p66 и димерного Prx1, в котором пероксидазная активность Prx1 инактивирует производимые p66 
АФК. При наступлении окислительного стресса комплекс распадается, PKCβ фосфорилирует p66 по серину 
36. Фосфорилированный p66shc становится мишенью пролилизомеразы Pin-1, которая узнает пролин, следую-
щий за фосфорилированным остатком серина. После изомеризации p66shc дефосфорилируется фосфатазой 
PP2A и транспортируется в митохондрии. Во время окислительного стресса p66shc высвобождается из высоко-
молекулярного комплекса, содержащего субъединицы TOM, TIM и mHSP70, и, действуя, как оксидоредукта-
за, переносит электроны с восстановленного Cyt C на кислород. В результате образовавшиеся АФК приводят 
к формированию апоптотической поры и инициации апоптоза. К этим же последствиям при стрессе и вызванном 
им недостатке восстановленных тиоредоксина и глутатиона может приводить образование тетрамера p66shс 
(пояснения в тексте). Аск. – аскорбат, ДМТМ – диметилтиомочевина, ММП – межмембранное пространство 
митохондрий, TRX – тиоредоксин, GSH – глутатион.
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дробление митохондрий, что, в свою очередь, связы-
вают с устойчивостью к апоптозу.

Оксидоредуктазная проапоптотическая актив-
ность p66shc и образование АФК. По современным 
представлениям при развитии митохондриально-
зависимого апоптоза различные сигналы (АФК, 
повышенная концентрация кальция в цитоплазме, 
разобщение окислительного фосфорилирования) 
вызывают образование динамичного мультисубъе-
диничного белкового комплекса, образующего пору 
во внутренней мембране митохондрий. Пермеаби-
лизация внутренней и внешней мембран приводит 
к выходу cyt c и других белков в цитоплазму, обра-
зованию апоптосомы и активации каспаз [47]. 

Механизм, объясняющий роль p66shc в мито-
хонд риально-зависимом апоптозе, предложили 
Peliсci и соавт. [15]. Оказалось, что p66shc необходим 
для снижения мембранного потенциала и выхода cyt 
c в цитозоль. Более того, добавление циклоспорина 
A, ингибитора образования митохондриальной поры, 
блокировало проапоптотическую функцию p66 [17]. 
В in vitro-экспериментах добавление рекомбинант-
ного p66shc к изолированным митохондриям с прони-
цаемой внешней мембраной приводило к набуханию 
митохондрий в результате образования апоптоти-
ческих пор. Этот эффект также блокировался ци-
клоспорином А, снимался добавлением каталазы, 
антиоксиданта диметилтиомочевины (ДМТМ), ин-
гибитора III-го комплекса дыхательной цепи анти-
мицина А, а также требовал субстратов дыхания. 
Таким образом, полученные данные свидетельство-
вали, что образование митохондриальной апоптоти-
ческой поры является ключевым шагом в развитии 
p66-зависимого апоптоза, и для данного эффекта не-
обходимы АФК и дыхание. 

Дальнейшие эксперименты с использованием 
электрохимического анализа и флуоресцентных 
редокс-чувствительных проб показали, что p66 дей-
ствует как оксидоредуктаза, взаимодействующая 
с восстановленным cyt c и переносящая от него 
электроны на кислород. За взаимодействие с cyt c 
отвечает cB-домен, что доказано с помощью eLISA 
и точечного мутагенеза [17]. В результате неполного 
восстановления кислорода образуются АФК, вызы-
вающие формирование апоптотических митохондри-
альных пор. В подтверждение этой гипотезы АФК об-
разуются при смешивании митохондрий и p66 даже 
в отсутствие субстратов дыхания при наличии пары 
аскорбат/ТМФД, специфично восстанавливающей 
cyt С. Образование АФК наблюдалось и в отсутствие 
митохондрий при смешивании белков cyt c и p66shc, 
однако в этом случае требовалось присутствие ионов 
меди. 

Таким образом, группой Peliсci предложен сле-
дующий механизм проапоптотического действия 
p66shc (см. рис. 4): в нормальных в условиях p66shc 
инактивирован и находится в составе высокомоле-
кулярного комплекса, содержащего субъединицы 
tOM, tIM и mHSP70. В результате окислительного 
стресса p66shc высвобождается из комплекса и, дей-
ствуя, как оксидоредуктаза, переносит электроны 
с восстановленного cyt c на кислород. В результа-
те неполного восстановления кислорода образуются 
АФК, приводящие к формированию апоптотической 
поры, набуханию митохондрий, выходу cyt c в цито-
золь, сборке апоптосомного комплекса и активации 
каспаз. 

Важно учесть, что предложенный механизм окси-
доредуктазной активности p66shc, где cyt c высту-
пает в качестве донора электронов, показан только in 
vitro. Для подтверждения данной гипотезы необходи-
мы дополнительные опыты, включающие использо-
вание флуоресцентных зондов для измерения уровня 
АФК специфично в митохондриях клеток с неактив-
ной дыхательной цепью (rho-0 клеток), а также кле-
ток с генетическим нокаутом гена Cyt C.

Необходимо отметить, что описанная схема име-
ет довольно много слабых мест. Так, например, 
у p66shc не обнаружено каких-либо известных 
редокс-доменов или доменов, способных связывать 
ионы металлов. Его способность генерировать АФК 
только в присутствии ионов меди может быть арте-
фактом, поскольку ионы меди, как известно, могут 
генерировать АФК в реакции Фентона, что может 
значительно повлиять на сигнал при использова-
нии редокс-чувствительных флуоресцентных зон-
дов. Известно также, что cyt c при переходе в оли-
гомерное состояние способен генерировать АФК 
в результате автоокисления [48–52]. Учитывая эти 
обстоятельства, можно предположить, что при взаи-
модействии с cyt c p66shc ведет себя не как окси-
доредуктаза, а как фактор, способствующий оли-
гомеризации и автоокислению цитохрома, подобно 
протимозину α [53].

Исследование изолированного CH2-CB-домена. Ме-
ханизм действия p66shc изучали также на его изо-
лированном cH2-cB-домене in vitro [54]. Оказалось, 
что рекомбинантный cH2-cB-домен существует 
в двух формах: восстановленной – в виде димера, 
и окисленной – в виде тетрамера (или димера ди-
меров), который содержит дисульфидные мостики 
между остатками c59. Добавление cH2-cB-домена, 
как и полноразмерного белка, к митохондриям при-
водило к образованию апоптотических пор и набуха-
нию органелл, однако подобной проапоптотической 
активностью обладала только тетрамерная форма. 
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Тем не менее в противоположность данным работы 
[15], в которой генерацию АФК напрямую связыва-
ли с образованием апоптотических пор, тетрамерная 
форма генерировала значительно меньше АФК, чем 
димер при смешивании с изолированными митохон-
дриями. 

Кроме того, показано, что домен cH2-cB способен 
вызывать образование АФК в присутствии донора 
электронов дитионита и ионов меди. Однако этот 
эффект не воспроизводился при замене дитионита 
на Сyt c в качестве донора электронов. Вероятно, 
для взаимодействия p66shc с Сyt c необходимы дру-
гие домены p66, либо они нужны для правильной кон-
формации cH2-cB-домена при связывании cyt c. 

В результате была предложена модель p66-
зависимого апоптоза, согласно которой в нормаль-
ных условиях тетрамерная форма p66 восстанавли-
вается антиоксидантными системами митохондрий. 
В условиях стресса, напротив, антиоксидантные 
защитные системы не способны поддерживать p66 
в восстановленной димерной форме, и образовав-
шийся тетрамер локально генерирует АФК, при-
водя к появлению апоптотической поры и запуску 
апоптоза.

Важно отметить, что АФК-образующая и инду-
цирующая апоптоз функции p66shc могут не быть 
прямо связаны. В пользу данного утверждения 
свидетельствует более низкий уровень генерации 
АФК апоптоз-индуцирующим тетрамерным p66shc 
по сравнению с димером, не приводящим к образова-
нию апоптотических пор.

p66shc как редокс-сенсор. Дальнейшие эксперимен-
ты с изолированным СH2-cB-доменом выявили но-
вый партнер p66shc – пероксиредоксин 1 (Prx1) [55]. 
Prx1 относится к пероксидазам, которые регулиру-
ют редокс-баланс в клетке. Он может существовать 
в виде димера, декамера (состоит из пяти димеров) 
и мультимера. Prx1 локализован преимущественно 
в цитозоле, хотя недавние протеомные исследования 
показали его наличие в межмембранном простран-
стве митохондрий. В нормальных условиях в клетке 
преобладает димер, который работает как перокси-
даза, в условиях же стресса Prx1 окисляется и пере-
ходит в декамерную форму, у которой значительно 
снижена пероксидазная активность. При этом у Prx1 
появляется способность работать как шаперон. Силь-
ный окислительный стресс или тепловой шок при-
водят к образованию мультимера, не обладающего 
пероксидазной активностью и также действующего 
как шаперон [56–58].

При взаимодействии с Prx1 СH2-cB-доменом 
p66shc способствует дестабилизации декамерно-
го Prx1 и переходу Prx1 в димерную форму. В свою 

очередь, Prx1 в комплексе с p66shc поддерживает 
p66shc в димерной форме за счет дисульфидного об-
мена между двумя белками. Образовавшийся ком-
плекс состоит из димерного p66shc, который способен 
генерировать АФК, но обладает низкой проапопто-
тической активностью, и димерного Prx1, функцио-
нирующего как пероксидаза. Таким образом, в нор-
мальных условиях димерный Prx1 поддерживает 
p66shc в неактивном состоянии, деградируя произ-
водимые им АФК за счет своей пероксидазной ак-
тивности. При наступлении окислительного стресса 
остатки цистеина, входящие в этот комплекс, окис-
ляются, комплекс распадается, в результате чего 
освободившийся p66shc может участвовать в индук-
ции апоптоза [55]. Таким образом, комплекс димер-
ного p66shc и димерного Prx1 можно рассматривать 
как редокс-сенсор, реагирующий на уровень АФК 
в клетке и способный запустить апоптоз при их из-
быточном накоплении (cм. рис. 4).

зАКлючЕНиЕ
Итак, согласно современным данным, p66shc – это 
проапоптотический белок, регулирующий окисли-
тельный стресс и запускающий митохондриальный 
путь апоптоза за счет оксидоредуктазной активно-
сти. Несмотря на активное изучение физиологиче-
ской роли p66shc, довольно мало известно о точном 
механизме действия этого белка, определяющим 
его редокс-активность, а также участие в индук-
ции апоптоза. Предметом дальнейших исследо-
ваний станет уточнение механизма транслокации 
p66shc в митохондрии, а также локализации p66shc-
зависимой продукции АФК в клетке. Хотя фосфори-
лирование p66shc по S36 относится к одному из не-
обходимых шагов в развитии апоптоза, показано, 
что митохондриальный пул p66 не фосфорилирован. 
Это указывает на то, что фосфорилирование p66 
по S36 участвует, возможно, в немитохондриаль-
ной активности, связанной с его проапоптотической 
функцией. 

P66shc представляет интерес для изучения регу-
ляции окислительного стресса, апоптоза и связанного 
с ними старения. Важно отметить, что для опреде-
ления перспектив применения р66 при связанных 
с возрастом заболеваниях необходимо выяснить его 
роль в развитии рака. Более глубокое понимание ре-
гуляторных путей, а также структурных и механи-
стических основ редокс-активности p66shc может 
быть использовано в фармакотерапии заболеваний, 
ассоциированных со старением.  

Автор выражает признательность Б.В. Черняку 
и В.П. Скулачеву за ряд ценных замечаний 

и помощь в подготовке рукописи.
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РЕФЕРАТ Методом ПЦР в реальном времени получены данные, показывающие, что в результате 16кратной 
редукции генома Cyclops kolensis (15.3 пг до и 0.98 пг после диминуции хроматина) число копий генов рРНК 
в геноме клеток соматической линии уменьшается более чем на два порядка. Предполагается, что димину
цию хроматина можно рассматривать как механизм регулирования числа копий рДНК.
КлючЕвыЕ СловА диминуция хроматина, гены рибосомной РНК, Copepoda, ПЦР в реальном времени, ко
пийность генов.

ввЕДЕНиЕ
Диминуция хроматина (ДХ) – это запрограммирован-
ный процесс удаления значительной части хромати-
на из генома клеток-предшественников соматической 
линии, встречающийся на ранних этапах развития 
некоторых многоклеточных эукариот, или из сома-
тического ядра (макронуклеуса) в ходе его формиро-
вания у простейших. Явление ДХ известно уже более 
100 лет, тем не менее, оно обнаружено у весьма огра-
ниченного числа видов (менее 100), принадлежащих 
столь же небольшому количеству групп организмов: 
простейшие, нематоды, миксины, веслоногие раки [1, 
2]. Насчитывается около 20 видов циклопов, у кото-
рых описана ДХ [1].

В геноме большинства видов эукариот гены рРНК 
представлены большим числом копий и организова-
ны в виде цистрона. Тандемно повторяющиеся копии 
рДНК формируют один или несколько кластеров, 
которые могут располагаться на одной или несколь-
ких хромосомах [3]. За последние несколько десятков 
лет накоплено множество сведений о структурно-
функциональной организации генов рРНК [4–6]. 
Исследования последних лет направлены главным 
образом на изучение механизмов регуляции транс-
крипционной активности генов рРНК. Следует за-
метить, что молекулы рРНК составляют более поло-
вины всех синтезируемых в клетке РНК [6], а на гены 
рРНК приходится порядка 35–60% всей транскрип-
ционной активности, осуществляемой в клетке [7].

Известно, что количество копий генов рРНК в ге-
номе эукариот варьирует в весьма широких преде-

лах – от 39 до 19300 у животных и от 150 до 26048 
у растений [8]. Описан ряд случаев, когда изменяется 
число копий рДНК, в том числе увеличение количе-
ства рДНК вследствие амплификации внехромосом-
ных копий генов рРНК в ооцитах Xenopus laevis [9–
11] или у простейших [12]. Число генов рРНК так же 
может уменьшаться, как у Drosophila melanogaster 
с мутацией bobbed (bb), но при этом к третьему–
четвертому поколению количество повторов рДНК 
полностью восстанавливается [13–18]. Изменения ко-
пийности рДНК в геноме хотя и являются скорее ис-
ключениями, однако наводят на мысль о существова-
нии механизмов регуляции числа копий генов рРНК 
и их поддержания на определенном уровне.

Запрограммированное удаление генов в ходе он-
тогенеза происходит и в результате ДХ. Хотя обна-
ружено оно пока только у двух видов круглых чер-
вей – Ascaris lumbricoides и A. suum. У A. lumbricoides 
вырезается ген, кодирующий рибосомный белок 
ALeP-1 [19], а у A. suum к настоящему времени об-
наружены три уникальных гена, элиминируемых 
при ДХ: rpS19G, fert-1, aleg-3 и ретротранспозон Tas 
[20–22], остальная часть элиминируемых последова-
тельностей относится к некодирующим. Неоднократ-
но уже отмечалось, что ДХ может оказаться удобной 
моделью для изучения проблемы избыточной ДНК 
и реорганизации генома в ходе онтогенеза. Однако 
значимость ДХ недооценена в связи с недостаточным 
количеством данных [23, 24]. 

Несмотря на то что во время ДХ у Cyclops kolensis 
удаляется 94% ДНК [25], до сих пор в элиминируемой 
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фракции генома обнаруживали только некодирую-
щие нуклеотидные последовательности, насыщенные 
повторами, либо сателлитную ДНК [26–28]. Ранее 
было высказано предположение о возможности уда-
ления части цистронов рибосомных генов из хромо-
сом C. kolensis в результате ДХ [29]. Положительную 
корреляцию между размером генома и числом копий 
рДНК отмечали Прокопович и соавт. [8].

В настоящей работе были поставлены следующие 
задачи: установить соотношение между числом ко-
пий генов рРНК в додиминуционном и последимину-
ционном геноме C. kolensis и определить число копий 
генов рРНК в российской популяции C. insignis – 
вида, у которого не обнаружено ДХ [30]. С этой целью 
мы использовали метод ПЦР в реальном времени. 
Наряду с другими методами определения копийно-
сти генов, метод ПЦР в реальном времени на сегод-
няшний день наиболее удобный и точный [31–33].

ЭКСПЕРиМЕНТАльНАя чАСТь
Циклопов C. kolensis Lill. и C. insignis claus отлавли-
вали в пруду на Воробьевых горах (Москва, Россия) 
в апреле 2009–2010 гг.

Цитофотометрия
В методику [25, 34] приготовления препаратов эм-
бриональных и соматических клеток взрослых 
особей C. kolensis для последующей их окраски 
по Фельгену были внесены модификации, предпо-
лагающие разрушение оболочек яйцевого мешка 
и яйца. В качестве эталона для вычисления абсо-
лютного количества ДНК мы использовали спермии 
и эритроциты вьюна, содержание ДНК в клетках 
которого составляет 1С = 2.4 пг [35]. Спермии вьюна 
содержат 1С = 2.4 ± 0.2 (SD) пг ДНК, эритроциты – 
2С = 5.1 ± 0.4 (SD) пг. Содержание ДНК измеряли 
в 100 эритроцитах и 127 спермиях вьюна. Для приго-
товления мазков спермиев кусочки семенника вьюна 
измельчали в стандартном физиологическом рас-
творе и из образовавшейся взвеси клеток готовили 
мазки. После высушивания препараты фиксировали 
в течение 10 мин в 96% этиловом спирте при комнат-
ной температуре. Циклопов предварительно фикси-
ровали в смеси этилового спирта и уксусной кислоты 
(3 : 1), раздавливали в 45% уксусной кислоте с пол-
ным разрушением оболочек яйцевого мешка и само-
го яйца, а затем окрашивали по Фельгену для из-
мерения количества ДНК. Ядра клеток окрашивали 
по Фельгену в следующих условиях: гидролиз в 5 н. 
Hcl в течение 11 мин при 37°С; окрашивание в реак-
тиве Шиффа (1 ч при комнатной температуре). Из-
мерения проводили на микроденситометре Виккерс 
М86 (Англия) (длина волны 540 нм). Все препараты, 
используемые для измерений, обрабатывали одно-

временно. Было исследовано 59 клеток 2-го напра-
вительного тельца на стадии метафазы с додимину-
ционным геномом и 140 клеток соматической линии 
взрослого циклопа после ДХ на стадии анафазы 
(n = 47) и интерфазы (n = 93). Результаты обраба-
тывали с использованием программы Microsoft excel 
2007 (описательная статистика).

Сбор материала и выделение ДНК
В качестве «додиминуционного» материала отбира-
ли яйцевые мешки C. kolensis с зародышами на ста-
дии 4–8 клеток. Отбор таких зародышей проводи-
ли по ранее описанной методике [25], позволяющей 
определять in vivo стадию дробления зародыша 
циклопа в световом микроскопе. «Последиминуци-
онным» материалом служили антеннулы C. kolensis, 
содержащие только соматические клетки. У каждой 
особи под бинокуляром скальпелем отрезали по две 
антеннулы, переносили на стекло, расположенное 
на столике, охлаждаемом жидким азотом. Яйцевые 
мешки также фиксировали в жидком азоте. Отбира-
ли особей C. insignis с яйцевыми мешками, в онтоге-
незе которого ДХ отсутствует.

Поскольку в нашем распоряжении находилось не-
большое количество материала, суммарную ДНК вы-
деляли с помощью набора реактивов «DiatomtM DnA 
Prep 100» производства ООО «Лаборатория Изо-
ген». Этот набор позволяет минимизировать потери 
ДНК при выделении, принцип его действия основан 
на лизисе образца в гуанидинтиоцианате (сильном 
хаотропном агенте) с последующей сорбцией ДНК 
на силикагеле. Предварительно материал гомогени-
зировали в буфере (0.2 М Трис, 50 мМ eDТА, 0.5% 
SDS, 200 мкг/мл протеиназы К) и лизировали в те-
чение 1 ч при 50°С. Лизат обрабатывали РНКазой 
(0.1 мг/мл) в течение 5 мин, а затем ДНК выделяли 
по методике, рекомендованной производителем.

ПЦР в реальном времени с использованием краси
теля EVA Green
Концентрации суммарной ДНК C. kolensis до и по-
сле ДХ и C. insignis определяли на спектрофотометре 
nanodrop 1000. Коэффициент вариации концентра-
ции, вычисленный по результатам трех измерений, 
составил 1.33% (до ДХ) и 5.91% (после ДХ) у C. kolensis 
и 9.18% у C. insignis.

Для проведения ПРЦ в реальном времени нами 
были сконструированы специфические праймеры: 
28real_for – 5’-GGtAGccAAAtGcctcGtc-3’, 
28real_rev – 5’-cGccAAAGAtGctccGccAc-3’, 
позволяющие амплифицировать фрагмент длиной 
183 п.н. гена 28S рРНК. Нуклеотидные последова-
тельности этого фрагмента гена 28S рРНК у C. kolen-
sis и C. insignis были одинаковыми.
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ПЦР в реальном времени проводили на амплифи-
каторе icycler iQ4 производства Bio-rad (США). Рас-
чет данных производили с помощью программного 
обеспечения iQ5 Optical System Software. Порого-
вую величину накопления продуктов амплификации 
определяли в результате визуального анализа кри-
вых накопления ПЦР-продуктов. Эта величина на-
ходилась в участке экспоненциального роста кривых 
и во всех расчетах равнялась 100.

ПЦР в реальном времени проводили с использо-
ванием «Реакционной смеси 2.5х для проведения 
ПЦР-РВ в присутствии eVA Green и референсного 
красителя rOX» фирмы «Синтол» (Россия). Реак-
цию проводили согласно рекомендациям производи-
теля в объеме 25 мкл: 11 мкл воды ПЦР-стандарта, 
10 мкл готовой реакционной смеси (включающей 
дезоксинуклеозидтрифосфаты, ПЦР-буфер, Mgcl

2
 

и Taq-ДНК-полимеразу с антителами, ингибирую-
щими активность фермента), 1 мкл каждого прайме-
ра (конечная концентрация 0.4 пмоль/мкл) и 2 мкл 
ДНК-матрицы. Условия ПЦР в реальном времени 
были следующими: первичная денатурация в тече-
ние 4.5 мин при 95°c, за которой следовали 50 циклов: 
95°С – 15 с, 64°С – 15 с, 72°С – 20 с. Флуоресцентный 
сигнал детектировали на стадии отжига при 64°С. По-
сле амплификации строили кривую плавления с гра-
диентом температуры 0.5°С – от 55 до 94.5°С, под-
твердившую наличие только одного специфического 
продукта амплификации во всех образцах.

Получение плазмидной ДНК
ПЦР-продукт гена 28S рРНК C. kolensis длиной 
2199 п.н. клонировали в векторе pGeM-t easy (Pro-
mega) и получили плазмиду pGeM-20b1. Плазмид-
ную ДНК (пДНК) очищали на колонках с помощью 
набора «Wizard Plus SV Minipreps DnA Purification 
System» (Promega, США) согласно инструкциям фир-
мы, включая обработку РНКазой А. Для приближе-
ния к условиям амплификации линейной ДНК, полу-
ченную кольцевую пДНК расщепляли рестриктазой 
PstI по сайту, который входит в состав полилинкера 
плазмиды и отсутствует во вставке. Плазмиду pGeM-
20b1 (2.6 мкг) обрабатывали 2 мкл рестриктазы PstI 
(Fermentas) в объеме 50 мкл: 23 мкл очищенной воды, 
5 мкл 10×Буфера, 20 мкл пДНК. После 3 ч инкубации 
при 37°С плазмиду очищали фенол-хлороформным 
методом и растворяли в том же буфере, что и образ-
цы геномной ДНК.

Построение калибровочной кривой для определения 
числа копий рДНК
В методе абсолютного определения количества копий 
генов рРНК использовалась калибровочная кривая. 
Для ее построения использовали серию пятикрат-

ных разведений pGeM-20b1/PstI – от 1 нг до 0.32 пг. 
Каждое разведение пДНК было представлено в двух 
повторностях. Исходную концентрацию плазми-
ды измеряли на спектрофотометре nanodrop 1000 
с четырьмя повторностями, коэффициент вариации 
составил 2.36%. Калибровочная кривая имела сле-
дующие характеристики: коэффициент корреляции 
(R2) – 0.996, наклон кривой (slope) – -3.760, эффектив-
ность (E) – 84.5% (рисунок).

Размер плазмиды со вставкой равен 5216 п.н. Исхо-
дя из нуклеотидного состава, в программе OligoII Mass 
calculator v.1.0 определили молярную массу плазми-
ды в двухцепочечной форме (М = 3.23 × 106 г/моль). 
Количество молекул плазмидной ДНК рассчитывали 
по формуле (1): 

, (1) 

где N
p
 – количество молекул плазмидной ДНК, при-

ходящееся на 1 фг пДНК; N
A
 – число Авогадро; m – 

количество ДНК, для которого рассчитывается чис-
ло копий; М – молярная масса плазмиды. Показано, 
что на 1 фг пДНК приходится около 186 молекул 
пДНК.

РЕзульТАТы

Цитофотометрия
Ранее было показано, что гаплоидный геном эмбри-
ональных и соматических клеток взрослых особей 
C. insignis содержит 2.1–2.15 пг ДНК [30].

2 3 4 5 6 7

П
о

р
о

го
вы

й 
ц

ик
л 

(C
t)

Эффективность E = 84.5%
Коэффициент корреляции R2 = 0.996
Наклон кривой (slope) = -3.760

Десятичный логарифм стартового  
количества матрицы, фг 

24

22

20

18

16

14

12

10

8

Калибровочная кривая, использованная в методе абсо-
лютного определения количества копий генов рРНК.



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 2  № 4 (7)  2010 | ActA nAturAe | 61

На начальных этапах исследования ДХ мы ис-
пытывали некоторые методические трудности 
при приготовлении препаратов C. kolensis для цито-
фотометрии [25, 36]. Поэтому для расчета числа ко-
пий генов рРНК в клетках C. kolensis до и после ДХ 
мы повторно измерили количество ДНК в клетках C. 
kolensis методом количественной цитофотометрии. 
Результаты проведенных измерений свидетель-
ствуют об изменении абсолютного количества ДНК 
в клетках C. kolensis до и после ДХ. Додиминуцион-
ный геном содержал 1С = 15.3 ± 3.1 (SD) пг ядерной 
ДНК, а клетки соматической линии после ДХ на ста-
дии анафазы – 0.98 ± 0.13 (SD) пг в пересчете на га-
плоидный геном. Относительное количество элими-
нируемой ДНК осталось неизменным и составило 
94%, что соответствует данным [25, 34]. Результаты 
цитофотометрических измерений позволяют оце-
нить число клеток, приходящееся на определенное 
количество до- и последиминуционной ДНК C. kol-
ensis и ДНК C. insignis.

Определение относительного числа копий генов 
рРНК методом 2–∆C’T [37]
К моменту проведения нашей работы у исследуе-
мых видов не были известны нуклеотидные после-
довательности каких-либо генов, поэтому провести 
опыт с внутренним контролем и измерениями от-
носительно одного или нескольких референсных ге-
нов не представлялось возможным. В связи с этим 
проведено внешнее нормирование по количеству 
ДНК, взятой в реакцию, т.е. сравнили одинаковые 
количества ДНК C. kolensis до и после ДХ и С. in-

signis. Реакцию проводили с 500, 400, 300 и 200 пг 
ДНК. Каждый образец был представлен в трех по-
вторностях. При определении относительных коли-
честв по одному гену, как в нашем случае, для об-
работки результатов ПЦР используется метод 2–∆c’t. 
Референсными образцами при расчете ∆c’

t
 служи-

ли образцы с последиминуционной ДНК C. kolensis 
(табл. 1). Поскольку в результате ДХ размер гено-
ма уменьшается в 15.6 раза, то одно и то же число 
клеток до и после ДХ содержит разное количество 
ДНК. Учитывая это, фактическое соотношение чис-
ла копий рДНК будет отличаться от полученно-
го значения 2–∆c’t в 15.6 раза. Это же справедливо 
и для C. insignis, диплоидный геном которого в 2.2 
раза превышает последиминуционный геном C. ko-
lensis (табл. 1).

Определение абсолютного числа копий генов рРНК 
с использованием калибровочной кривой
Мы попытались определить абсолютное число копий 
генов рРНК с использованием калибровочной кривой. 
Калибровочную кривую строили на основе серии пя-
тикратных разведений пДНК pGeM-20b1/PstI, каж-
дая копия которой содержала по одному фрагменту 
гена 28S рРНК. Стартовые количества матрицы в об-
разцах определяли относительно 500, 400, 300 и 200 
пг пДНК так же, как и при расчете предыдущим ме-
тодом.

С учетом различий в размере генома образцов 
на основе результатов ПЦР в реальном времени 
для каждого количества анализируемой ДНК опре-
деляли число копий рДНК, приходящееся на дипло-

Таблица 1. Расчет относительного количества копий генов рРНК методом 2–∆C’T

Параметры расчета Образцы ДНК

Количество ДНК, взятой 
в реакцию, пг Среднее 

значение
Стандартное 
отклонение

Коэффициент 
вариации, %

500 400 300 200

∆c’
t

C. kolensis до ДХ -5.08 -4.99 -4.93 -4.88 -4.97 ±0.09 1.7

C. insignis -2.96 -2.72 -2.67 -2.63 -2.75 ±0.15 5.4

2–∆c’t

C. kolensis до ДХ 33.82 31.78 30.48 29.45 31.38 ±1.88 6.0

C. insignis 7.78 6.59 6.36 6.19 6.73 ±0.72 10.7

Относительное количе-
ство копий (относитель-
но C. kolensis после ДХ)

C. kolensis до ДХ 528.01 496.16 475.86 459.78 489.95 ±29.41 6.0

C. insignis 121.48 102.86 99.36 96.64 105.09 ±11.22 10.7



62 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 4 (7)  2010

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

идный геном (табл. 2). Для расчета использовали 
формулу (2):

           , (2)

где N
r
 – количество копий рДНК (28S), 2С – раз-

мер диплоидного генома, N
m

 – исходное количество 
матрицы гена 28S рРНК, определенное в ходе опы-
та, N

p
 – количество молекул пДНК, приходящееся 

на 1 фг пДНК (см. формулу 1), k – количество анали-
зируемой ДНК, взятой в реакцию.

Таким образом, средние значения соотношения 
между количеством генов рРНК при расчете с ис-
пользованием калибровочной кривой в до- и по-
следиминуционном геноме C. kolensis составляют 
329.94 ± 19.09 (табл. 2), а между геномом C. insig-
nis и последиминуционным геномом C. kolensis – 
11.73 ± 1.16.

оБСуЖДЕНиЕ
Использованные методы расчета числа копий ге-
нов требуют ряда допущений. Основное допущение 
в случае метода 2–∆c’t – предположение о 100% эф-
фективности реакции, что на практике мало дости-
жимо. При использовании калибровочной кривой, по-
строенной на основе пДНК, допускается, что пДНК 
в ходе ПЦР амплифицируется с той же эффектив-
ностью, что и исследуемые образцы. Таким образом, 
наблюдаемые различия в соотношениях числа копий 
рДНК проистекают непосредственно из особенностей 
методов расчета.

В результате проведенной работы было уста-
новлено, что в ходе ДХ из генома пресоматических 
клеток C. kolensis удаляется значительная часть ге-
нов рРНК, т.е. наряду с уменьшением генома почти 
в 16 раз происходит уменьшение числа копий генов 
рРНК. Отметим, что это первое описание удаления 
генов у циклопов посредством ДХ. Более того, ника-
ких свидетельств удаления рДНК у многоклеточных 
организмов в результате ДХ ранее не было описано.

Возможно, что удаление генов рРНК обусловлено 
необходимостью привести число генов рРНК в соот-
ветствие с размером генома. Положительную кор-
реляцию между размером генома и числом копий 
генов рРНК наблюдали также Прокопович и соавт. 
[8]. Недавно в результате элегантного эксперимен-
та с дрожжами было показано, что большое коли-
чество повторов генов рРНК важно для поддержа-
ния стабильности генома в целом [38]. В частности, 
установлено, что избыточные копии рДНК облег-
чают ассоциацию сестринских хроматид, что важ-
но для эффективной рекомбинационной репарации. 
Заметим, что удаление копий рДНК происходит да-
леко не пропорционально уменьшению генома в ре-
зультате ДХ. Этот факт не вызывает удивления, 
так как гены рРНК обычно локализованы в ядрыш-
ковых организаторах определенных хромосом и об-
разуют, как правило, один или несколько кластеров 
[3], а не распределены равномерно по геному. Следо-
вательно, должны существовать точные механизмы, 
позволяющие безошибочно вырезать ту часть генов 
рРНК, потеря которой не приведет к функциональ-
ной недостаточности этих генов в клетках сомати-

Таблица 2. Расчет абсолютного и относительного количества копий генов рРНК с использованием калибровочной 
кривой

Параметры расчета Образцы ДНК
Количество ДНК, взятой в реакцию, пг

500 400 300 200

Среднее значение стартового количества 
матрицы (фг) со стандартным отклонением

C. kolensis до ДХ 135±23.2 102±21.3 71.7±18.1 50.3±1.89

C. kolensis после ДХ 5.99±0.953 4.73±0.553 3.45±0.579 2.56±0.447

C. insignis 37±8.11 25.3±6.13 17.8±3.36 12.7±1.2

Количество копий рДНК на диплоидный 
геном, N

r
 

C. kolensis до ДХ 1539.86 1454.31 1363.06 1434.35

C. kolensis после ДХ 4.38 4.32 4.20 4.68

C. insignis 58.62 50.10 47.00 50.30

Соотношение числа копий рДНК N
r
(до)/ N

r
(после) 351.86 336.67 324.46 306.76

Соотношение числа копий рДНК N
r
(C. insignis)/ N

r
(после) 13.39 11.60 11.19 10.76 
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ческой линии. Кроме того, не все копии генов рРНК 
могут быть активными, а число активных копий мо-
жет изменяться в ходе онтогенеза. Различают три 
состояния рДНК – в одном идет активная транскрип-
ция генов рРНК, в другом гены не транскрибируют-
ся, но подготовлены к началу транскрипции и имеют, 
как и в первом случае, эухроматиновую структуру. 
Выделяют также плотноупакованную нетранскри-
бируемую рДНК, которая имеет гетерохроматино-
вую структуру [6]. Возможно, в ходе ДХ одна из этих 
фракций, вероятнее всего гетерохроматиновая, уда-
ляется из генома. Нельзя исключать и возможности 
равномерного удаления копий рДНК из всех трех 
фракций рДНК.

Логично было бы предположить, что при ДХ со-
храняются преимущественно функциональные ко-
пии рДНК. Известно, что значительная часть копий 
рДНК дрозофилы и других организмов [39, 40] пора-
жена специфическими мобильными элементами (r1, 
r2), встраивание которых приводит к инактивации 
копий рДНК. Возможно, именно такие копии и уда-
ляются в ходе ДХ у C. kolensis.

Транскрипция рибосомных генов является клю-
чевым звеном в регуляции общего уровня синтеза 
белка в клетке [41, 42]. Как показано в нашей работе, 
геном C. insignis, у которого отсутствует ДХ, по числу 
копий рДНК в большей степени сходен с последими-
нуционным геномом C. kolensis, чем с додиминуци-
онным.

Активная экспрессия генов рРНК и наработка 
большого числа рибосом вполне оправдана на ранних 
стадиях развития, однако ДХ происходит на стадии 
4-го деления дробления, когда активная экспрессия 
каких-либо генов еще не началась, и развитие идет 
за счет запасенных молекул. Следовательно, избыток 
генов в додиминуционных бластомерах не должен 

сказываться на количестве рибосом в клетках заро-
дыша. Возможно, элиминируемые копии участвуют 
в созревании половых клеток, где может требоваться 
большее число рибосом.

Ранее высказывалось предположение, что ДХ у 
C. kolensis представляет собой этап развития, в ходе 
которого совершается переход с цитоплазматической 
регуляции экспрессии генов во время первых деле-
ний дробления, определяемой детерминантами, уже 
присутствующими в цитоплазме неоплодотворенного 
яйца, на ядерную регуляцию [1, 29]. Следовательно, 
исходно высокое содержание генов рРНК на додими-
нуционном этапе развития зародыша C. kolensis реа-
лизоваться, по-видимому, не может, но число генов 
рРНК в развивающемся ооците в сотни раз превы-
шает число генов в последиминуционном геноме со-
матических клеток и вполне может определять более 
высокий уровень экспрессии генов рРНК в оогенезе, 
когда происходит накопление рРНК, необходимых 
для первых делений дробления.

В завершение хотелось бы отметить, что изучение 
внутригеномной изменчивости количества рДНК у C. 
kolensis в результате ДХ имеет непосредственное от-
ношение к пониманию механизмов регуляции и под-
держания числа копий рДНК в геноме эукариот. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РФФИ № 10-04-01376, Программы 

фундаментальных исследований РАН 
«Биоразнообразие и динамика генофондов» 

и ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры 
инновационной России на 2009–2013 годы» 

(ГК 16.740.11.0238). Мы хотели бы выразить 
глубокую благодарность нашему бессменному 

помощнику и другу Т.А. Кетовой за ее неоценимую 
помощь при сборе материала.
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РЕФЕРАТ Представлены результаты исследования ассоциации аллелей генов детоксикации ксенобиотиков – 
CYP1A1, GSTM1, GSTM3, GSTP1, GSTT1, генов репарации ДНК – XRCC1, XPD, OGG1, гена, ответственного 
за метилирование ДНК, – MTHFR и гена нейрональной синтазы азота – nNOS у детей со злокачественными 
заболеваниями мозга (больные – 172 человека, контроль – 183). Генотипирование осуществляли методом 
аллельспецифической тетрапраймерной реакции. Увеличение риска заболеваемости сопряжено с ми
норным вариантом гена CYP1A1 (606G, p = 0.009; OR = 1.50), делеционным вариантом GSTT1 (p = 0.013, 
OR = 1.96) и достигает максимума у носителей двойных делеций GSTT1-GSTM1 (p = 0.017, OR = 2.42). По
лученные результаты обсуждаются в связи с опубликованными данными о предрасположенности к злока
чественным новообразованиям головного мозга у детей и взрослых. 
КлючЕвыЕ СловА полиморфизм генов, злокачественные новообразования мозга у детей, гены детоксика
ции ксенобиотиков, гены репарации.

регистра Швеции работы показали, что у родствен-
ников первого порядка риск развития опухолей мозга 
c теми же гистопатологическими характеристиками, 
что и у пробандов, повышен в 2–3 раза [2]. У потомков 
больных, перенесших рак мозга в детском возрасте, 
вероятность возникновения этого заболевания уве-
личена в 2 раза [3], как и у сибсов больных, особенно 
в возрасте до 5 лет. 

У родственников больных злокачественными но-
вообразованиями мозга может быть повышен риск 
и других онкологических заболеваний. Среди род-
ственников первого порядка больных глиомой уве-
личен стандартный показатель заболеваемости 
(SIr – отношение наблюдаемого числа случаев 
к ожидаемому) любой онкопатологией (SIr = 1.21), 
особенно в возрасте до 45 лет (SIr = 5.08). Наиболее 
часто у родственников больных глиомой регистриру-

ввЕДЕНиЕ
Причины развития злокачественных новообразова-
ний центральной нервной системы (ЦНС) у детей, 
из которых 80% составляют опухоли головного моз-
га, неизвестны. В число факторов риска этой пато-
логии входят наследственная предрасположенность 
и воздействие ионизирующего излучения. Извест-
ны некоторые генетические синдромы, при которых 
возникают опухоли ЦНС (синдромы Ли-Фраумени 
и Туркота, нейрофиброматоз, бугорчатый склероз), 
кроме того есть семьи с повышенной частотой именно 
опухолей мозга. Например, в популяционной когорте 
из штата Юта и созданного на ее базе ракового реги-
стра установлена значимость наследственного факто-
ра при наиболее распространенных злокачественных 
новообразованиях мозга у взрослых: астроцитомах 
и глиобластомах [1]. Выполненные на основе ракового 
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ют опухоли мозга (SIr = 2.14), меланомы (SIr = 2.02) 
и саркомы (SIr = 3.83) [4].

Заболеваемость раком мозга, особенно среди детей 
в возрасте до 5 лет, выросла в большинстве развитых 
стран [5]. Вопрос о роли факторов среды в детском 
канцерогенезе вообще и в риске развития опухолей 
ЦНС в частности изучается очень активно. Установ-
лена связь между экспозицией in utero ионизирую-
щему излучению и риском лейкозов и других опухо-
лей в детском возрасте [6], а также между приемом 
диэтилстильбэстрола женщинами во время беремен-
ности и чистоклеточной аденокарциномой вагины 
у их дочерей [7]. Показано также, что развитие опу-
холей мозга у детей ассоциировано с профессиональ-
ной вредностью родителей: пестицидами [8] или гер-
бицидами [9]. Есть работы, в которых анализировали 
влияние материнской диеты на вероятность возник-
новения рака мозга у детей. Наиболее неблагопри-
ятно в этом отношении высокое содержание нитро-
заминов, широко используемых в консервировании 
мясных и колбасных изделий, а также повышенное 
содержание жиров [10, 11]. Трансплацентарные кан-
церогены алкилнитрозомочевины обладают высо-
ким канцерогенным потенциалом в отношении рака 
мозга у крыс [12]. Риск рака мозга повышен у детей 
как с недостаточным [13], так и с избыточным весом 
при рождении [14], увеличенным размером головы 
(Or = 1.27 на каждый сантиметр прироста окруж-
ности головы после стратификации выборки на пол, 
вес, рост новорожденного) [15], а также у детей, чьи 
матери имели в анамнезе случаи невынашивания 
беременности [16]. Интенсивное курение (> 10 сига-
рет в день) во время беременности также относится 
к факторам риска онкозаболеваний ЦНС у потомства 
[13].

При отсутствии наследственных синдромов, свя-
занных с развитием злокачественных новообразова-
ний нервной системы, роль генетических факторов 
риска отводится генам с низкой пенетрантностью [17]. 
Хотя структура нейроонкологической заболеваемо-
сти у взрослых и детей сильно различается [18, 19], 
изучение именно детей со спорадическими формами 
рака может позволить выявить генетическую пред-
расположенность с большей эффективностью, чем 
у взрослых. Чем выше наследственно обусловленная 
предрасположенность к раку, тем скорее средовое 
воздействие даже незначительной выраженности 
приведет к его развитию. 

Несмотря на то что среди солидных опухолей у де-
тей рак мозга встречается наиболее часто, составляя 
20% всей онкопатологии, проведено всего несколько 
ассоциативных исследований опухолей мозга у детей 
в разных этнических популяциях. Так, в Таиланде 
в выборке из 73 детей с различными видами опухо-

лей ЦНС показано увеличение числа гомозиготных 
носителей минорного варианта гена фолатного об-
мена MTHFR (полиморфизм A1298c) [20]. В США 
изучали распределение аллелей генов детоксикации 
ксенобиотиков GSTM1 (инсерция/делеция), GSTT1 
(инсерция/делеция) и GSTP1 (Ala114Val) среди 
173 больных детей и зарегистрировали ассоциацию 
функционального аллеля GSTM1 и редкого генотипа 
GSTP1 (Val114/Val114) с педиатрическими астроци-
томами [21]. В объединенной выборке взрослых (92) 
и детей (43) с раком мозга той же группой исследова-
телей показано, что распределение частот генотипов 
Arg72Pro гена P53 достоверно отличалось у больных 
и в контрольной группе. Отмечено также увеличение 
числа гетерозигот по данному полиморфизму гена 
P53 среди больных с астроцитомами высокой степени 
злокачественности [22]. 

Взаимодействие среды и генотипа в связи с забо-
леваемостью раком мозга в детском возрасте изуча-
ли в двух работах [23, 24]. В условиях экспозиции 
с фосфорорганическими инсектицидами in utero 
или после рождения повышенный шанс развития 
злокачественных новообразований мозга достоверно 
ассоциирован с полиморфизмом гена детоксикации 
PON1 (c108t), для которого данные соединения яв-
ляются субстратом [23]. В продолженном на большей 
выборке (201 больной) исследовании эффекты PON1 
были подтверждены, а также показана сопряжен-
ность еще двух генов детоксикации, участвующих 
в метаболизме инсектицидов, FMO1 (c9536A) и BCHE 
(A539t) с риском опухолей мозга [24].

В настоящей работе представлены результаты 
ассоциативного исследования генетических факто-
ров риска злокачественных новообразований мозга 
у детей. Выбор локусов для генотипирования осно-
вывался на литературных данных и собственных ре-
зультатах исследования генов предрасположенно-
сти к повышенной соматической мутабильности [25]. 
В исследование были включены также гены, преиму-
щественно экспрессирующиеся в мозге (GSTM3, дру-
гое название мозговая GSTM) и нервной ткани (NOS1, 
или nNOS – нейрональная) и продемонстрировавшие 
сопряженность с некоторыми онкологическими за-
болеваниями [26, 27]. Описание локусов приведено 
в табл. 1.

ЭКСПЕРиМЕНТАльНАя чАСТь
Выборка детей со злокачественными опухолями 
ЦНС составила 172 человека (92 мальчика и 80 дево-
чек) в возрасте от 2 до 16 лет, находившихся на ле-
чении в лаборатории детской рентгенорадиологии 
ФГУ «РНЦРР Росмедтехнологий» в 2007–2010 годах. 
Средний возраст больных детей 8.96±0.38. Наибо-
лее распространенные опухоли в изученной когор-
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те – это медуллобластома (N = 58) и опухоли ство-
ла мозга (N = 26). Помимо этого были представлены 
анапластическая эпендимома (N = 19), глиобластома 
(N = 10), герминогенные опухоли (N = 6), астроцито-
ма низкой степени злокачественности (N = 5), астро-
цитома высокой степени злокачественности (N = 5), 
примитивные нейроэктодермальные опухоли (N = 5), 
остальные (N = 38). Контрольная группа состояла 
из 183 человек (102 мужчин и 81 женщина) в возрас-
те от 17 до 21 года, средний возраст 19.90 ± 0.08 лет. 
Все больные дети и лица из контрольной выборки от-
носятся к европеоидной расе. База данных для боль-
ных содержит информацию о месте рождения и про-
живания. От родителей больных детей получено 
информированное согласие на генотипирование. 
Десятилетняя разница в среднем возрасте у боль-
ных и здоровых не могла существенно сказаться 
на различиях в частотах аллельных вариантов ге-

нов в группах, так как уровень смертности в диапа-
зоне данных возрастов не превышает 0.1% (табл. 2) 
[28]. Кроме того, в группе 15–24 года первые четыре 
места причин смерти занимают различные виды на-
сильственной смерти: неумышленные повреждения, 
самоубийства, повреждения без уточнения и убий-
ства [29]. Критерии для включения в контрольную 
группу – возраст, национальность, рождение в Цен-
тральных регионах Европейской территории России 
и наличие информированного согласия. 

ДНК выделяли из лимфоцитов периферической 
крови с помощью наборов Diatom DnA Prep 200, 
основанных на использовании гуанидинтиоцианата 
и nucleus-сорбента (Лаборатория Изоген, Россия). 
Генотипирование осуществляли с использованием 
аллель-специфической тетрапраймерной ПЦР [30]. 
Метод позволяет в одной пробирке амплифициро-
вать фрагменты ДНК, соответствующие альтерна-

Таблица 1. Исследованные гены и полиморфизмы 

Ген Название Полиморфизм
Идентификатор 

в базе данных 
dbSnP

Локус Функции 

Ген цитохрома P-450 1А1 CYP1A1
t606G rs2606345

15q24.1
1-я фаза детоксикации ксенобио-

тиков –метаболическая активация 
ароматических углеводородовA4889G

Ile462Val rs1048943

Ген глутатион-S-
трансферазы µ1 GSTM1 Инсерция-

делеция - 1p13.3

2-я фаза детоксикации ксенобио-
тиков – собственно детоксикация 
путем присоединения восстанов-

ленного глутатиона к гидрофобным 
электрофильным соединениям

Ген глутатион-S-
трансферазы θ1 GSTT1 Инсерция-

делеция - 22q11.2

Ген глутатион-S-
трансферазы µ3 GSTM3 G670A

Val224Ile rs7483 1p13.3

Ген глутатион- 
S-трансферазы π1 GSTP1 A313G

Ile105Val rs1695 11q13

Ген репарации компле-
ментарных повреждений 
ДНК в результате рент-

геновского излучения 
у китайских хомячков-1

XRCC1 c589t 
Arg194trp rs1799782 19q13.2 Эксцизионная репарация

оснований

Ген эксцизионной репа-
рации комплементарных 

повреждений ДНК 
у китайских хомячков-2

ERCC2
(XPD)

t2251G 
Lys751Gln rs13181

19q13.3 Эксцизионная репарация  
нуклеотидовG862A

Asp312Asn rs1799793

Ген 8-оксогуанин-ДНК-
гликозилазы OGG1 c977G

Ser326cys rs1052133 3p26.2
Эксцизионная репарация

оснований – удаление 8-оксо-7,8-
дигидро-2'-дезоксигуанозина

Ген нейрональной 
nO-синтазы

nNOS 
(NOS1) c276t rs2682826 12q24.2 Продукция оксида азота  

в нервных тканях

Ген метилентетрагидро-
фолатредуктазы MTHFR c677t

Ala222Val rs1801133 1p36.3

Превращение 5,10-метилентетра-
гидрофолата в 5-метилтетрагидро-
фолат – косубстрат при деметили-
ровании метионина в гомоцистеин
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тивным аллелям. Продукты амплификации разде-
ляли при помощи электрофореза в агарозном геле 
с последующим окрашиванием бромистым этидием. 

Статистический анализ проводили стандартными 
методами с помощью пакета WinStAt 2003.1, инте-
грированного в excel. 

При оценке отношения шансов (Or) и значимо-
сти отличий частот по точному критерию Фишера 
использовали свободно распространяемый пакет 
программ WinPepi: http://www.brixtonhealth.com/
pepi4windows.html. 

РЕзульТАТы
Определены генотипы обследованных индивидов 
по 12 полиморфным сайтам 10 генов. Частоты гено-
типов в контрольной группе и в группе больных соот-
ветствуют равновесному распределению по Харди–
Вайнбергу. 

В табл. 3 сопоставлены частоты встречаемости 
аллелей и генотипов (табл. 3) 12 полиморфных сай-
тов у детей с различными опухолями центральной 
нервной системы и в контрольной группе. В когорте 
больных детей были выделены две наиболее много-
численные группы: с медуллобластомами и опухоля-
ми ствола мозга. 

В случае инсерционно-делеционного полиморфиз-
ма (гены GSTM1, GSTT1) сравнивали два варианта 
генотипа: «нулевой» – гомозиготная делеция (D/D) 
и «функциональный» – несущий функциональный 
аллель в гомо- или гетерозиготном состоянии (I/∗). 
Здесь и далее ∗ означает произвольный аллель.

Повышенная предрасположенность к развитию 
рака мозга обнаружена у носителей генотипа D/D 
гена GSTT1. По двустороннему критерию Фишера 
для всех разновидностей опухолей ЦНС p = 0.013, 
Or = 1.96, 95% доверительный интервал 1.16–3.32; 

для больных медуллобластомой p = 0.009, Or = 2.57, 
95% доверительный интервал 1.33–4.99; для де-
тей с опухолями ствола мозга p = 0.026, Or = 2.93, 
95% доверительный интервал 1.21–7.12. Среди всех 
проверенных комбинаций двулокусных сочетаний 
наиболее высокий шанс развития злокачественных 
опухолей мозга оказался у носителей двойных де-
леций GSTM1-GSTT1 (27 человек – 15.7% больных; 
p = 0.017, Or = 2.42, 95% доверительный интервал 
1.18–4.95) (рисунок). 

Риск развития всех опухолей мозга и, в частности, 
медуллобластомы оказался выше у носителей минор-
ного аллеля 606G гена CYP1A1 (для всех опухолей 
p = 0.009 согласно двустороннему критерию Фише-
ра, Or= 1.50, 95% доверительный интервал 1.11–2.03, 
для медуллобластомы p = 0.026, Or = 1.60, 95% до-
верительный интервал 1.06–2.41). 

Среди больных с опухолями ствола мозга по-
вышено количество носителей минорного аллеля 
NOS1*276t в гомо- или гетерозиготном состоянии, 
p = 0.035, Or = 2.56, 95% доверительный интервал 
1.10–5.96. Во всей группе больных также увеличена 
частота встречаемости минорного варианта, но дан-
ные статистически незначимы p = 0.11, Or = 1.42, 
95% доверительный интервал 0.93–2.16. 

На уровне тенденции зафиксирована также ассо-
циация минорного аллеля 2251G гена эксцизионной 
репарации нуклеотидов XPD в гомо- или гетерози-
готном состоянии с увеличенным шансом развития 
опухолей мозга (p = 0.084, Or = 1.48, 95% доверитель-
ный интервал 0.97–2.27).

Таблица 2. Показатели смертности населения России 
в возрасте до 24 лет

Возраст, 
лет 

Умершие на 1000 человек населения 

2006 год 2007 год 2008 год

0 10.2 9.4 8.5

1–4 0.7 0.6 0.6

5–9 0.4 0.3 0.3

10–14 0.4 0.4 0.3

15–19 1.1 1.1 1.1

20–24 2.2 2.1 1.9

Встречаемость сочетанных вариантов аллелей генов 
GSTT1–GSTM1 среди больных со злокачественными 
новообразованиями головного мозга и в контрольной 
выборке.
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Таблица 3. Частоты генотипов в группе больных с опухолями ЦНС и в контрольной выборке 

Локусы, аллели и генотипы

Число случаев, %

Все опухоли
мозга (N* = 172)

Медуллоблас-
тома (N* = 63)

Опухоли cтвола мозга 
(N* = 26) 

Контроль
(N* = 183)

CYP1A1 t606G 
rs2606345

t 187 (54.68) 67 (53.18) 30 (57.69) 236 (64.48)
G 155 (45.32) 59 (46.83) 22 (42.31) 130 (35.52)

t/t 57 (33.33) 22 (34.92) 10 (38.46) 78 (42.62)
t/G 73 (42.69) 23 (36.51) 10 (38.46) 80 (43.72)
G/G 41 (23.98) 18 (28.57) 6 (23.08) 25 (13.66)

CYP1A1 A4889G 
rs1048943

A 329 (95.64) 120 (95.24) 49 (94.23) 352 (96.18)
G 15 (4.36) 6 (4.76) 3 (5.77) 14 (3.83)

A/A 157 (91.28) 57 (90.48) 23 (88.46) 169 (92.35)
A/G 15 (8.72) 6 (9.52) 3 (11.54) 14 (7.65)
G/G 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)

GSTM1
D/D 93 (54.07) 35 (55.56) 16 (61.54) 95 (51.91)
I/* 79 (45.93) 28 (44.44) 10 (38.46) 88 (48.09)

GSTT1
D/D 45 (26.16) 20 (31.75) 9 (34.62) 28 (15.30)
I/I* 127 (73.84) 43 (68.25) 17 (65.38) 155 (84.70)

GSTP1
A313G
rs1695

A 242 (70.35) 87 (69.05) 31 (62.00) 247 (67.49)
G 102 (29.65) 39 (30.95) 19 (38.00) 119 (32.51)

A/A 80 (46.51) 29 (46.03) 8 (32.00) 79 (43.17)
A/G 82 (47.67) 29 (46.03) 15 (60.00) 89 (48.63)
G/G 10 (5.81) 5 (7.94) 2 (8.00) 15 (8.20)

GSTM3 
G670A
rs7483

G 203 (59.01) 80 (63.49) 28 (53.85) 222 (60.66)
A 141 (40.99) 46 (36.51) 24 (46.15) 144 (39.34)

G/G 63 (36.63) 26 (41.27) 8 (30.77) 73 (39.89)
G/A 77 (44.77) 28 (44.44) 12 (46.15) 76 (41.53)
A/A 32 (18.60) 9 (14.29) 6 (23.08) 34 (18.58)

NOS1 
c276t

rs2682826

c 243 (70.64) 90 (71.43) 33 (63.46) 271 (75.70)
t 101 (29.36) 36 (28.57) 19 (36.54) 87 (24.30)

c/c 84 (48.84) 33 (52.38) 9 (34.62) 103 (57.54)
c/t 75 (43.60) 24 (38.10) 15 (57.69) 65 (36.31)
t/t 13 (7.56) 6 (9.52) 2 (7.69) 11 (6.15)

MTHFR
 c677t

rs1801133

c 228 (70.81) 76 (66.67) 36 (72.00) 221 (67.79)
t 94 (29.19) 38 (33.33) 14 (28.00) 105 (32.21)

c/c 80 (49.69) 25 (43.86) 13 (52.00) 70 (42.94)
c/t 68 (42.24) 26 (45.61) 10 (40.00) 81 (49.69)
t/t 13 (8.07) 6 (10.53) 2 (8.00) 12 (7.36)

XRCC1 
c589t

rs1799782

c 322 (93.61) 119 (94.44) 46 (88.46) 337 (94.13)
t 22 (6.40) 7 (5.56) 6 (11.54) 21 (5.87)

c/c 150 (87.21) 56 (88.89) 20 (76.92) 160 (89.39)
c/t 22 (12.79) 7 (11.11) 6 (23.08) 17 (9.50)
t/t 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 2 (1.12)

XPD
t2251G
rs13181

t 212 (61.63) 82 (65.08) 32 (61.54) 248 (68.13)
G 132 (38.37) 44 (34.92) 20 (38.46) 116 (31.87)

t/t 63 (36.63) 25 (39.68) 9 (34.62) 84 (46.15)
t/G 86 (50.00) 32 (50.79) 14 (53.85) 80 (43.96)
G/G 23 (13.37) 6 (9.52) 3 (11.54) 18 (9.89)

XPD
G862A

rs1799793

G 211 (61.70) 82 (66.13) 32 (61.54) 242 (66.48)
A 131 (38.30) 42 (33.87) 20 (38.46) 122 (33.52)

G/G 64 (37.43) 26 (41.94) 9 (34.62) 80 (43.96)
G/A 83 (48.54) 30 (48.39) 13 (50.00) 82 (45.05)
A/A 24 (14.04) 6 (9.68) 4 (15.38) 20 (10.99)

OGG1
c977G

rs1052133

c 274 (80.59) 92 (77.97) 40 (76.92) 270 (78.04)
G 66 (19.41) 26 (22.03) 12 (23.08) 76 (21.97)

c/c 116 (68.24) 36 (61.02) 18 (69.23) 105 (60.69)
c/G 42 (24.71) 20 (33.90) 4 (15.38) 60 (34.68)
G/G 12 (7.06) 3 (5.08) 4 (15.38) 8 (4.62)

*Число лиц, генотипированных по отдельным локусам, может несколько отличаться.
Примечание. Серая заливка – генотипы, ассоциированные с заболеваниями.
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оБСуЖДЕНиЕ
Система детоксикации ксенобиотиков состоит из двух 
основных стадий детоксикации и третьей стадии – 
выведения образовавшихся нетоксичных продуктов 
из клетки. На 1-й стадии происходит активация сое-
динений посредством цитохромов P-450 и ряда дру-
гих ферментов, на 2-й фазе – собственно детокси-
кация с участием глутатион-S-трансфераз и других 
белков. Образующиеся на 1-й стадии промежуточ-
ные электрофильные метаболиты обладают токси-
ческими свойствами. Для эффективной детоксикации 
необходим баланс в работе ферментов 1 и 2 стадий, 
который нарушается как при меньшей каталитиче-
ской активности ряда полиморфных вариантов фер-
ментов 2-й фазы детоксикации, так и при большей 
активности ферментов 1-й фазы [31]. Увеличенная 
активность ферментов первой фазы детоксикации 
и недостаточность ферментов второй стадии (GSt) 
вызывает повышение содержания в организме про-
межуточных электрофильных метаболитов, усили-
вая, таким образом, неблагоприятное воздействие. 

В настоящей работе выявлена ассоциация опреде-
ленных аллелей генов детоксикации ксенобиотиков 
с развитием опухолей мозга у детей. Риск развития 
злокачественных новообразований мозга в детском 
возрасте повышен у носителей минорного варианта 
CYP1A1 (606G). 

Роль полиморфизма гена CYP1A1 в детской нейро-
онкологии не изучалась. В ассоциативных исследо-
ваниях у взрослых показано отсутствие ассоциации 
полиморфизма CYP1A1 A4889G (Ile462Val) с риском 
глиомы и некоторых других злокачественных новооб-
разований мозга [32–34]. Ген CYP1A1 располагается 
на участке 15q22-24, а при наследственной предрас-
положенности к глиоме показана сопряженность за-
болевания с низкопенетрантными маркерами участ-
ка 15q23-q26.3, перекрывающими указанный локус 
[35].

Данные о роли полиморфизма гена CYP1A1 в кан-
церогенезе противоречивы, и, по-видимому, эта 
роль в значительной степени определяется взаи-
модействием «генотип-среда» [36]. Сайт t606G на-
ходится в первом интроне локуса CYP1A1. Одно-
нуклеотидные замены (SnP), которые локализуются 
в интронных областях, чаще всего никак не влия-
ют на активность гена. Однако для полиморфизма 
t606G показаны ассоциации с раком легких [37], 
гормонально-зависимыми опухолями [38], с концен-
трацией метаболитов половых гормонов, служащих 
субстратами для cYP1A1 [39]. Про сайт t606G из-
вестно, что в отсутствие специфических субстратов 
активнее экспрессируется аллельный вариант 606t 
(SnP t606G) гена CYP1A1, а вариант 606G обладает 
большей индуцибельностью в присутствии специфи-

ческих субстратов (полициклические ароматические 
углеводороды как экзогенного, например пищевые 
продукты, промышленные загрязнения, табачный 
дым, так и эндогенного происхождения, например 
эстрогены). Разнонаправленность влияния аллель-
ных вариантов 606G и 606t на регистрируемые эф-
фекты в экологически неблагоприятных условиях 
(промышленное загрязнение воздуха, курение) и в их 
отсутствие показана в двух независимых исследо-
ваниях [40, 41]. Два сайта в локусе CYP1A1, изучен-
ные в настоящей работе, тесно сцеплены: D’=0.913, 
r=0.229, p=0, а минорные аллели (4889G, 606G) от-
носятся к одной группе сцепления. Показатели не-
равновесия по сцеплению не отличаются в груп-
пе больных и в контроле. В представленной работе 
мы подтвердили полученные нами ранее на других 
выборках результаты по сцеплению полиморфных 
сайтов A4889G и t606G [25, 42]. По данным Hap-
Map у европеоидов частота аллеля 606G составляет 
0.36–0.45, а аллеля 4889G – 0.04–0.07. До недавнего 
времени в европейских популяциях изучали три 
основных полиморфных сайта гена CYP1A1: t3801c, 
A4889G и c4887A [43]. Кроме того что полиморфизм 
t606G имеет функциональный характер, частота ал-
леля 606G выше, чем встречаемость минорных вари-
антов других полиморфных сайтов. Таким образом, 
этот аллель представляется новым перспективным 
маркером для ассоциативных исследований много-
факторных заболеваний. 

В исследовании также зарегистрированы ассоциа-
ции со злокачественными новообразованиями мозга 
у носителей делеционных вариантов GSTT1 (D/D) 
(Or=1.96, p= 0.013). Сопряженность полиморфизма 
генов, кодирующих глутатион-S-трансферазы, фер-
менты второй стадии детоксикации ксенобиотиков, 
с развитием опухолей мозга у детей анализирова-
ли в работе [21]. Достоверные результаты получены 
для функционального аллеля GSTM1 и минорного ва-
рианта GSTP1 313G. Ассоциацию между развитием 
злокачественных новообразований мозга у взрослых 
и полиморфизмом генов глутатион-S-трансфераз 
анализировали значительно чаще, например, таким 
исследованиям в европейских странах посвящены 10 
публикаций [32–34, 44–50]. Результаты семи из них 
и уже указанной работы, выполненной на выбор-
ке больных детей [21], объединены в мета-анализе 
[51], проведенном для двух наиболее частых нозоло-
гических форм: глиом и менингиом. Согласно этому 
мета-анализу, у европеоидов делеционный вариант 
GSTT1 достоверно чаще встречался у больных ме-
нингиомой (Or = 1.95). Для генов GSTM1 (Ins/Del) 
и GSTP1 A313G (Ile105Val) и соседнего с ним c341t 
(Ala114Val) различия по частотам аллелей между 
больными и здоровыми не выявлены. Еще в одном 
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масштабном исследовании получены данные об от-
сутствии сопряженности полиморфизма генов 
GSTM1 (Ins/Del), GSTM3 (A63С), GSTT1 (Ins/Del) 
c развитием глиом, глиобластом и менингиом. Пока-
зано, что гаплотип 105G-114c (Val-Ala) гена GSTP1 
обладает слабым протективным эффектом относи-
тельно шанса заболевания глиомой [32].

По генам репарации значимые различия между 
частотами аллелей у больных и в контроле не выяв-
лены (табл. 3), однако по локусу XPD на уровне тен-
денции зафиксирована сопряженность минорного ал-
леля 2251G с увеличенным шансом заболеваемости. 

В ассоциативные исследования злокачествен-
ных новообразований любой локализации в связи 
с полиморфизмом генов репарации наиболее часто, 
среди всего многообразия этой группы генов, вклю-
чают гены эксцизионной репарации нуклеотидов 
XPD и эксцизионной репарации оснований XRCC1 
[52], которые находятся на одном участке хромосо-
мы 19q13.2–3. Основные результаты ассоциативных 
исследований опухолей мозга собраны в обзоре [53]. 
Показано, что у взрослых наиболее распространен-
ные злокачественные опухоли нейроэпителиальной 
ткани ассоциированы с полиморфизмом генов эксци-
зионной репарации нуклеотидов XPD, ERCC1 и рас-
положенного на том же участке хромосомы 19q13.2-3 
гена GLTSCR1 (glioma tumor suppressor candidate of 
unknown function) [54]. В работе caggana и соавт. [55] 
показано, что из семи полиморфных сайтов гена XPD 
максимальная сопряженность с риском развития 
глиомы получена для малоизученного синонимичного 
полиморфизма Arg156Arg, возможно, являющегося 
маркером другого неизвестного гена предрасполо-
женности к данному заболеванию. Сайты t2251G 
(Lys751Gln) и G862A (Asp312Asn) гена XPD разде-
лены 12340 п.н. и сцеплены друг с другом. В данной 
работе для них получены следующие показатели 
неравновесия по сцеплению: D’=0.674, r=0.662, p=0 
(не отличаются у больных и здоровых), что коррели-
рует с опубликованными данными для европеоидов 
[56]. Несмотря на отсутствие в нашем исследовании 
значимых результатов по генам репарации, изучение 
полиморфизма локусов, расположенных на участке 
хромосомы 19q13.2-3, представляется нам перспек-
тивным направлением поиска генетических маркеров 
риска развития злокачественных новообразований 
мозга у детей.

В данной работе также показано, что минорный 
аллель гена нейрональной синтазы азота достоверно 
чаще встречался среди больных с опухолями ствола 
мозга (табл. 3); для всей группы больных различия 
не достигают значимого уровня. 

Гены семейства синтаз азота, к которым относится 
нейрональная синтаза азота, чаще изучают в связи 

с воспалительными процессами в организме. Однако 
полиморфизм nNOS сопряжен с предрасположенно-
стью к меланоме [27]. Меланома относится к группе 
опухолей нервных окончаний. В семьях с наслед-
ственной предрасположенностью к опухолям мозга 
увеличен также риск развития меланомы [5]. Учиты-
вая повышенную экспрессию nNOS именно в нервной 
ткани, а также предполагаемую перекрестную чув-
ствительность к меланоме и глиомам, мы анализи-
ровали также сайт c276t гена nNOS. Этот полимор-
физм относится к функциональным, так как в связи 
с однонуклеотидной заменой в нетранслируемом 
участке увеличивается экспрессия мРНК у минор-
ного варианта [57]. Достоверные результаты о сопря-
женности минорного аллеля с повышенным шансом 
заболевания злокачественными новообразованиями 
мозга получены только относительно немногочис-
ленной группы больных с опухолями ствола мозга и, 
безусловно, требуют проверки.

В наших предыдущих ассоциативных исследова-
ниях генов детоксикации ксенобиотиков показано, 
что у женщин с заболеваниями репродуктивной сфе-
ры, носительниц аллелей 606G, 4889G гена CYP1A1 
повышена частота соматических генных мутаций 
по локусу Т-клеточного рецептора (tcr) в лимфо-
цитах периферической крови (фенотип cD3-cD4+). 
Известно, что число таких tcr-мутантных лимфо-
цитов увеличено у раковых больных (рак гортани 
и гортаноглотки, рак щитовидной железы, рак шейки 
матки, лимфома Ходжкина) и у лиц с наследственной 
предрасположенностью к возникновению онкологи-
ческих заболеваний (атаксия-телеангиэктазия) [58, 
59]. Однонаправленность эффектов в двух различ-
ных исследованиях может отражать плейотропное 
действие генов детоксикации, приводящее к недоста-
точной устойчивости организма во взаимодействии 
генотип–среда. Кроме возможного увеличения риска 
заболевания в связи с изменением активности фер-
ментов детоксикации, аллельные варианты генов, 
ассоциированных и с соматической мутабильностью, 
и с предрасположенностью к развитию злокачествен-
ных новообразований мозга у детей, могут служить 
маркерами блока сцепления, отражающими эффек-
ты других, пока неизвестных, генов. Полученные 
результаты, при подтверждении их независимыми 
исследованиями, могут быть полезны для выявле-
ния генетических факторов риска развития злокаче-
ственных новообразований мозга у детей. 

Работа финансирована в рамках Программы 
фундаментальных исследований Президиума 

РАН «Биологическое разнообразие», подпрограмма 
«Генофонды и генетическое разнообразие».
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РЕФЕРАТ Hsp70 – белок из класса шаперонов, принимающий участие в сворачивании de novo синтезирован
ных белковых молекул, в защите гидрофобных участков денатурировавших белков, а также в регуляции 
апоптоза, иммунного ответа и ряда других клеточных процессов. Несмотря на большое количество работ, 
посвященных функционированию и структуре Hsp70, достоверная полноразмерная структура этого белка 
неизвестна. На основании структуры отдельных доменов Hsp70 различных организмов и их элементов 
при помощи методов молекулярного моделирования сконструированы несколько возможных вариантов 
полноразмерного Hsp70 человека. Стабильность этих структур изучена с помощью метода молекуляр
ной динамики. В результате проведенного анализа отобрана наиболее адекватная модель, построенная 
на основании элементов Hsp70 быка (Bos taurus) и нематоды (Caenorhabditis elegans). С помощью метода 
управляемой молекулярной динамики выявлены ключевые солевые мостики, связывающие домены друг 
с другом: Arg171 : Glu516 и Arg416 : Glu218. Предложена схема механизма, запускающего гидролиз АТР 
и приводящего к расхождению АТРазного и субстратсвязывающего доменов Hsp70.
КлючЕвыЕ СловА шаперон, Hsp70, модель, третичная структура, АТРазный домен, субстратсвязывающий 
домен, молекулярная динамика.

ввЕДЕНиЕ
Hsp70 (Heat shock 70 kDa protein 1A/1B) – двудо-
менный АТP-зависимый белок из класса шаперонов, 
защищающий гидрофобные поверхности денатури-
руемых в стрессовых условиях белков от агрегации 
и обеспечивающий их дальнейшее правильное свора-
чивание или же отправку на деградацию. Белки этого 
класса принимают участие в транспорте пептидных 
структур через митохондриальные и клеточные мем-
браны, эндоцитозе. В зависимости от внеклеточной 
или внутриклеточной локализации такие белки уча-
ствуют соответственно в аутоиммунном маркирова-
нии опухолевых клеток или в их защите от стрес-
сов и апоптоза [1, 2]. Глобула Hsp70 состоит из двух 
функционально различных элементов: n-концевой 
АТР-азный домен гидролизует АТР до АDP с образо-
ванием неорганического фосфата; c-концевой домен 
присоединения субстрата связывает гидрофобные 
пептиды. АТP-азный домен образован двумя круп-

ными субдоменами I и II, каждый из которых условно 
разделен на участки А и В (см. рис. 1). Между суб-
доменами I и II располагается щель, на дне которой 
связывается АТP. АТP-азный домен содержит также 
участок присоединения фактора обмена нуклеотида, 
который, раздвигая субдомены I и II, способствует 
«перезарядке» АDP на АТP [3, 4].

Домен присоединения субстрата (SBD, Substrate 
Binding Domain) состоит из β-листового субдоме-
на (βSBD), связывающего субстратный пептид, 
и α-спиральной «крышки» (αSBD), образован-
ной пятью α-спиралями A, B, c, D и e (см. рис. 1). 
За счет конформационных изменений, опосредо-
ванных гидролизом АТР и действием кошаперона 
Hsp40, субстратсвязывающий домен способен пере-
ходить из закрытого в открытое состояние, при этом 
«крышка» регулирует доступность субстратсвя-
зывающего домена для гидрофобных участков 
пептидов-мишеней [5]. 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 2  № 4 (7)  2010 | ActA nAturAe | 75

Опосредуемые кошапероном Hsp40 гидролиз АТР 
и присоединение субстрата приводят к отделению 
субстратсвязывающего домена Hsp70 от АТР-азного 
домена, в результате чего они остаются связанными 
гидрофобным линкером. Известно, что Hsp70 спосо-
бен образовывать в растворе олигомеры. Скорее все-
го, это происходит за счет того, что субстратсвязыва-
ющий домен Hsp70 способен связывать гидрофобный 
линкер другой молекулы Hsp70 в момент, когда ее 
домены разобщены [8, 9]. 

Гидролиз АТР индуцируется J-доменом кошапе-
рона Hsp40. Изучение связывания Hsp70 и Hsp40 по-
казало, что остаток аспарагиновой кислоты (Asp35) 
J-домена Hsp40 дрожжей взаимодействует с остат-
ком Arg171 Hsp70, что влечет за собой гидролиз АТР 
и последующее отделение доменов Hsp70 друг от дру-
га. Предполагается, что сигнал к гидролизу АТР идет 
по цепочке J-домен Hsp40 → Arg171 (линкер Hsp70) → 
tyr371(АТР-азный домен Hsp70) → Ile181(АТР-азный 
домен Hsp70) [10–12], после чего происходит связы-
вание субстратного пептида и расхождение доменов. 
Точный механизм этого процесса еще не известен.

Предполагается, что структура пептидсвязыва-
ющего домена Hsp70 млекопитающих аналогична 
структуре подобного домена у их прокариотического 
гомолога DnaK (рис. 1) [7]. Хотя установлена струк-
тура отдельных элементов субстратсвязывающего 
домена Hsp70 [11, 13], однако полноразмерная трех-
мерная структура Hsp70 млекопитающих на данный 
момент неизвестна. В настоящей работе предпри-
нята попытка построения трехмерной структуры 
полноразмерного Hsp70 при помощи методов моле-
кулярного моделирования. Структура представля-
ет интерес не только при изучении взаимодействия 
АТР-азного и субстратсвязывающего доменов ша-
перона, но и как перспективная мишень при поис-
ке противоопухолевых препаратов. В силу своих 
иммуногенных свойств шапероны служат объектом 

успешных фармакологических исследований [5, 14]. 
Получение достоверной структуры шаперона Hsp70 
человека и продвижение в понимании механизма его 
функционирования поможет ускорить и удешевить 
исследования в области шаперон-ассоциированных 
стратегий терапии онкологических заболеваний.

ЭКСПЕРиМЕНТАльНАя чАСТь
Моделирование по гомологии проводили с помощью 
сервиса Swiss Model [15, 16]. Подготовку системы 
для расчетов молекулярной динамики осуществля-
ли в программе tleap (пакет программ Ambertools 
1.2). Молекулярную динамику проводили в пакете 
программ Amber10 [17]. Молекулу белка помещали 
в ячейку кубической формы таким образом, чтобы 
расстояние от белка до ее стенок было не менее 12 Å. 
В качестве растворителя использовали воду tIP3P. 
Шаг интегрирования на всех этапах принимали рав-
ным 2 фс. Минимизация энергии ограничивалась 5000 
шагов, алгоритм steepest descent сменялся на con-
jugated gradient после 2500 шагов. Радиус обрезки 
электростатических и ван-дер-ваальсовых взаимо-
действий (cutoff distance) составлял 10 Å. 

Исследуемые структуры приводили в равновесие 
в четыре этапа: минимизация энергии с силовыми 
ограничениями на все атомы белка, минимизация 
энергии без силовых ограничений, разогрев и мо-
лекулярная динамика. Разогрев от 0 до 300 K про-
изводили при постоянном объеме в течение 50 пс. 
Молекулярную динамику проводили при постоян-
ном давлении. Для контроля температуры исполь-
зовали термостат Ланжевена. Эти же параметры 
использовали для запуска управляемой молеку-
лярной динамики. При симуляциях разрыва соле-
вых мостиков силовую константу принимали равной 
20 ккал/моль·Å2.

Для визуального анализа трехмерных структур 
использовали программу VMD 1.8.6 [18].

Рис. 1. АТP-азный домен Hsp70 
человека в комплексе с АDP (сле-
ва; pdb ID 1HJO [6]) и субстрат-
связывающий домен шаперона 
DnaK E. coli, прокариотического 
гомолога Hsp70 (справа; желтым 
отмечен αSBD, зеленым – βSBD, 
красным – субстратный пептид; 
pdb ID 1DKZ) [7].
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РЕзульТАТы и оБСуЖДЕНиЕ

Моделирование полноразмерной структуры Hsp70
При моделировании использовали следующие эле-
менты банка данных структур белков (PDB): суб-
стратсвязывающий домен DnaK Escherichia coli 
(1DKZ; рис. 1); α-субдомен субстратсвязывающего 
домена нематоды Caenorhabditis elegans (2P32 [19]); 
АТP-азный домен, βSBD и α-спираль ‘А’ αSBD 
Hsc70 быка Bos taurus (1YuW). Последняя струк-
тура описывает контакт АТP-азного домена с суб-
стратсвязывающим доменом в момент, когда домены 
жестко сцеплены друг с другом. 

Модель hHsp70_1dkz
Моделирование проводили в три стадии:
1. По аминокислотной последовательности Hsp70 
человека (human Hsp70, hHsp70) (PID: P08107) 
и третичной структуре его близкого гомолога из 
B. taurus – Hsc70 (1YuW), построена модель, опи-
сывающая АТP-азный домен, βSBD и спираль ‘А’ 
αSBD. Идентичность сконструированной структуры 
и шаблона составляла 88.6%. Для получения полно-
размерной структуры требовалось достроить остав-
шуюся часть αSBD.
2. В качестве шаблона для построения αSBD ис-

пользовали структуру DnaK (прокариотического 
гомолога Hsp70) 1DKZ, где α-субдомен в комплексе 
с β-субдоменом образовывали полноразмерный суб-
стратсвязывающий домен. Идентичность сконструи-
рованной структуры и шаблона составляла 44.7%.
3. Полученные структуры накладывали друг на дру-
га по βSBD. После наложения в результирующей 
структуре оставили βSBD из модели, построенной 
по гомологии с 1YuW.

Таким образом была создана конструкция, АТР-
азный домен и β-субдомен SBD которой построены 
по гомологии с близким эукариотическим родствен-
ником Hsp70, а αSBD – по гомологии с прокариоти-
ческим шапероном DnaK из E. coli. Модель уравно-
вешивали с помощью симуляции молекулярной 
динамики в течение 6.5 нс.

Анализ молекулярно-динамической траектории 
показал, что пространственные структуры АТР-
азного домена и βSBD стабильны, в то время как сег-
мент αSBD, образованный α-спиралями ‘B’-‘e’, скло-
нен к разворачиванию. 

Модель hHsp70_2p32
В качестве альтернативного гомологичного шабло-
на для моделирования нестабильного участка αSBD 
использовали соответствующую структуру из орга-

Рис. 2. Модель 
hHsp70_2p32 
после уравно-
вешивания. 
АТР-азный до-
мен обозначен 
синим цветом, 
αSBD – жел-
тым, βSBD – 
зеленым.
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низма нематоды (C. elegans; PDB ID: 2P32). С помо-
щью сервиса SwissModel проведено моделирование 
элементов αSBD hHsp70, которые совпадали по вы-
равниванию с аминокислотной последовательностью 
структуры 2P32 (аминокислотные остатки 533–614). 
Идентичность полученной структуры и шаблона со-
ставляла 63%. Созданные конструкции накладывали 
на модель hHsp70_1dkz по α-спирали ‘B’, после чего 
часть α-спирали ‘B’, а также спирали ‘c’, ‘D’ и ‘e’ за-
меняли на соответствующие элементы, построенные 
по гомологи с 2P32. Полученную модель уравновеши-
вали в течение 8.5 нс. 

Структура hHsp70_2p32 после уравновешивания 
изображена на рис. 2. Спирали ‘B’, ‘c’ и ‘D’ образуют 
пучок, похожий по третичной структуре на 1DKZ, од-
нако, в отличие от него, в hHsp70_2p32 α-спираль ‘e’ 
редуцировалась. По данным анализа молекулярно-
динамической траектории построенная структура 
проявила высокую стабильность и была принята 
в качестве рабочей для дальнейших исследований.

Изучение междоменных взаимодействий hHsp70
В процессе функционирования исследуемого шапе-
рона образующие его домены расходятся c разрывом 
всех нековалентных взаимодействий между ними, 
в результате чего остаются связанными лишь меж-
доменным линкером. 

С помощью метода управляемой молекулярной ди-
намики (Steered Molecular Dynamics) изучен процесс 
расхождения доменов. Выявлены ключевые для этого 
процесса солевые мостики и показано, что обратное 
сближение доменов не зависит от изменения конфор-
мации АТР-азного домена. В качестве модели исполь-
зовали hHsp70_2p32 (в дальнейшем просто hHsp70).

Разрыв солевого мостика Arg171 : Glu516
По данным работы [12], расхождение доменов начи-
нается с опосредованного кошапероном Hsp40 раз-
рыва солевого мостика Arg171 : Glu516, соединяю-
щего α-спираль ‘А’ субстратсвязывающего домена 
с субдоменом IА АТР-азного домена. Моделирова-
ние этого процесса проведено с помощью метода 
управляемой молекулярной динамики путем ими-
тации раздвижения Сα-атомов указанных амино-
кислотных остатков на 10 Å. Исходное расстояние 
между атомами составляло 12 Å (расстояние между 
взаимодействующими участками – 4 Å). 

Общая работа, затраченная на раздвижение ука-
занных атомов, составила 34.3 ккал/моль. Приме-
чательно, что после фактического разрыва солевого 
мостика Arg171 : Glu516 среднее расстояние меж-
ду петлями АТР-азного домена, фиксирующими 
β- и γ-фосфаты АТР, сократилось на 2 Å (с 8 до 6 Å; 
рис. 3). Теоретически подобное движение в нативном 

ферменте может вызывать гидролиз АТР. В таком 
случае солевой мостик Arg171 : Glu516 сдерживает 
АТР-азный домен hHsp70 от спонтанного гидролиза 
АТР, а кошаперон, разрывая эту связь, тем самым 
инициирует этот процесс.

Полученная структура уравновешивалась в тече-
ние 1 нс. Тенденций к восстановлению разорванной 
связи Arg171 : Glu516, как и к дальнейшему расхо-
ждению доменов, при этом не выявлено.

Разрыв солевого мостика Arg416 : Glu218
Разрыв мостика Arg171 : Glu516 привел лишь к ча-
стичному отделению доменов друг от друга, однако 
окончательного расхождения не произошло. В свя-
зи с этим предстояло выявить наиболее стабильные 
в ходе предыдущих молекулярно-динамических ис-
следований нековалентные связи, разрыв которых 
мог бы привести к полному расхождению доменов 
hHsp70.

Первоначально был выбран солевой мостик 
Arg155 : Glu523, соединяющий α-спираль ‘А’ с субдо-
меном IA, однако его разрыв не привел к расхожде-
нию доменов и не выявил никаких тенденций к по-

Рис. 3. Перестройка солевых мостиков при рас-
хождении доменов hHsp70: справа разорванный 
солевой мостик Arg171 : Glu516, слева второй мостик 
Arg416 : Glu218 до симуляции его разрыва. Красным 
отмечен β-лист, включающий Glu218 и петлю, фикси-
рующую АТР. Вторая петля, принимающая участие 
в фиксации, отмечена серым цветом.
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ложительному развитию процесса. Отрицательный 
результат позволил сделать вывод о том, что, скорее 
всего, связью, ключевой для расхождения доменов, 
остается солевой мостик Arg416 : Glu218, соединяю-
щий один из поворотов β-субдомена SBD с субдоме-
ном IIA АТР-азного домена.

Исходное расстояние между Сα-атомами амино-
кислотных остатков, образующих связь, составляло 
12.2 Å, после имитации разрыва – 22.2 Å. Общая ра-
бота, затраченная на разрыв этой связи, составила 
33.4 ккал/моль. На кривой, отображающей этот про-
цесс, наблюдается скачок: увеличение расстояния 
с 13.4 до 14.7 Å, сопровождавшееся непосредствен-
ным разрывом интересующей нас связи, потребовало 
около 7 ккал/моль (рис. 4).

Работа, затраченная на разрыв связи, равна энер-
гии, выделяющейся при гидролизе АТР, поэтому 
можно предположить, что разрыв макроэргической 
связи в АТР в АТР-азном домене (предположительно 
вызванный разрывом мостика Arg171 : Glu516) тре-
буется для разрыва солевого мостика Arg416 : Glu218. 
Glu218 является частью β-листа (образованного 
аминокислотными остатками 192–226 и 332–338; 
рис. 5), второй β-поворот которого непосредственно 
фиксирует β- и γ-фосфаты молекулы АТР. Первый 
β-поворот принимает участие в связывании АТР-
азного и субстратсвязывающего доменов. Учитывая 
тот факт, что β-лист является жесткой структурой, 
его смещение, опосредованное гидролизом АТР, 
вполне может вызвать разрыв второй связи, необхо-
димой для расхождения доменов.

Как и ожидалось, симуляция разрыва связи 
Arg416 : Glu218 привела к полному расхождению 
доменов. Полученная структура уравновешивалась 
на протяжении 1.5 нс, в течение которых никаких 
значительных изменений в структуре исследуемого 
шаперона не замечено.

В процессе моделирования расхождения доменов 
выяснился интересный факт: освободившиеся от со-
левых мостиков остатки Arg416 и Glu516 в дальней-
шем образовали друг с другом новый солевой мостик 
(см. рис. 5). Образование аналогичного солевого мости-
ка стерически возможно и между Arg171 и Glu218.

На основании этих данных можно сделать вы-
вод о важной роли междоменных солевых мо-
стиков в функционировании hHsp70: мостики 
Arg171 : Glu516 и Arg416 : Glu218 связывают АТР-
азный и субстратсвязывающий домены, однако 
по мере расхождения доменов партнеры перестра-
иваются и образуются солевые мостики Arg171 : 
Glu218 и Arg416 : Glu516, которые стабилизируют 
новое структурное состояние шаперона.

Симуляция раздвижения субдоменов I и II
В процессе обмена нуклеотида АТР-азный и субстрат-
связывающий домены сходятся обратно, однако силы, 
заставляющие их это сделать, достоверно не установ-
лены. Стохастический характер схождения доменов 
представляется маловероятным. Ввиду того, что обмен 
нуклеотида проходит при разобщенных доменах и со-
провождается взаимодействием АТР-азного домена 
с фактором обмена нуклеотидов, естественно пред-

Рис. 4. Работа, затраченная на второй этап симуляции 
расхождения АТР-азного и субстратсвязывающего 
доменов.
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Рис 5. hHsp70 после симуляции расхождения доменов. 
Красным отмечен β-лист, движение которого со-
провождается разрывом второго солевого мостика 
Glu218 : Arg416. Пунктиром обозначен образовав-
шийся после расхождения доменов солевой мостик 
Glu516 : Arg416.
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положить, что раздвижение субдоменов I и II фак-
тором нуклеотидного обмена теоретически способно 
повлиять на схождение АТР-азного и субстратсвязы-
вающего доменов. Мы провели моделирование этого 
процесса. При симуляции раздвижения субдоменов I 
и II точками приложения силы являлись атомы азота, 
принадлежащие остаткам thr14 и Gly203, непосред-
ственно взаимодействующим с АТР/АDP. 

Исходное расстояние между ними составляло 
7.3 Å, конечное – 14.3 Å. Несмотря на теоретическую 
возможность того, что обмен нуклеотида повлия-
ет на схождение доменов, мы получили достаточно 
предсказуемый результат: изменение расстояния 
между субдоменами I и II никак не отразилось на вза-
имодействии доменов друг с другом. Этот результат 
говорит о том, что схождение доменов, вероятнее все-
го, опосредуется неким белком, которым вполне мо-
жет быть другой шаперон hHsp70. Теоретически он 
способен связать высвободившийся при расхождении 
доменов гидрофобный линкер в качестве субстрата 
и таким образом сблизить разошедшиеся домены. 
Однако эта гипотеза требует дальнейшей проверки.

вывоДы
На основании проведенного исследования можно 
предложить следующую схему функционирования 
hHsp70: при взаимодействии с J-доменом кошапе-
рона Hsp40 происходит разрыв солевого мостика 
Arg171 : Glu516, что приводит к сближению петель, 
фиксирующих АТР, и способствует гидролизу АТР. 

Гидролиз АТР, в свою очередь, сопровождается 
смещением β-листа, содержащего одну из петель, 
фиксировавших АТР, и расположенного в области 
междоменного контакта остатка Glu218, что влечет 
за собой разрыв солевого мостика Arg416 : Glu218. 
Разрыв солевого мостика Arg416 : Glu218 приводит 
к расхождению АТР-азного и субстратсвязывающего 
доменов, а остаток Arg416 образует солевой мостик 
с Glu516, входящим в субстратсвязывающий домен. 
Остаток Arg171, в свою очередь, образует новый со-
левой мостик с Glu218, и происходит перегруппиров-
ка солевых мостиков, ранее связывавших АТР-азный 
и субстратсвязывающий домены hHsp70.

Роль фактора обмена нуклеотида в функциониро-
вании hHsp70, по-видимому, заключается не только 
в обмене АDP на новую молекулу АТP, но и в фик-
сации субдоменов I и II в раздвинутом состоянии, 
которое сопровождается сближением АТР-азного 
и субстратсвязывающего доменов с образованием 
солевого мостика Arg171 : Glu516, что образно мо-
жет быть охарактеризовано как «взведение курка» 
для осуществления гидролиза следующей молекулы 
АТР. «Пальцем», способным вновь нажать на этот ку-
рок, является J-домен кошаперона Hsp40.

Построенная и уравновешенная модель Hsp70 че-
ловека доступна в депозитарии PMDB [20, 21] (PMDB 
id: PM0076412). 

Работа была поддержана грантом  
РФФИ 09-04-92744-ННИОМ_а.
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РЕФЕРАТ Работа посвящена анализу структуры Gквадруплексных ДНК методами биоинформатики. Ин
терес к квадруплексным ДНК определяется их участием в функционировании теломер, онкопромоторов, 
возможностью создания на их основе аптамеров и наноконструкций. Разработан алгоритм общего анализа 
полиморфизма структуры квадруплексов из банка данных PDB с помощью оригинальных параметров. 74 
структуры были сгруппированы по следующим параметрам: количество тяжей ДНК, количество квартетов, 
положение и ориентация соединяющих их петель. Для описания структуры квадруплекса использовали два 
количественных параметра: угол поворота между двумя соседними квартетами (как для комплементарной 
пары в двойной спирали ДНК) и планарность квартетов (оригинальный параметр). Паттерны распределения 
этих значений являются специфичными для каждой группы квадруплексных структур и зависят от типа 
петель, соединяющих квартеты: диагональные, латеральные, пропеллерные. Эталоном для сравнения вы
бран тетрамолекулярный квадруплекс, образованный четырьмя тяжами ДНК, который не содержал петель. 
Латеральные петли сильнее всего искажают структуру квадруплексов: углы поворота отличаются низкими 
значениями и не характерны для других типов квадруплексов. Петли диагонального типа деформируют 
квадруплексы значительно слабее; структуры с пропеллерными петлями характеризуются оптимальной 
геометрией Gквартетов. Таким образом, найдена корреляция между углом поворота и напряженностью 
структуры квадруплексной ДНК.
КлючЕвыЕ СловА Gквадруплекс, Gквартет, угол закручивания, петли, структура.

ввЕДЕНиЕ

Gквадруплексы
Известно, что тяжи гуанозиновых олиго- и поли-
нуклеотидов способны агрегировать друг с другом 
при условии, что моновалентный катион, такой, 
как калий или натрий, представлен в растворе. С по-
мощью дифракционного анализа было показано, 
что такие поли(G)-нити представляют собой новый 
тип укладки ДНК, четырехцепочечную спираль [1–
3], где четыре гуаниновых основания из разных цепей 
образуют плоскую структуру, удерживаемую G-G-
парными взаимодействиями (рис. 1). Такие структу-
ры отличаются высокой стабильностью и называют-
ся гуаниновыми (G)-квартетами, или G-тетрадами. 

Каждый G-квартет скреплен в сумме восемью водо-
родными связями, образованными взаимодействи-
ем Уотсон-Криковской стороны одного гуанинового 
основания с Хугстиновской стороной другого.

Нуклеиновые кислоты, содержащие G-тетрадный 
мотив, представляют интерес не в последнюю оче-
редь потому, что гуанин-богатые последовательности 
чрезвычайно широко представлены во всех открытых 
на данный момент геномах. Такие мотивы были обна-
ружены в промоторных регионах и сайтах переклю-
чения в составе последовательности иммуноглобули-
новых генов, «горячих точках» рекомбинации и др. [4]. 
G-квартеты также представлены в ДНК на концах 
эукариотических хромосом, известных как теломеры 
[5]. Теломерная ДНК представляет из себя тандемные 
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повторы коротких поли-G-блоков, которые иногда 
включают в себя аденины или тимины: G

n
t

n
, G

n
t

n
G

n
, 

G
n
A

n
 или (ttAGGG)

n
; теломерные ДНК ассоцииро-

ваны с теломерными белками. Тип повтора являет-
ся видозависимым: например, повтор (ttAGGG)

n
 

характерен для млекопитающих. Функция теломер 
заключается в защите хромосомных концов от неже-
лательных повреждений в результате рекомбинации 
или воздействия нуклеаз. Человеческая теломерная 
ДНК в соматических клетках в среднем составляет 
8–10 т.п.о. Терминальные же 100-200 нуклеотидов 
с 3'-конца представляют собой однотяжевой «хвост» 
[6], конформационно ничем не ограниченный. В жи-
вых клетках этот «хвост» ассоциирован с белком 
POt1 [7], в отсутствие же этого белка однотяжевая 
теломерная ДНК способна складываться и димери-
зоваться, формируя четырехцепочечные шпильки, 
которые могут стабилизироваться формированием 
гуаниновых тетрад [8, 9]. Другой способ стабилизации 
такой ДНК – формирование внутримолекулярных 
G-квартетов путем многократного складывания. Та-
кие G-квартетсодержащие структуры называются 
квадруплексами или тетраплексами [10]. Помимо те-
ломер, G-квадруплексные последовательности были 

локализованы в промоторах ряда онкогенных и ас-
социированных с раком генов, таких, как k-ras [11], 
c-kit [12] и bcl2 [13]. Таким образом, выглядит пер-
спективной возможность ингибирования экспрес-
сии соответствующих генов с помощью специфич-
ных к квадруплексам агентов, таких, как порфирин 
tMPyP4 [14, 15].

G-квадруплексы могут быть также образованы 
короткими олигонуклеотидами с соответствующей 
последовательностью, которую можно записать 
как Gm

X
n
G

m
X

o
G

m
X

p
G

m
, где m – количество гуани-

нов в G-блоке. Эти гуанины обычно непосредственно 
задействованы в образовании G-тетрад. X

n
, X

o
 и X

p
 

могут быть комбинацией любых остатков, вклю-
чая G; такие участки формируют петли между 
G-тетрадами.

Некоторые из таких последовательностей обла-
дают аптамерными свойствами при сворачивании 
в квадруплексные структуры. Аптамеры – это корот-
кие синтетические олигонуклеотиды или пептиды, 
способные специфически узнавать любые мишени, 
от малых молекул до целых клеток, являясь анало-
гами моноклональных антител [16, 17]. Были иден-
тифицированы G-квадруплексные аптамеры, ми-
шенями которых является широкий спектр белков, 
таких, как тромбин [18] и StAt-3 [19]. Существуют 
G-квадруплексные аптамеры с антираковыми свой-
ствами, для которых проводят клинические испыта-
ния. Механизм их действия связан с белком нуклео-
лином и его ролью в процессинге РНК [20].

Общие структурные черты квадруплексных ДНК
Формирование квадруплексной структуры из за-
данной квадруплексной последовательности может 
происходить различными путями, в зависимости 
от количества G-блоков. Четыре отдельных цепи мо-
гут ассоциироваться друг с другом с образованием 
межмолекулярного G-квадруплекса (рис. 2). Внутри-

Рис. 1. Организация G-квартета. Четыре остатка 
гуанина образуют квадратную компланарную струк-
туру, каждое гетероциклическое основание является 
донором и акцептором водородной связи: N1 и N2 
с одной стороны гетероцикла, О6 и N7 с другой сторо-
ны гуанозина приводят к образованию 8 водородных 
связей на квартет. Сахарофосфатный остов оснований 
ДНК обозначен R.

Рис. 2. Четырехтяжевой межмолекулярный парал-
лельный G-квадруплекс.
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молекулярные тетраплексы образуются из одноце-
почечной молекулы в результате сложной простран-
ственной укладки нуклеотидной цепи (рис. 3).

Фундаментальный строительный элемент всех 
квадруплексных структур – G-квартет. Кварте-
ты в структуре квадруплекса располагаются друг 
над другом, минимум два квартета необходимо 
для структурной стабильности тетраплекса [21]. 
Количество гуанинов в каждом отдельном G-блоке 
напрямую связано с количеством G-тетрад в окон-
чательно свернутом квадруплексе. Например, в тело-
мерных ДНК млекопитающих с тандемным повтором 
d(ttAGGG) квадруплексы, образованные четырьмя 
такими повторами, имеют три расположенных друг 
над другом G-квартета [22].

Квадруплекс стабилизируют те же самые факто-
ры, что и дуплексную ДНК: стэкинг-взаимодействие 
оснований, водородные связи, электростатические 
взаимодействия и гидратная оболочка. Гидратация 
сахарофосфатного остова очень важна для стабиль-
ности структуры: в упорядоченной гидратной обо-
лочке молекулы воды с помощью разветвленной сети 
водородных связей объединяют в единое целое осно-
вания, сахара и заряженные фосфаты, которые ло-
кализованы на внешней поверхности квадруплекса 
[25–27].

Кроме этих стандартных для дуплексной ДНК 
стабилизирующих факторов, у квадруплексов су-

ществует весьма специфическая важная составляю-
щая – большой вклад в стабильность вносит коорди-
нация О6 карбонилов катионами [28, 29]. Атомы О6 
образуют квадрат в каждом квартете, что в квадру-
плексе дает бипирамидную антипризму с расстоя-
нием 3.3 Å между квартетами [30]. Это отрицательно 
заряженное пространство между тетрадами должно 
быть стабилизировано путем координации катиона. 
На стабильность образованного квадруплекса суще-
ственно влияет природа катиона – размер/ионный 
радиус и заряд [29].

Четыре гуанозиновых нуклеозида в составе те-
трады могут существовать либо в анти-, либо в син-
конформации относительно гликозидной связи, таким 
образом, существует 16 возможных комбинаций. Вза-
имная ориентация отдельных цепей в квадруплексе 
влияет на гликозидные углы. Например, при парал-
лельной ориентации всех четырех цепей (рис. 2) все 
гликозидные углы находятся в анти-конформации. 
При антипараллельной ориентации в составе квадру-
плексов присутствуют как син-, так и анти-гуанины 
вне зависимости от того, образован квадруплекс че-
тырьмя цепями или одной.

Различные нуклеотидные последовательности 
между G-блоками формируют внеспиральные пет-
ли. Эти петли бывают трех типов. В параллельном 
внутримолекулярном квадруплексе необходима 
петля, соединяющая нижнюю G-тетраду с верхней, 

Рис. 3. Сворачивание цепи ДНК в одномолекулярный G-квадруплекс с тремя G-тетрадами. Два варианта укладки 
олигонуклеотида d(AGGG(TTAGGG)

3
) различаются направленностью полинуклеотидной цепи в различных тяжах 

квадруплекса. Слева – топология с петлями латерального и диагонального типов [23], справа – топология с петля-
ми пропеллерного типа, обращающими ход цепи [24].

Диагональная петля

Латеральные петли
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в результате чего получаются петли пропеллерно-
го типа (рис. 3, справа). Антипараллельные квадру-
плексы – это такие, в которых хотя бы одна цепь 
антипараллельна другим. Такая топология тетрад 
обнаружена в большинстве определенных на теку-
щий момент бимолекулярных и внутримолекуляр-
ных квадруплексных структур. Помимо пропеллер-
ных петель, в этих структурах наблюдаются еще два 
типа петель. Латеральные (боковые) петли соединя-
ют соседние G-тяжи. Две таких петли могут распо-
лагаться как с одного, так и с противоположных по-
люсов молекулы, что соответствует расположению 
«голова к голове» или «голова к хвосту» в бимолеку-
лярных комплексах. Второй тип антипараллельных 
петель – диагональные петли, соединяющие оппо-
зитные G-тяжи (рис. 3, слева).

Все квадруплексные структуры имеют четыре 
бороздки, в отличие от двойной спирали, имеющей 
только две. Бороздки образуются полостями, огра-
ниченными сахарофосфатными остовами. Разме-
ры бороздок очень сильно разнятся, в зависимости 
от общей топологии и природы петель, а также гли-
козидных углов. В квадруплексах с петлями исклю-
чительно диагонального или латерального типа бо-
роздки структурно просты, в структурах с петлями 
пропеллерного типа они обладают более сложными 
структурными чертами.

Таким образом, существует большое число струк-
турных переменных (количество G-тетрад, тип пе-
тель, последовательности и длина, направленность 
петель), которые приводят к большому топологи-
ческому и структурному разнообразию квадру-
плексов. В данной работе мы сделали попытку вы-
явить взаимосвязь между структурой и свойствами 
G-квадруплексных ДНК и определить факторы, 
влияющие на геометрию квадруплексов.

МЕТоДы

Создание выборки квартетов
Список структур, содержащих квадруплексы, был 
составлен на основе списка базы данных PDB. Все 
найденные структуры были разделены на 8 групп 
согласно геометрии пространственной организа-
ции квадруплекса. На основе языка Perl и модулей 
Vector::real и Statistics::Descriptive была разрабо-
тана программа, которая определяет наличие квар-
тетов в структуре, их расположение и измеряет 
геометрические параметры. Квартет определяется 
следующим образом: для гуанина должен существо-
вать сосед, контактирующий атомом n7 с атомом О6 
начального гуанина. Выбранная комбинация при-
знается квартетом, если четвертый гуанин взаимо-
действует с первым и все гетероциклические осно-

вания находятся в одной плоскости с максимально 
допустимым удалением атомов от плоскости, состав-
ляющим 2 Å. Следующим квартетом квадруплекса 
признавался квартет, располагающийся ближе всего 
к исходному и для которого расстояние между ато-
мами С1′ до ближайших нуклеотидов было не более 
10 Å (таким образом исключались варианты, когда 
тетраду составляли гуанины из разных квартетов). 
Структуры, принадлежащие разным ЯМР-моделям, 
обрабатывались как независимые квадруплексы.

Угол поворота квартетов относительно друг друга 
в квадруплексе
Для определения углов закрутки квадруплекса из-
мерялся угол между двумя векторами. Первый век-
тор соединял атомы c1' двух соседних нуклеотидов 
в квартете, второй вектор соединял атомы c1' в со-
ответствующих нуклеотидах в соседнем квартете 
(рис. 4).

Отклонения квартета от плоскости
Для измерения степени нарушения симметричности 
и планарности отдельного квартета предложен ори-
гинальный параметр – расстояние между центрами 
масс двух четырехгранников. Первый четырехгран-
ник образован четырьмя атомами n9 гуанинов квар-
тета, а второй четырехгранник образован четырьмя 
атомами O6 тех же гуанинов (рис. 4). Если квартет 

Рис. 4. Определение измеряемых параметров. 
Слева – определение углов закрутки квадруплекса. 
Кругами показаны атомы C1'. Справа – схема взаим-
ного расположения двух четырехгранников: внешнего, 
образованного атомами N9, и внутреннего, обра-
зованного атомами O6. Если планарность квартета 
нарушается, то внутренний четырехгранник выходит 
из плоскости квартета. Расстояние между центрами 
масс внутреннего и внешнего квартетов служит чис-
ленным параметром отклонения от плоскости.
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симметричный и все гуанины образуют водородные 
связи друг с другом, то этим параметром фиксиру-
ется планарность квартета. В случае разрыва водо-
родных связей симметрия квартета нарушается, 
и параметр фиксирует степень искажения квартета. 
Этот подход также фиксирует оба описанных выше 
случая одновременно. 

Гистограмма распределения значений углов закрут
ки квадруплекса и отклонений квартета от плоско
сти
Для каждой из восьми полученных групп значения 
параметров объединялись, и строилась гистограм-
ма распределения. Для углов закрутки выбран диа-
пазон от 0 до 60°; отклонения от плоскости анализи-
ровались в диапазоне от 0 до 2 Å; диапазоны углов 
и расстояний разбивались на 15 интервалов. Дан-
ные анализировали с помощью программы Gnuplot 
(http://www.gnuplot.info).

РЕзульТАТы и оБСуЖДЕНиЕ

Параметры описания геометрии и конформацион
ного полиморфизма квадруплексов 
Даже поверхностный анализ многообразия обнару-
женных для квартетов вариантов структур, присут-
ствующих в базе данных PDB, приводит к заключе-
нию о необходимости систематизации и выработки 
универсальных параметров описания структуры 
квартетов и их полиморфизма. До настоящего вре-
мени такие попытки в литературе не описаны.

В данной работе в качестве структурных характе-
ристик квадруплексов было выбрано два параметра: 
угол закручивания квадруплекса, т.е. угол поворота 
между двумя соседними квартетами, описываемый 
углом между двумя векторами, проходящими через 
атомы c1' двух соседних гуанинов (рис. 4). Этот па-
раметр широко используется для описания струк-
тур двойной спирали [31]. Ранее нами было показано, 
что угол закручивания квадруплекса является ме-
рой напряженности структуры олигонуклеотида [32]. 
В качестве второго параметра выбран оригинальный 
параметр, который описывает отклонение квартетов 
от планарности – расстояние между центрами масс 
двух квадратов, образованных атомами О6 и n9 со-
ответственно (рис. 4). Два этих параметра позволяют 
в достаточной мере описать конформационный поли-
морфизм и конформационную подвижность структу-
ры квадруплексной ДНК.

Четырехтяжевые параллельные квадруплексы
Состав группы (ID PDB): 
• 1eVM [33], 1eVn [33], 1nP9 [34], 1nZM [35], 1O0K 

[36] – теломерная ДНК (человек); 

• 139D [23, 37] – теломерная ДНК (Tetrahymena); 
• 1eMQ [38] – теломерная ДНК (Saccharomyces 

cerevisiae); 
• 1eVO [39] – фрагмент вирусного генома SV40.

Рассматриваемая группа представляет собой про-
стейший вариант устройства квадруплексных струк-
тур. Угол закручивания в таких структурах можно 
рассматривать как идеальный, поскольку ассоциация 
четырех тяжей не накладывает никаких структур-
ных ограничений, чего не наблюдается в случае би-
молекулярных и мономолекулярных квадруплексов.

Четырехтяжевые параллельные квадруплексы 
характеризуются широким спектром углов закручи-
вания (рис. 5), с двумя областями предпочтительных 
значений: узкой, соответствующей 21°, и более раз-
мытой, находящейся в пределах 27°–34°. Планарность 
квартетов таких структур также варьирует, в боль-
шинстве случаев квартеты имеют небольшое откло-
нение от плоскости, составляющее 0.5 Å, однако мак-
симальные отклонения превышают 1 Å. Найденная 
полидисперсность параметров иллюстрирует разно-
образие возможностей конформационного полимор-
физма четырехтяжевых параллельных квадруплек-
сов, в образование которых при межмолекулярной 
ассоциации не вносится никаких структурных огра-
ничений.

Структура типа «кресло»
Состав группы: 
• 148D [40], 1c32 [41], 1c34 [41], 1c35 [41], 1c38 [41], 

1QDF [42], 1QDH [42], 1rDe [43] – ДНК-аптамер 
к тромбину; 

• 2KM3 [22] – теломерный повтор ctAGGG (чело-
век).
Структура типа «кресло» представляет собой мо-

номолекулярный квадруплекс, соединенный тремя 
петлями латерального типа. Это в достаточной сте-
пени уникальная структура, представленная лишь 
двумя молекулами: 15-звенным ДНК-аптамером 

Рис. 5. Схема пространственной организации и геоме-
трические характеристики первой группы структур.
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к тромбину (148D, 1c32, 1c34, 1c35, 1c38, 1QDF, 
1QDH, 1rDe) и 22-звенным олигонуклеотидом, об-
разованным теломерным повтором ctAGGG (2KM3). 
Такие структуры характеризуются значительно 
более низкими значениями углов поворота по срав-
нению с предыдущей группой межмолекулярных 
четырехтяжевых квадруплексов, у которых петли 
отсутствуют (рис. 6). Среднее значение углов закру-
чивания квадруплексов для структур типа «кресло» 
составляет 15° с отклонением ± 5°. Квартеты таких 
структур характеризуются высокой планарностью, 
скачок значений в области 0.8–0.9 Å соответствует 
структурам, разрешенным в растворах с высокой 
ионной силой. Планарность объясняется тем, что ге-
тероциклические основания латеральных петель 
образуют стэкинг-взаимодействия с основаниями 
квартетов и тем самым ограничивают их отклонения 
от плоскости.

Одномолекулярные квадруплексы с топологией 
цепи (3+1)
Состав группы: 
• 2JSK [44], 2JSQ [44], 186D [45], 2GKu [46], 2HY9 [47], 

2JPZ [48], 2JSL [44], 2JSM [44] – теломерная ДНК 
(человек, Tetrahymena); 

• 2F8u [49] – промотор белка BcL2 (человек).

Такие квадруплексы имеют в своем составе две 
петли латерального и одну пропеллерного типа, об-
ращающую ход полинуклеотидного тяжа в обратную 
сторону. От предыдущего типа квадруплексов дан-
ный класс отличается только наличием пропеллер-
ной цепи и это существенным образом сказывается 
на значениях угла закручивания (рис. 6). У паттер-
на распределения углов появляется дополнительное 
распределение с максимумом 28° ± 4°. Более того, ха-
рактерные для квадруплексов с латеральными пет-
лями значения углов закручивания в диапазоне 10°–
20° сдвинуты на 2°–4° в сторону больших значений. 
Квартеты квадруплексов данного типа очень планар-
ны. Как и для квартетов в предыдущем случае, пла-
нарность фиксируется стэкинг-взаимодействиями 
с гетероциклическими основаниями латеральных 
петель.

Структура типа «корзина»
Состав группы: 
• 2KF8 [50], 2KKA [51], 2KOW [52], 143D [23], 230D 

[53], 201D [54] – теломерная ДНК (человек, 
Oxytricha).
Структуры типа «корзина» представляют собой 

мономолекулярный квадруплекс, соединенный дву-
мя петлями латерального и одной диагонального типа. 
Как и в предыдущем случае, замена латеральной пет-
ли на диагональную приводит к изменению характе-
ра распределения углов закручивания – появляется 
два ярко выраженных плеча со средними значениями 
18° ± 4° и 36° ± 4° (рис. 7). Таким образом, появление 
диагональной петли определяет появление в конфор-
мационном ландшафте квадруплексов новый набор 
структур, характеризующихся углами закручивания 
квадруплекса большими, чем максимальные из встре-
чающихся в четырехтяжевых параллельных квадру-
плексах, не имеющих петель. Степень планарности 
квартетных структур типа «корзина» меньше, чем 
у рассмотренных ранее структур с латеральными пет-
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Рис. 6. Схема пространственной организации и гео-
метрические характеристики второй и третьей групп 
структур.
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Рис. 7. Схема пространственной организации и геоме-
трические характеристики четвертой группы структур.
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лями, что, видимо, обусловлено уменьшением стэкинг-
взаимодействий гетероциклических оснований диа-
гональной петли с верхним квартетом.

Одномолекулярные параллельные квадруплексы 
с пропеллерными петлями
Состав группы: 
• 1KF1 [24], 3cDM [55] – теломерная ДНК (человек); 
• 1XAV [56], 2A5P [57], 1A5r [57] – промотор c-MYc 

(человек); 
• 2KQG [58], 2KQH [58], 2KYP [59] – промотор онко-

гена c-kit (человек); 
• 1MYQ [60] – синтетический олигонуклеотид (GGA)

4
;

• 1Y8D [61] – аптамер к интегразе ВИЧ-1.
Такие необычные структуры представляют собой 

внутримолекулярные квадруплексы, все петли кото-
рых представляют пропеллерный тип и полинуклео-
тидный тяж трижды меняет направление. Наличие 
пропеллерных петель жестко определяет структуру 
квадруплекса: распределение углов закручивания 
имеет выраженный максимум со значением 31° ± 3° 
(рис. 8). Это значение близко к полученному для четы-
рехтяжевых параллельных квадруплексов, у которых 
нет петель. Данный тип квадруплексов имеет планар-
ные квартеты. Возможно, что пропеллерные петли 
обеспечивают оптимальную геометрию квадруплексов 
с жестко закрепленным сахарофосфатным остовом.

Бимолекулярные квадруплексы с латеральными 
петлями
Состав группы: 
• 1A8n [62], 1A8W [63] – тандемный повтор GGGc; 
• 1F3S [64] – синтетический олигонуклеотид.

В отличие от мономолекулярных квадруплексов, 
которые образуются путем внутримолекулярного 
фолдинга, бимолекулярные квадруплексы образу-
ются при димеризации двух сложенных сами на себя 
полинуклеотидных тяжей, которые имеют блоки гуа-

нинов. Представители данной группы квадруплексов 
отличаются сравнительно большой длиной латераль-
ных петель (5–6 нуклеотидов). Их можно рассматри-
вать как промежуточную группу между мономолеку-
лярными квадруплексами с латеральными петлями 
и квадруплексами с диагональными петлями. Значе-
ния углов закручивания данных квадруплексов так-
же показывают в пользу промежуточного положения 
этой группы – они находятся в области между двумя 
экстремумами, принадлежащими соседним группам 
(рис. 6, 7, 9). Можно отметить склонность рассматри-
ваемых структур к закручиванию на 20° ± 1° и 27°. 
Для более строгих заключений требуется большая 
статистическая значимость. Квартеты в квадруплек-
сах данного типа очень планарны, по-видимому, из-
за интенсивных стэкинг-взаимодействий с гетероци-
клическими основаниями петель.

Бимолекулярные квадруплексы с диагональными 
петлями
Состав группы: 
• 156D [53, 65], 1JPQ [25], 1L1H [66], 1QDI [42], 1QDK 

[42], 3eM2 [67], 3eQW [67], 3eru [67], 3eS0 [67], 3et8 
[67], 3euM [67], 2AKG [68], 1K4X [53], 1Jrn [25], 
2HBn [69], 3euI [67] – теломерная ДНК (Oxytricha); 

• 2KAZ [70], 1u64 [71], 1LVS [72], 1FQP [73] – синте-
тические олигонуклеотиды.

Рис. 8. Схема пространственной организации и геоме-
трические характеристики пятой группы структур.
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Рис. 9. Схема пространственной организации и гео-
метрические характеристики шестой и седьмой групп 
структур.

Угол закрутки,  
град

Угол закрутки,  
град

Ч
ас

то
та

 в
ст

р
е

ча
е

м
о

ст
и

Ч
ас

то
та

 в
ст

р
е

ча
е

м
о

ст
и

Ч
ас

то
та

 в
ст

р
е

ча
е

м
о

ст
и

Ч
ас

то
та

 в
ст

р
е

ча
е

м
о

ст
и

Отклонение  
из плоскости, Å

Отклонение  
из плоскости, Å



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 2  № 4 (7)  2010 | ActA nAturAe | 87

Молекулы этой группы образуют бимолекуляр-
ные квадруплексы с диагональными петлями между 
противоположными углами квадруплекса. Таким об-
разом, эти квадруплексы похожи на структуры типа 
«корзина», описанные ранее, у которых диагональная 
петля заменяет две латеральные петли. Для значе-
ний углов закручивания квадруплексов такая замена 
приводит к исчезновению плеча с максимумом 35°, 
оставляя только один максимум 19° ± 4° (рис. 9). Рас-
пределение значений планарности квартетов также 
похоже на таковое у структур типа «корзина».

Бимолекулярные параллельные квадруплексы 
с пропеллерными петлями 
Состав группы: 
• 1K8P [24], 2HrI [74], 3ce5 [75] – теломерная ДНК 

(человек); 2KYO [59] – промотор онкогена c-kit (че-
ловек); 

• 1nYD [76], 1eeG [77], 1Xce [78] – синтетические 
олигонуклеотиды. 
Для данного типа квадруплекса, как и для его 

мономолекулярного аналога, пропеллерные петли 
жестко ограничивают конформационный полимор-
физм квадруплекса: распределение значений угла 
закручивания имеет максимум при 31° ± 3°; квартеты 
планарны (рис. 10).

Классификация квадруплексных структур
G-квадруплексные структуры локализованы на кон-
цах теломерных участков ДНК и промоторах ряда он-
когенных и ассоциированных с раком генов. Это делает 
квадруплексы привлекательной мишенью для анти-
раковой химиотерапии. Наиболее предпочтительной 
моделью взаимодействия антираковых агентов с ква-
друплексной ДНК являются стэкинг-взаимодействия 
с квартетами (терминальными либо за счет интерка-
ляции), с одной стороны, и взаимодействия с борозд-
ками – с другой. Таким образом, детальное знание гео-

метрии этих элементов и причин, способных влиять 
на нее, является необходимым при рациональном по-
иске новых эффективных антираковых агентов.

Квадруплексы нуклеиновых кислот представля-
ют интерес не только как мишени антионкогенных 
препаратов, но и как структурное ядро терапевти-
ческих агентов на основе аптамеров. В частности, это 
аптамеры к тромбину, к ВИЧ-1-интегразе, к опухо-
левому маркеру – белку нуклеолину, вовлеченному 
в процессинг РНК. Для оптимизации стабильности 
и эффективной самосборки этих олигонуклеотидов 
также необходимо знать природу сил, способных 
оказывать стабилизирующее и дестабилизирующее 
воздействие на молекулу аптамера.

Для квадруплексов характерно большое топологи-
ческое и структурное разнообразие, обусловленное 
такими переменными, как количество G-квартетов, 
направленность, тип, последовательность и длина пе-
тель. Для описания этого конформационного ансам-
бля мы выбрали два параметра – угол закручивания 
между двумя соседними квартетами и планарность 
квартетов.

Как показано в нашей работе, эти параметры 
успешно характеризуют самые сложные квадру-
плексные структуры. Надо отметить, что под пара-
метром «планарность» мы подразумеваем обобщение 
двух явлений. В случае, если квартет симметричный 
и все гуанины образуют водородные связи друг с дру-
гом, этим параметром фиксируется именно планар-
ность квартета. В случае разрыва водородных связей 
симметрия квартета нарушается, и параметр фикси-
рует степень искажения квартета. 

Четырехтяжевой межмолекулярный параллельный 
квадруплекс является простейшим случаем, в котором 
имеет место лишь одна из указанных переменных – 
количество G-квартетов. Эта переменная определяет 
границы, в которых могут существовать такие струк-
туры без ущерба для своей целостности. Границы до-
вольно широки, в терминах угла закручивания они 
составляют 19°–36°, с двумя областями предпочти-
тельных значений: 21° и 27°–34°. Движения терми-
нальных квартетов таких структур ограничены лишь 
стэкинг-взаимодействиями с прилежащими кварте-
тами и координационными связями со стабилизирую-
щими катионами в случае их наличия. Таким образом, 
G-квартеты таких структур, особенно терминальные, 
не отличаются ярко выраженной планарностью.

Структуры типа «кресло» разительным образом 
отличаются от четырехтяжевых квадруплексов, в со-
ставе которых нет петель. Латеральные петли таких 
структур ограничивают геометрию квадруплексов, 
более того, они уводят ее в область значений углов 
закручивания, не свойственных беспетлевым ква-
друплексам. Если для последних минимальные углы 

Рис. 10. Схема пространственной организации и гео-
метрические характеристики восьмой группы струк-
тур.
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составляют 19°, то для структур с петлями исключи-
тельно латерального типа область предпочтитель-
ных значений заключается в промежутке 15° ± 5°. 
Это говорит о том, что латеральные петли, в основном 
из-за небольшой длины, привносят в структуру ква-
друплекса существенные напряжения. В то же вре-
мя из-за особенностей расположения, вытекающих 
из названия данного типа петель, на терминальных 
полюсах G-квадруплексов такие петли активно взаи-
модействуют с конечными квартетами квадруплек-
сов за счет образования стэкинг-взаимодействий, 
что положительно сказывается на планарности квар-
тетов структур типа «кресло».

Интересным является тот факт, что добавле-
ние петель диагонального или пропеллерного типа 
к структуре типа «кресло» существенно сказывается 
на паттерне распределения углов закручивания. Про-
исходит сдвигание предпочтительной области значе-
ний углов в сторону больших величин, уже характер-
ных для беспетлевых параллельных G-квадруплексов. 
В добавление к этому на паттерне появляется второе 
плечо, характеризующее область, примыкающую 
к петле отличного от латерального типа.

В структурах типа «корзина» хорошо видно, на-
сколько велико напряжение, создаваемое латераль-
ными петлями, располагающимися с одного полю-
са молекулы. Момент, создаваемый этими силами, 
разворачивает прилегающую к диагональной петле 
область молекулы в область углов закручивания, 
составляющих 36° ± 4°. Это выше допустимой нор-
мы для беспетлевых параллельных квадруплексов, 
но диагональная петля за счет своей длины и эла-
стичности компенсирует эту аномалию. Необходимо 
отметить, что такие значения углов закручивания 
не характерны для структур с петлями исключи-
тельно диагонального типа. В таких структурах гео-
метрия квадруплексов довольно жестко ограничена 
значениями углов 19° ± 4°, что все же ближе к прием-
лемым для беспетлевых квадруплексов значениям. 
Таким образом, можно заключить, что напряжения, 
создаваемые латеральными петлями, сильнее соз-
даваемых петлями диагонального типа. Интересно 
отметить, что часто используемый в описании ква-
друплексов паттерн син/анти-конформаций в груп-
пе бимолекулярных квадруплексов с диагональными 
петлями представлен наибольшим количеством ком-

бинаций. В то же время в этой группе наименьший 
разброс углов закручивания квадруплексов. Это на-
блюдение позволяет предположить, что доминирую-
щим фактором влияния на структуру квадруплекса 
является тип петель. 

Пропеллерные петли наиболее жестко определя-
ют геометрию квадруплекса. Как в одномолекуляр-
ных, так и в бимолекулярных тетраплексах с пет-
лями исключительно пропеллерного типа значения 
углов закручивания колеблются в пределах 31° ± 3°. 
Даже добавление к таким структурам латеральных 
петель слабо сказывается на закручивании приле-
жащих к пропеллерным петлям областей – оно ха-
рактеризуется областью 28° ± 4°. Эти характеристики 
вписываются во вторую область предпочтительных 
значений для беспетлевых квадруплексов (27°–34°). 
Видимо, такие углы закручивания соответствуют 
оптимальной геометрии G-квартета, поскольку те-
трады структур с петлями пропеллерного типа от-
личаются высокой планарностью, в отличие от ква-
друплексов с диагональными петлями.

вывоДы
В данной работе исследованы все известные на дан-
ный момент G-квадруплексные структуры. Эти 
структуры кластеризуются не только по топологии; 
многие группы представлены последовательностя-
ми с общим или родственным происхождением. Сле-
дует заметить, что в итоговое рассмотрение вклю-
чены не все структуры – часть обладает слишком 
специфичной топологией, чтобы составить предста-
вительную выборку. Для описания геометрии ква-
друплексов мы предложили два параметра: угол 
закручивания тетраплекса и степень планарности 
G-тетрад. Мы показали, что основным источником 
напряжений в структуре квадруплексов являются 
петли, соединяющие блоки G-тяжей. Петли лате-
рального типа наиболее сильно изменяют геометрию 
G-квадруплексов, однако их воздействие компенси-
руется добавлением в структуру петель диагональ-
ного и пропеллерного типа. Петли диагонального типа 
также достаточно жестко определяют структуру 
квадруплекса, однако создаваемые ими напряжения 
не столь велики, как в случае с латеральными петля-
ми. Оптимальной же геометрией характеризуются 
квадруплексы с петлями пропеллерного типа. 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 
1. Gellert M., Lipsett M., Davies D. // Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 

1962. V. 48. P. 2013–2018.
2. Arnott S., chandrasekaran r., Marttila c.M. // Biochem. J. 

1974. V. 141. P. 537–543.
3. Zimmerman S. // J. Mol. Biol. 1976. V. 106. P. 663–672.
4. Simonsson t. // Biol. chem. 2001. V. 382. P. 621–628.

5. De Lange t. // cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 2005. 
V. 70. P. 197–204.

6. Wright W.e., tesmer V.M., Huffman K.e., Levene S.D., Shay 
J.W. // Genes Dev. 1997. V. 11. P. 2801–2809.

7. Lei M., Podell e.r., cech t.r. // nat. Struct. Mol. Biol. 2004. 
V. 11. P. 1223–1229.

8. Sen D., Gilbert W. // nature. 1988. V. 334. P. 364–366.



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 2  № 4 (7)  2010 | ActA nAturAe | 89

9. Sundquist W.I., Klug A. // nature. 1989. V. 342. P. 825–829.
10. Gilbert D.e., Feigon J. // curr. Opin. Struct. Biol. 1999. V. 9. 

P. 305–314.
11. cogoi S., Xodo L.e. // nucleic Acids res. 2006. V. 34. P. 2536–2549.
12. rankin S., reszka A.P., Huppert J., Zloh M., Parkinson G.n., 

todd A.K., Ladame S., Balasubramanian S., neidle S. // J. Am. 
chem. Soc. 2005. V. 127. P. 10584–10589.

13. Dexheimer t.S., Sun D., Hurley L.H. // J. Am. chem. Soc. 
2006. V. 128. P. 5404–5415.

14. Siddiqui-Jain A., Grand c.L., Bearss D.J., Hurley L.H. // 
Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 2002. V. 99. P. 11593–11598.

15. Hurley L.H., von Hoff D.D., Siddiqui-Jain A., Yang D. // 
Semin. Oncol. 2006. V. 33. P. 498–512.

16. nimjee S.M., rusconi c.P., Sullenger B.A. // Annu. rev. Med. 
2005. V. 56. P. 555–583.

17. Shamah S.M., Healy J.M., cload S.t. // Acc. chem. res. 2008. 
V. 41. P. 130–138.

18. Bock L.c., Griffin L.c., Latham J.A., Vermaas e.H., toole J.J. 
// nature. 1992. V. 355. P. 564–566.

19. Jing n., Zhu Q., Yuan P., Li Y., Mao L., tweardy D.J. // Mol. 
cancer ther. 2006. V. 5. P. 279–286.

20. McMicken H.W., Bates P.J., chen Y. // cancer Gene ther. 
2003. V. 10. P. 867–869.

21. Jayapal P., Mayer G., Heckel A., Wennmohs F. // J. Struct. 
Biol. 2009. V. 166. P. 241–250.

22. Lim K.W., Alberti P., Guédin A., Lacroix L., riou J., royle n.J., 
Mergny J., Phan A.t. // nucl. Acids res. 2009. V. 37. P. 6239–6248.

23. Wang Y., Patel D. // Structure. 1993. V. 1. P. 263–282.
24. Parkinson G.n., Lee M.P.H., neidle S. // nature. 2002. V. 417. 

P. 876–880.
25. Haider S., Parkinson G.n., neidle S. // J. Mol. Biol. 2002. 

V. 320. P. 189–200.
26. Horvath M.P., Schultz S.c. // J. Mol. Biol. 2001. V. 310. P. 367–377.
27. Phillips K., Dauter Z., Murchie A., Lilley D., Luisi B. // J. Mol. 

Biol. 1997. V. 273. P. 171–182.
28. Hud n.V., Smith F.W., Anet F.A., Feigon J. // Biochemistry. 

1996. V. 35. P. 15383–15390.
29. Kankia B.I., Marky L.A. // J. Am. chem. Soc. 2001. V. 123. 

P. 10799–10804.
30. Deng J., Xiong Y., Sundaralingam M. // Proc. natl. Acad. Sci. 

uSA. 2001. V. 8. P. 13665–13670.
31. el Hassan M.A., calladine c.r. // J. Mol. Biol. 1995. V. 251. 

P. 648–664.
32. reshetnikov r., Golovin A., Spiridonova V., Kopylov A., 

Šponer J. // J. chem. theory comput. 2010. V. 6. P. 3003–3014.
33. Patel P.K., Koti A.S., Hosur r.V. // nucl. Acids res. 1999. 

V. 27. P. 3836–3843.
34. Gavathiotis e., Searle M.S. // Org. Biomol. chem. 2003. V. 1. 

P. 1650–1656.
35. Gavathiotis e., Heald r.A., Stevens M.F.G., Searle M.S. // J. 

Mol. Biol. 2003. V. 334. P. 25–36.
36. clark G.r., Pytel P.D., Squire c.J., neidle S. // J. Am. chem. 

Soc. 2003. V. 125. P. 4066–4067.
37. Wang Y., Patel D. // Biochemistry. 1992. V. 31. P. 8112–8119.
38. Patel P.K., Hosur r.V. // nucleic Acids res. 1999. V. 27. 

P. 2457–2464.
39. Patel P.K., Bhavesh n.S., Hosur r.V. // Biochem. Biophys. 

res. commun. 2000. V. 270. P. 967–971.
40. Schultze P., Macaya r.F., Feigon J. // J. Mol. Biol. 1994. V. 235. 

P. 1532–1547.
41. Marathias V.M., Bolton P.H. // nucleic Acids res. 2000. V. 28. 

P. 1969–1977.
42. Marathias V.M., Wang K.Y., Kumar S., Pham t.Q., Swaminathan 

S., Bolton P.H. // J. Mol. Biol. 1996. V. 260. P. 378–394.
43. Mao X., Marky L.A., Gmeiner W.H. // J. Biomol. Struct. Dyn. 

2004. V. 22. P. 25–33.
44. Phan A.t., Kuryavyi V., Luu K.n., Patel D.J. // nucleic Acids 

res. 2007. V. 35. P. 6517–6525.
45. Wang Y., Patel D.J. // Structure. 1994. V. 2. P. 1141–1156.
46. Luu K.n., Phan A.t., Kuryavyi V., Lacroix L., Patel D.J. // J. 

Am. chem. Soc. 2006. V. 128. P. 9963–9970.
47. Dai J., Punchihewa c., Ambrus A., chen D., Jones r.A., Yang 

D. // nucl. Acids res. 2007. V. 35. P. 2440–2450.
48. Dai J., carver M., Punchihewa c., Jones r.A., Yang D. // 

nucl. Acids res. 2007. V. 35. P. 4927–4940.
49. Dai J., chen D., Jones r.A., Hurley L.H., Yang D. // nucl. 

Acids res. 2006. V. 34. P. 5133–5144.
50. Lim K.W., Amrane S., Bouaziz S., Xu W., Mu Y., Patel D.J., Luu 

K.n., Phan A.t. // J. Am. chem. Soc. 2009. V. 131. P. 4301–4309.
51. Zhang Z., Dai J., Veliath e., Jones r.A., Yang D. // nucl. 

Acids res. 2010. V. 38. P. 1009–1021.
52. Hu L., Lim K.W., Bouaziz S., Phan A.t. // J. Am. chem. Soc. 

2009. V. 131. P. 16824–16831.
53. Smith F., Feigon J. // nature. 1992. V. 356. P. 164–168.
54. Wang Y., Patel D.J. // J. Mol. Biol. 1995. V. 251. P. 76–94.
55. Parkinson G.n., cuenca F., neidle S. // J. Mol. Biol. 2008. 

V. 381. P. 1145–1156.
56. Ambrus A., chen D., Dai J., Jones r.A., Yang D. // 

Biochemistry. 2005. V. 44. P. 2048–2058.
57. Phan A.t., Kuryavyi V., Gaw H.Y., Patel D.J. // nat. chem. 

Biol. 2005. V. 1. P. 167–173.
58. Hsu S.D., Varnai P., Bugaut A., reszka A.P., neidle S., Balasu-

bramanian S. // J. Am. chem. Soc. 2009. V. 131. P. 13399–13409.
59. Kuryavyi V., Phan A.t., Patel D.J. // nucl. Acids res. 2010. 

doi: 10.1093/nar/gkq558.
60. Matsugami A., Ouhashi K., Kanagawa M., Liu H., Kanagawa 

S., uesugi S., Katahira M. // J. Mol. Biol. 2001. V. 313. P. 255–269.
61. Phan A.t., Kuryavyi V., Ma J., Faure A., Andréola M., Patel 

D.J. // Proc. natl. Acad. Sci. uSA. 2005. V. 102. P. 634–639.
62. Kettani A., Bouaziz S., Gorin A., Zhao H., Jones r.A., Patel 

D.J. // J. Mol. Biol. 1998. V. 282. P. 619–636.
63. Bouaziz S., Kettani A., Patel D.J. // J. Mol. Biol. 1998. V. 282. 

P. 637–652.
64. Kettani A., Basu G., Gorin A., Majumdar A., Skripkin e., 

Patel D.J. // J. Mol. Biol. 2000. V. 301. P. 129–146.
65. Smith F., Feigon J. // Biochemistry. 1993. V. 32. P. 8682–8692.
66. Haider S.M., Parkinson G.n., neidle S. // J. Mol. Biol. 2003. 

V. 326. P. 117–125.
67. campbell n.H., Patel M., tofa A.B., Ghosh r., Parkinson 

G.n., neidle S. // Biochemistry. 2009. V. 48. P. 1675–1680.
68. Gill M.L., Strobel S.A., Loria J.P. // J. Am. chem. Soc. 2005. 

V. 127. P. 16723–16732.
69. Gill M.L., Strobel S.A., Loria J.P. // nucleic Acids res. 2006. 

V. 34. P. 4506–4514.
70. Balkwill G.D., Garner t.P., Williams H.e.L., Searle M.S. // J. 

Mol. Biol. 2009. V. 385. P. 1600–1615.
71. Sket P., crnugelj M., Plavec J. // Bioorg. Med. chem. 2004. 

V. 12. P. 5735–5744.
72. crnugelj M., Hud n.V., Plavec J. // J. Mol. Biol. 2002. V. 320. 

P. 911–924.
73. Keniry M.A., Strahan G.D., Owen e.A., Shafer r.H. // eur. J. 

Biochem. 1995. V. 233. P. 631–643.
74. Parkinson G.n., Ghosh r., neidle S. // Biochemistry. 2007. 

V. 46. P. 2390–2397.
75. campbell n.H., Parkinson G.n., reszka A.P., neidle S. // J. 

Am. chem. Soc. 2008. V. 130. P. 6722–6724.
76. Webba da Silva M. // Biochemistry. 2003. V. 42. P. 14356–14365.
77. Kettani A., Gorin A., Majumdar A., Hermann t., Skripkin e., 

Zhao H., Jones r., Patel D.J. // J. Mol. Biol. 2000. V. 297. P. 627–644.
78. Webba da Silva M. // Biochemistry. 2005. V. 44. P. 3754–3764.



90 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 4 (7)  2010

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.152.1

Биофармакология ферментных 
конъюгатов: вазопротекторная 
активность супрамолекулярного 
производного супероксиддисмутаза-
хондроитинсульфат-каталаза

А. В. Максименко*, А. В. Ваваев, Л. И. Бурячковская, В. П. Мох, И. А. Учитель, 
В. Л. Лакомкин, В. И. Капелько, Е. Г. Тищенко
Институт экспериментальной кардиологии, Российский кардиологический научно-
производственный комплекс Минздравсоцразвития, 121552, Москва,  
3-я Черепковская ул., 15А 
* E-mail: alexmak@cardio.ru
Поступила в редакцию 07.10.2010 г.

РЕФЕРАТ Показано, что биферментный конъюгат супероксиддисмутазы с каталазой, ковалентно сопряжен
ных друг с другом через хондроитинсульфат – гликозаминогликан эндотелиального гликокаликса (СОД
ХСКАТ) – обладает вазопротекторной активностью при взаимодействии с тромбоцитами и кольцевым 
артериальным фрагментом сосуда крысы, а также при нормализации показателей гемодинамики крыс 
и кроликов в условиях окислительного стресса, вызванного введением пероксида водорода. Биферментный 
конъюгат СОДХСКАТ угнетал агрегацию тромбоцитов; антиагрегантное действие проявлялось благодаря 
комбинированной ферментативной активности и приобретенной надмолекулярной структуре. Влияние 
на тонус артериального фрагмента было эквивалентным для СОД и КАТ в нативном и сопряженном виде. 
Эффективность нормализующего действия конъюгата СОДХСКАТ на величины артериального давления 
и частоты сердечных сокращений у крыс и кроликов была достоверно выше соответствующих показателей 
в контрольных опытах (введение физиологического раствора). Обнаружена возможность использования 
конъюгата СОДХСКАТ в хроническом профилактическом режиме и обоснована целесообразность раз
работки его пероральных форм. Мы предполагаем, что разработка ферментных конъюгатов медицинского 
назначения является перспективным подходом для создания новых лекарственных препаратов.
КлючЕвыЕ СловА антиоксидантная терапия, супероксиддисмутаза, каталаза, хондроитинсульфат, сосуди
стая стенка, окислительный стресс, пероксид водорода, биферментный конъюгат, тромбоциты, артериаль
ный фрагмент, гемодинамика, вазопротекторная активность.
СПиСоК СоКРАщЕНий СОД – супероксиддисмутаза; КАТ – каталаза; ХС – хондроитинсульфат; СОДХС
КАТ – биферментный конъюгат супероксиддисмутазахондроитинсульфаткаталаза; АФК – активные 
формы кислорода; LNNA – NωнитроLаргинин; SNP – нитропруссид натрия; ADP – аденозиндифосфат; 
TRAP – пептидный агонист тромбинового рецептора; NA – норадреналин; АД – среднее артериальное давле
ние; ЧСС – частота сердечных сокращений; ЭКГ – электрокардиограмма; ОТП – обогащенная тромбоцитами 
плазма.

ввЕДЕНиЕ
В тромболитической терапии в качестве лекарств 
широко используются ферменты [1, 2]. Известны 
и «золотая» молекула фибринолиза, и «золотое» вре-
мя тромболизиса, расширяется арсенал биокатализа-
торов, предназначенных для него [3, 4]. Вместе с тем 
ресурс терапевтического применения ферментов 
не исчерпан и ведется поиск их новых форм для ори-
гинальных курсов лечения разных патологий [5, 6].

Сегодня общеизвестно, что развитие многих пато-
логий сопровождается окислительным стрессом [7, 
8]. В состоянии нормы активные формы кислорода 
(АФК) участвуют в процессах клеточного сигналин-
га, а при нарушении окислительно-антиоксидантного 
равновесия в сторону избыточного образования 
АФК – в развитии окислительного стресса. Избыток 
АФК в организме вызывает модификацию макромо-
лекул, нарушение путей метаболизма и прогрессиро-
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вание патологических процессов [9], предотвращению 
и замедлению которых служит превентивное исполь-
зование антиоксидантов [10]. Среди них по высокой 
эффективности своего защитного действия, специ-
фичности и установленному механизму катализиру-
емых реакций выделяются ферменты [11]. Развитие 
подавляющего большинства сердечно-сосудистых 
нарушений включает фазу окислительного стресса. 
Поэтому в кардиологии исследования антиоксидан-
тов проводятся особенно интенсивно.

К антиоксидантным ферментам организма в на-
стоящее время относят супероксиддисмутазу, ката-
лазу, глутатионпероксидазу [9–11]. Автономность 
функционирования двух первых делает их привле-
кательным объектом для разработки антиоксидант-
ного препарата для защиты сердечно-сосудистой 
системы от окислительного стресса. Основываясь 
на указанных преимуществах, мы выбрали cu,Zn-
супероксиддисмутазу (СОД) и каталазу (КАТ) в це-
лях создания комбинированного ферментного анти-
оксидантного производного.

Наш подход опирался на использование биохими-
чески сопряженного действия СОД и КАТ, когда про-
дукт первого ферментативного (СОД) превращения 
(H2

O
2
) становится субстратом для второго (КАТ) с об-

разованием безопасных в этих условиях конечных 
продуктов – воды и молекулярного кислорода [9, 11]. 
Накопление гликозаминогликана эндотелиального 
гликокаликса – хондроитинсульфата (ХС) – в зонах 
начальных атеросклеротических изменений сосудов 
(т.е. в очагах потенциального развития поражения 
сосудистой стенки) [12] явилось основанием для ис-
пользования ХС в качестве «сшивающего» агента-
модификатора для ферментных субъединиц [13]. 
Водорастворимая форма полученного экзогенного 
биферментного конъюгата СОД-ХС-КАТ позволяла 
осуществлять как внутривенное, так и пероральное 
введение. Следует отметить, что линейные разме-
ры молекулы КАТ составляют 10.5 × 10.5 × 5.0 нм 
[14], а СОД – 6.7 × 3.6 × 3.3 нм [15]. Полимерная цепь 
Хc (мол. масса 25–50 кДа) «опутывает» поверхность 
ферментных субъединиц, соединяя их друг с дру-
гом в ковалентный конъюгат [16]. Указанная приро-
да соединения ферментных субъединиц подтверж-
дается данными денатурирующего электрофореза 
[13, 16] и наибольшей антитромботической активно-
стью in vivo биферментного конъюгата в ряду раз-
личных сочетаний составляющих его компонентов, 
что обуславливает его оптимальное внутрисосуди-
стое распределение и наилучшую эффективность 
действия [17]. По молекулярным размерам конъю-
гат входит в нижнюю часть наношкалы, превраща-
ясь в наночастицу (с ориентировочными размерами 
(17–20) × (14–18) × (8–12) нм). Полагают, что физи-

ческие, химические и биологические свойства моле-
кулярных объектов, имеющих наноразмеры, могут 
приобретать уникальный, а иногда и неожиданный 
характер по сравнению со свойствами их компонен-
тов, в частности, из-за квантово-механических эф-
фектов, привносимых образованными структурами.

Рассматривая надмолекулярный конъюгат СОД-
ХС-КАТ как биферментное устройство с размера-
ми наночастицы, в данной работе мы исследовали 
взаимодействие конъюгата с тромбоцитами (как 
происходящим в объеме кровотока) и с кольцевым 
артериальным фрагментом (как осуществляемым 
на поверхности сосудистой стенки), а также на уров-
не целого организма экспериментальных животных 
как в условиях окислительного стресса, моделируе-
мого введением пероксида водорода, так и без него.

ЭКСПЕРиМЕНТАльНАя чАСТь

Материалы
В исследовании были использованы препараты 
cu,Zn-супероксиддисмутазы (СОД), выделенной 
из бычьих эритроцитов, со специфической активно-
стью 3000 eд/мг белка; каталазы (КАТ) из печени 
быка со специфической активностью 11000 Ед/мг бел-
ка; хондроитин-4-сульфат А (мол. масса 25–50 кДа) 
из трахеи быка; бензохинон, диметилформамид, 
β-галактозидаза (из Escherichia coli), ксантин, пе-
роксид водорода, норадреналин, nω-нитро-L-аргинин 
(L-nnA), ацетилхолин, нитропруссид натрия (SnP) 
(все – Sigma, США). Ксантиноксидаза была приоб-
ретена в calbiochem (США), нитротетразолий си-
ний – в Реанал (Венгрия), сефадекс G-25 и сефакрил 
S-300 – в Pharmacia (Швеция). Остальные реаген-
ты – аналитически чистые вещества отечественного 
производства.

Получение биферментного производного СОД-ХС-
КАТ проводили описанным ранее способом [16]. Ве-
совое содержание белка в препарате СОД-ХС-КАТ 
составляло 4–6%, удельная (специфическая) актив-
ность СОД составляла 60 Ед/мг препарата, КАТ – 
140 Ед/мг препарата. Приготовление конъюгата 
СОД-ХС-КАТ с необратимо инактивированными 
формами ферментов осуществляли с предваритель-
ной инактивацией СОД и КАТ после их инкуба-
ции с 0.3 М раствором пероксида водорода (pH 7.0, 
0.02 М фосфатный буфер, комнатная температура, 
3 ч) и при pH 11.8–12.0 (0.05 М naOH, комнатная тем-
пература, 2 ч) соответственно [16].

Методы
Биохимические определения. Содержание белка 
в препаратах определялось по методу Бредфорд. 
Ферментативную активность СОД измеряли по ин-
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гибированию восстановления нитротетразолия си-
него в системе ксантин-ксантиоксидаза, pH 7.8 [13], 
а КАТ – спектрофотометрически по уменьшению 
поглощения (расход пероксида водорода) при длине 
волны 240 нм (pH 7.0, комнатная температура) [16].

Изучение агрегации тромбоцитов. Для изуче-
ния влияния пероксида водорода и СОД-ХС-КАТ 
на агрегацию тромбоцитов использовали кровь здо-
ровых добровольцев, которую получали самотеком 
из кубитальной вены натощак, собирая в пласти-
ковую пробирку с 0.13 М цитратом натрия (pH 7.3). 
Обогащенную тромбоцитами плазму (ОТП) выделя-
ли центрифугированием крови при 180 g в течение 
15 мин. Агрегацию тромбоцитов оценивали с помо-
щью лазерного двухканального анализатора агрега-
ции БИОЛА (модель LA 230-2, фирма НПФ Биола, 
Россия). Кроме традиционного метода регистрации 
светопропускания (метод Борна), агрегация тромбо-
цитов оценивалась на основании анализа флуктуаций 
светового потока, проходящего через образец. Отно-
сительная дисперсия таких флуктуаций пропорцио-
нальна среднему радиусу агрегатов и позволяет ис-
следовать образование микроагрегатов, содержащих 
менее 100 тромбоцитов, а также устранять влияние 
светопоглощающей активности плазмы и процесса 
изменения формы тромбоцитов на точность реги-
страции, что особенно важно для исследования спон-
танной агрегации.

Способность к образованию агрегатов малого раз-
мера (от 3 до 100 клеток) изучали по агрегации – 
спонтанной и индуцированной 0.5 мкМ аденозинди-
фосфата (ADP), 0.5 мкМ серотонина и 1 мкМ trAP 
(пептидный агонист тромбинового рецептора) с помо-
щью метода регистрации среднего размера агрегатов 
(в отн. ед.). Образование агрегатов большого размера 
(свыше 100 клеток) в ответ на 5 мкМ ADP и 6 мкМ 
trAP оценивали по Борну в % светопропускания. 
Объем кюветы агрегометра – 0.3 мл. Исследование 
проводили не позднее 2 ч после взятия крови. 

Адгезию оценивали с помощью сканирующей 
электронной микроскопии. Пробу ОТП (15 мкл) сме-
шивали с физиологическим раствором, H2

O
2
 и/или 

препаратами каталазы и наносили на адгезивную 
поверхность (стекло), инкубировали 15 мин при ком-
натной температуре в закрытом бюксе для предот-
вращения высыхания, осторожно отмывали в физио-
логическом растворе, чтобы снять неприкрепленные 
клетки, и фиксировали в 2.5% глутаровом альдегиде 
1.5 ч. По окончании фиксации образец обезвоживали 
и готовили для микроскопии.

Подсчет тромбоцитов различной формы осущест-
вляли на 25 полях сканирования при увеличении 
2500х на сканирующем электронном микроскопе 

PHILLIPS PSeM 550х и выражали в процентах от об-
щего количества клеток.

Исследование изменений тонуса кольцевого артери-
ального фрагмента крыс. После декапитации крыс 
линии Wistar (самцы массой 350–400 г) вскрыва-
лась брюшная полость и выделялась брюшная аор-
та. Удаленный сегмент аорты тщательно очищался 
от соединительной ткани и нарезался на кольцевые 
фрагменты длиной 3 мм. Фрагменты аорты, надетые 
на иголочки, соединенные с тензодатчиком (опре-
деляющим силовое усилие, производимое в систе-
ме артериальным фрагментом, в мН), погружались 
в раствор Кребса–Хэнсиляйта и продувались карбо-
геном при 37○С и pH 7.4 [18]. Окислительный стресс 
моделировали введением в инкубационный раствор 
пероксида водорода на фоне норадреналиновой (nA) 
преконстрикции (предварительного сокращения ар-
териального фрагмента на введение норадреналина 
перед введением другого стимула). Изменение тонуса 
сосуда оценивалось относительно величины сокра-
щения на 0.1 мкМ nA, принятой за 100%. Произво-
дные антиоксидантных ферментов в разных концен-
трациях вводили за 10 мин до введения пероксида 
водорода. Влияние СОД (10 Ед/мл) на тонус артери-
ального фрагмента определяли введением нативной 
СОД или СОД-ХС-КАТ на фоне nA-преконстрикции. 
Продукция эндогенного nO и его влияние на тонус 
кольцевого артериального фрагмента проверялись 
введением экзогенного ингибитора nO-синтазы 
L-nnA (0.1 мкМ).

Эксперименты in vivo. Переносимость и защитное 
действие производного СОД-ХС-КАТ в условиях 
окислительного стресса, вызванного внутривен-
ным введением пероксида водорода, были изучены 
на самцах кроликов (n = 29) весом 3.65 ± 0.10 кг и сам-
цах крыс линии Wistar (n = 13) весом 427 ± 7 г. Все 
эксперименты проводились на животных, анестези-
рованных кетамином.

Кроликам под кетаминовым наркозом (50–60 мг/кг 
веса) с помощью игл, вклеенных в катетер (диаме-
тром Pe-50), катетеризировали центральную арте-
рию одного уха и краевые вены левого и правого уха. 
После вводного наркоза (55 мк/кг) 5% кетамин про-
должали вводить инфузией с помощью шприцево-
го насоса (SAGe Instruments, США) со скоростью 
36–54 мкл/ч на 1 кг живого веса кролика. В вену дру-
гого уха болюсно вводили физиологический раствор 
или раствор производного СОД-ХС-КАТ, а также 
0.8% раствор пероксида водорода, инфузией со ско-
ростью 0.4 мл/мин в течение 3 мин 2 раза с переры-
вом в 20 мин, необходимого для полного восстановле-
ния параметров после первого введения пероксида 
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водорода и распределения внутривенно введенного 
конъюгата в организме. В остром опыте введение ре-
агентов проводили в следующем порядке: пероксид 
водорода – физиологический раствор (контрольная 
группа) или СОД-ХС-КАТ (опытная или опытно-
профилактическая группа) – пероксид водорода. 
Регистрация среднего артериального давления (АД), 
частоты сердечных сокращений (ЧСС) и электрокар-
диограммы (ЭКГ) во втором отведении проводилась 
на приборе BIOGrAF-4 (Санкт-Петербургский госу-
дарственный университет аэрокосмического прибо-
ростроения, Россия) с компьютеризированной запи-
сью данных с помощью АЦП платы nI 6210 (national 
Instruments, США) и их последующей обработкой 
с помощью программы анализа физиологических сиг-
налов (Е.В. Лукошкова). После регистрации исходных 
параметров АД, ЧСС, ЭКГ (в течение 15 мин) прово-

дили 3-мин введение пероксида водорода с последу-
ющей 10-мин записью показателей АД, ЧСС и ЭКГ. 
Суммарная доза пероксида водорода, полученная 
животным за весь период эксперимента, составляла 
0.31 мкмоль/кг. В контрольной группе n = 12, в опыт-
ных группах n = 15.

Крысам линии Wistar под кетаминовым наркозом 
(100 мг/кг) вживляли катетеры (диаметром Pe-50) 
в сонную артерию и яремную вену. Протокол экс-
перимента был таким же, как и ранее описанный, 
за исключением одного: пероксид водорода вводили 
на 2 мин дольше, чтобы получить сходные эффекты 
на параметры гемодинамики. Суммарная доза перок-
сида водорода, полученная крысами за весь период 
эксперимента, составила 4.5 мкмоль/кг. После про-
веденных экспериментов все животные оставались 
живы.

Рис. 1. Агрегация тромбоцитов, индуцированная 600 мкМ H
2
O

2
. Микрофотографии А–В показывают состав 

тромбоцитарных агрегатов на разных стадиях их образования, график внизу иллюстрирует динамику агрегации 
тромбоцитов. А – Одиночные тромбоциты до начала агрегации в основном имеют дисковидную форму. Б – Об-
разец, взятый на пике агрегации; агрегаты с плотным ядром в центре и слабо прикрепленными тромбоцитами 
по периферии (рыхлость структуры периферической области в увеличенном виде показана на вставке). В – Об-
разец взят на 5-й мин агрегации; размер агрегатов уменьшился, по периферии отсутствуют слабо прикреплен-
ные тромбоциты; при большем увеличении на вставке видно слияние тромбоцитов в агрегате. Увеличение 2500х, 
на вставках 5000х.
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В отдельной серии экспериментов на кроликах 
(n = 8) исследовали переносимость производного СОД-
ХС-КАТ по влиянию разных доз (терапевтической 
1.5 мг препарата на 1 кг веса животного, а также 7.5 
и 15 мг/кг) на среднее АД и ЧСС, как и на ЭКГ. После 
15 мин контрольной регистрации АД, ЧСС (принятых 
за 100%) и ЭКГ вводили первую дозу производного 
СОД-ХС-КАТ (1.5 мг/кг) и записывали в течение 15 
мин АД, ЧСС и ЭКГ, затем вводили следующую дозу 
СОД-ХС-КАТ (7.5 мг/кг) и через 20 мин – другую (15 
мг/кг), в 10 раз превышающую терапевтическую, 
с записью гемодинамических параметров и ЭКГ. Жи-
вотные, получившие суммарно 16-кратную терапев-
тическую дозу производного СОД-ХС-КАТ, через 3 
сут использовались для оценки профилактическо-
го действия биферментного конъюгата при окисли-
тельном стрессе (как это описано выше) в сравнении 
с эффектами его острого применения и контрольного 
эксперимента на интактных кроликах, которым пред-
варительно ничего не вводили.
Определение статистически значимых различий. 
Полученные результаты представлены как сред-
нее значение ± ошибка среднего (+Se, n – количе-
ство животных). Сравнение двух групп проводили 
с применением двухстороннего критерия Стьюдента 
(статистическая значимость различий оценивалась 
при p < 0.01). Если групп сравнения было более двух, 
статистическую обработку вели методом AnOVA 
(p < 0.01).

РЕзульТАТы и оБСуЖДЕНиЕ

Действие СОДХСКАТ на тромбоциты 
В условиях нормы пероксид водорода служит мо-
лекулой внутри- и межклеточной передачи сигна-
ла. В интервале концентраций 20–50 мкМ пероксид 
водорода обладает ограниченной цитотоксичностью 
для многих типов клеток; в физиологических усло-
виях концентрация пероксида водорода более 50 мкМ 
считается высокой [19]. В экспериментах in vitro до-
бавление 50–2000 мкМ пероксида водорода приво-
дило к агрегации тромбоцитов (рис. 1). Методами 
сканирующей электронной микроскопии показа-
но, что на максимуме агрегационного ответа обра-
зовавшиеся агрегаты состоят в центральной части 
из плотно связанных тромбоцитов, а в перифериче-
ской – из слабо связанных (рис. 1Б). К 5-й мин про-
цесса размер агрегатов снижался, а их структура 
становилась настолько плотной, что не удавалось 
различить отдельные клетки (рис. 1В). Уменьшение 
размеров агрегатов происходило как за счет диссоци-
ации слабо связанных тромбоцитов от агрегационных 
центров, так и благодаря уплотнению центральных 
областей агрегатов. Превентивно добавленная в кю-

вету агрегометра нативная КАТ в дозе 3000 Ед су-
щественно снижает агрегационный эффект 300 мкМ 
пероксида водорода (рис. 2). Конъюгат СОД-ХС-КАТ 
нивелирует его уже в дозе 400 Ед КАТ-активности, 
демонстрируя повышенную дозозависимую анти-
оксидантную эффективность действия в сравне-
нии с КАТ. Сами КАТ и ХС не оказывают влияния 
на агрегацию тромбоцитов.

Присутствие 300 мкМ H2
O

2
 усиливает активацию 

тромбоцитов, регистрируемую по их агрегации, вы-
званную разными по механизму действия индук-
торами – ADP, серотонином и trAP (рис. 3). Пре-
вентивно введенные в ОТП 3000 Ед КАТ- или 400 Ед 
КАТ-активности конъюгата СОД-ХС-КАТ предупре-
ждают активирующее действие H

2
O

2
 (кривые 4 и 5 

на рис. 3А, 3Б, 3В соответственно). Применение конъ-
югата СОД-ХС-КАТ подтверждает его повышен-
ную антиоксидантную активность, превосходящую 
действие КАТ. Эффект оказался дозозависимым, 

Рис. 2. Влияние пероксида водорода и производных 
КАТ и СОД-ХС-КАТ на агрегацию тромбоцитов. Кри-
вая спонтанной агрегации тромбоцитов (1); агрегации 
в присутствии 300 мкМ Н

2
О

2
 (2); при введении в кю-

вету сначала 3000 Ед КАТ, а затем 300 мкМ Н
2
О

2
 (3); 

при введении сначала 400 Ед КАТ-активности конъюга-
та СОД-ХС-КАТ, а затем 300 мкМ Н

2
О

2
 (4).
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достигая наибольших значений (существенно не из-
меняющихся при дальнейшем увеличении дозы в кю-
вете агрегометра) при 3000 и 400 Ед КАТ-активности 
для КАТ и СОД-ХС-КАТ соответственно.

Благодаря каталазной активности производные 
КАТ и СОД-ХС-КАТ нивелировали действие H

2
O

2
 

на тромбоциты (рис. 2 и 3). Вместе с тем показано, 
что тромбоциты сами могут генерировать актив-
ные формы кислорода [20]. С этим согласуется ин-
гибирующее действие производных СОД-ХС-КАТ 
на ADP-индуцированную агрегацию тромбоцитов 
(рис. 4), когда эффект производного КАТ-ХС был 
весьма умеренным, а КАТ не обладала им вовсе (дан-
ные не приводятся). Биферментный конъюгат про-
являл свое антиагрегатное действие как благодаря 
присутствию ферментативных активностей (кривые 
1 и 2 на рис. 4), так и посредством своей уникальной 
надмолекулярной структуры, созданной с участием 
ХС (кривые 1 и 3 на рис. 4) [11, 17]. Действительно, 
сходная с СОД-ХС-КАТ по молекулярным размерам 
β-галактозидаза, использованная по той же схеме 
эксперимента в эквимолекулярных по белку кон-
центрациях, не ингибировала индуцированную ADP 
агрегацию тромбоцитов. 

Действие СОД-ХС-КАТ проявлялось в ингибиро-
вании агрегации тромбоцитов, индуцированной ADP, 

серотонином или trAP (индукторами с разным ме-
ханизмом действия и при их разных концентрациях) 
(рис. 5). Это новое качество СОД-ХС-КАТ, не при-
сущее в этих условиях его компонентам по отдель-
ности.

Распластывание тромбоцитов на адгезивной по-
верхности является одной из критических стадий го-
меостаза, индуцирующих каскад реакций, ведущих 
к формированию тромба. Адгезия и распластывание 
тромбоцитов происходит при их нанесении на стекло 
(рис. 6А). В присутствии H2

O
2
 количество распластан-

ных тромбоцитов возрастает (рис. 6Б), но при пред-
варительном добавлении конъюгата СОД-ХС-КАТ 
на стекло (рис. 6В) или в ОТП (рис. 6Г) распластан-
ные тромбоциты в образце полностью отсутствуют. 
Сходная картина наблюдается при нанесении ОТП 
с СОД-ХС-КАТ на стекло с предварительно нане-
сенным H

2
O

2
 (рис. 6Д). При добавлении ОТП с КАТ 

количество распластанных тромбоцитов значитель-
но сокращалось (рис. 6Е). Заметим, что свободный 
ХС не проявлял антиагрегационного ингибирования 
против пероксида водорода. Вероятно, такой эффект 
биферментного конъюгата связан с его адгезивными 
и антиоксидантными свойствами, позволяющие ему, 
с одной стороны, защищать поверхность от адгезии 
тромбоцитов, а с другой – нейтрализовать H

2
O

2
, ко-

Рис. 3. Влияние КАТ и СОД-ХС-КАТ на агрегацию тромбоцитов, индуцированную ADP (А), серотонином (Б) 
и TRAP (В) в присутствии Н

2
О

2
. А – Кривые агрегации тромбоцитов в присутствии 0.5 мкМ ADP (1), 300 мкМ Н

2
О

2
 

(2), 0.5 мкМ ADP и 300 мкМ Н
2
О

2
 (3), превентивно введенных в кювету 3000 Ед КАТ и 0.5 мкМ ADP с 300 мкМ 

Н
2
О

2
 (4) и 400 Ед КАТ-активности СОД-ХС-КАТ и 0.5 мкМ ADP с 300 мкМ Н

2
О

2
 (5). Б – Кривые агрегации тромбо-

цитов в присутствии 0.5 мкМ серотонина (1), 300 мкМ Н
2
О

2
 (2), 0.5 мкМ серотонина и 300 мкМ Н

2
О

2
 (3), превен-

тивно введенных в кювету 3000 Ед КАТ и 0.5 мкМ серотонина с 300 мкМ Н
2
О

2
 (4) и 400 Ед КАТ-активности СОД-

ХС-КАТ и 0.5 мкМ серотонина с 300 мкМ Н
2
О

2
 (5). В – Кривые агрегации тромбоцитов в присутствии 1 мкМ TRAP 

(1), 300 мкМ Н
2
О

2
 (2), 1 мкМ TRAP и 300 мкМ Н

2
О

2
 (3), предварительно введенных в кювету 3000 Ед КАТ и 1 мкМ 

TRAP и 300 мкМ Н
2
О

2
 (4), 400 Ед КАТ-активности СОД-ХС-КАТ и 1 мкМ TRAP с 300 мкМ Н

2
О

2
 (5). 

Представлены типичные кривые из 4–5 экспериментов.
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торый усиливает адгезию и распластывание тромбо-
цитов на стекле.

Полученные результаты указывают на выражен-
ное антиоксидантное дозозависимое действие бифер-
ментного конъюгата СОД-ХС-КАТ при индуцирован-
ной агрегации тромбоцитов в присутствии пероксида 
водорода. Антиагрегационная активность конъюгата 
СОД-ХС-КАТ достоверно выше таковой для других 
производных КАТ и проявляется в широком интер-
вале условий при стимулировании тромбоцитарной 
агрегации разными по механизму действия индукто-
рами (ADP, серотонин, trAP) как с пероксидом водо-
рода, так и без него. Последнее демонстрирует новое 
качество антитромбоцитарного потенциала СОД-ХС-
КАТ, отсутствующее у нативных, входящих в его со-
став ферментов и свободного ХС, и обусловленное его 
молекулярными составом и размерами. Такая сово-
купность свойств биферментного конъюгата СОД-
ХС-КАТ определяет перспективность его биофарма-
цевтической разработки для целей антиоксидантной 

терапии и продуктивность получения ферментных 
конъюгатов лечебного назначения.

Изменения тонуса кольцевого артериального фраг
мента сосуда крысы
Окислительный стресс тонуса кольцевого фрагмен-
та брюшной аорты крысы моделировали введени-
ем в инкубационный раствор пероксида водорода 
на фоне норадреналиновой преконстрикции. Послед-
няя составляла 50–60% от максимально возможного 
сокращения артериального фрагмента, что позволя-
ло фиксировать и сокращение, и расслабление. Из-
менение тонуса сосуда оценивалось относительно 
величины сокращения в ответ на 0.1 мкМ nA, взя-
того по величине интервала за 100% (для градации 
величины изменений тонуса), а по исходному уровню 
эксперимента – за ноль (для указания направления 
изменений тонуса – сокращение или расслабление). 
Пероксид водорода вызывал дозозависимое сокра-
щение фрагмента сосуда. При концентрации H2

O
2
 

0.01 мМ наблюдалось небольшое (10–12%) увеличе-
ние тонуса, при 0.1 мМ H

2
O

2
 оно возрастало (48–50%) 

с последующим возвращением к исходному уровню 
nA преконстрикции (расслабление 0–3%). При кон-
центрации 1.0 мМ H

2
O

2
 отмечалось быстрое сокраще-

ние артериального фрагмента (88–90%), которое сме-
нялось фазой расслабления (68–70%). Таким образом, 
предложенная модель обнаружила дозозависимое 
действие пероксида водорода и оказалась пригодной 
для экспериментального изучения влияния АФК 
на тонус сосудистого фрагмента.

После трехкратной отмывки и 15-мин периода по-
коя фрагмент сосуда подвергался повторному воздей-
ствию nA и пероксида водорода в использованных 
ранее концентрациях (0.01–1.0 мМ). Уровень функци-
ональной активности сосудистого фрагмента при по-
вторном ответе снижался с ростом используемых 
концентраций пероксида водорода как в отношении 
второго введения nA, так и величины сокращения 
при повторном введении H

2
O

2
 (рис. 7). Достоверное 

уменьшение повторного сокращения артериального 
фрагмента на вторичное введение больших концен-
траций пероксида водорода служит мерой сохран-
ности сосудистых реакций.

Введение нативной КАТ на фоне индуцированной 
nA преконстрикции не оказывало влияния на тонус 
сосуда в любой из использованных концентраций. 
Реакция на введение 1.0 мМ H

2
O

2
 в присутствии КАТ 

существенно уменьшалась в отношении сокращения 
и расслабления. В концентрации 1000 Ед/мл КАТ-
эффект 1.0 мМ H

2
O

2
 снижался до 16% сокращения. 

КАТ проявляла дозозависимое защитное действие 
против стимуляции сосудистого фрагмента перокси-
дом водорода.

Рис. 4. Влияние производных СОД-ХС-КАТ на агре-
гацию тромбоцитов, индуцированную 0.5 мкМ ADP. 
Кривые агрегации в ответ на 0.5 мкМ ADP (1) и пред-
варительно введенных в кювету в эквимолярных 
концентрациях по белку, соответствующих 400 Ед 
КАТ-активности конъюгата СОД-ХС-КАТ: СОД-ХС-
КАТ (2), СОД

инакт.
-ХС-КАТ

инакт.
 (3), СОД-ХС-КАТ

инакт.
 (4), 

СОД
инакт

.-ХС-КАТ (5). Представлены типичные кривые 
из 3–5 экспериментов.
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Рис. 5. Влияние 
биферментного 
конъюгата СОД-
ХС-КАТ (400 Ед 
КАТ-активности 
в кювете, кривая 
2) на агрегацию 
тромбоцитов, 
индуцирован-
ную (кривая 
1): 0.5 мкМ (А) 
и 5.0 мкМ (Г) 
ADP; 0.5 мкМ 
(Б) и 5.0 мкМ (Д) 
серотонина; 1 
мкМ (В) и 6 мкМ 
(Е) TRAP. Пред-
ставлены типичные 
кривые из 3–6 
экспериментов. 
По оси ординат – 
средний размер 
агрегатов (в отн. 
ед., А–В, Д) 
или степень свето-
пропускания (в %, 
Г и Е).
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Рис. 6. Адгезия тромбоцитов на стекле. Электронные 
микрофотографии, полученные с помощью СЭМ 
PHILLIPS PSEM 550х (увеличение 2500х). Адгезия 
тромбоцитов на стекле с добавлением к ОТП: физио-
логического раствора (А), Н

2
О

2
 (Б), СОД-ХС-КАТ 

(Г). Адгезия тромбоцитов на стекле, предварительно 
обработанным СОД-ХС-КАТ с последующим нанесе-
нием ОТП с Н

2
О

2
 (В). Адгезия тромбоцитов на стекле, 

предварительно обработанном Н
2
О

2
 с последующим 

нанесением ОТП с СОД-ХС-КАТ (Д) или ОТП с КАТ (Е). 

А Б

В Г

Д Е

5 мкм 5 мкм

5 мкм5 мкм

5 мкм 5 мкм

Рис. 7. Первый и повторный ответы фрагмента аорты 
на NA и H

2
O

2
. А – Записи изменений тонуса артериаль-

ного фрагмента (по оси ординат) первого и повтор-
ного ответа на NA и H

2
O

2
. Б – Величина повторного 

ответа на норадреналин, за 100% принята величина 
первого сокращения в ответ на NA. В – величина 
первого (закрашенные столбцы) и повторного (неза-
крашенные столбцы) сокращения, вызванного H

2
O

2 
в разных концентрациях.
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Предварительная инкубация артериального фраг-
мента с КАТ существенно влияла на сохранность по-
вторных ответов на nA и пероксид водорода (рис. 8). 
При концентрации КАТ 100 Ед/мл и выше сохра-
нялась величина повторного ответа на nA, тогда 
как в отсутствие фермента она снижалась в 3–4 раза 
(рис. 8Б). Присутствие КАТ при первом добавле-
нии H

2
O

2
 увеличивало повторный сократительный 

и дилятационный ответ (по сравнению с контролем), 
а при использовании 1000 Ед/мл КАТ – повторный 
ответ достоверно превосходил первый (рис. 8В и 8Г). 
Поскольку без КАТ сосудистые реакции на повтор-
ное действие nA и H

2
O

2
 заметно снижаются, защит-

ное действие КАТ очевидно. Данные, полученные 
при использовании 0.1 мМ H

2
O

2
 для 25–500 Ед/мл 

КАТ, подтверждают это заключение.
Превентивный характер действия антиоксидант-

ных средств подразумевает проявление их защитно-
го эффекта уже при начальном превышении физио-
логического уровня АФК. Поэтому мы использовали 
0.1 мМ H

2
O

2
 для оценки сравнительной эффектив-

ности защитного действия КАТ и конъюгата СОД-
ХС-КАТ в нашей экспериментальной модели в тесте 
на сохранность функционирования сосуда (рис. 9). 
Производные КАТ использовались в одинаковых 
концентрациях по каталазной активности (Ед/мл). 
Нативная КАТ и конъюгат СОД-ХС-КАТ сохраняли 
уровень ответа на повторное введение nA (рис. 9Б), 
сравнимое с контрольными показателями. В концен-
трационном диапазоне 25–100 Ед/мл каталазной ак-
тивности производные КАТ и СОД-ХС-КАТ прояв-
ляли сходный по величине защитный эффект против 
действия 0.1 мМ H

2
O

2
. При концентрации 500 Ед/мл 

конъюгат СОД-ХС-КАТ снижал амплитуду ответа 
на H

2
O

2 
более эффективно, чем КАТ. Выраженное 

защитное действие СОД-ХС-КАТ может быть свя-
зано с его сродством к сосудистой стенке (благодаря 
конъюгированию СОД с КАТ через гликозаминогли-
кан эндотелиального гликокаликса ХС [11, 17]) и/или 
с присутствием в модельной системе СОД и эндоген-
ного nO. Оценивать сорбцию ферментных произво-
дных в используемой системе затруднительно из-
за протекания в ней сосудистых реакций не только 
изнутри наружу, но и снаружи внутрь сосуда (т.е. 
при возможности инициирующего действия стимула 
как на интиму, так и адвентицию сосудистой стенки) 
[21], а оценить защитное действие СОД в отношении 
nO вполне возможно.

Это действие оказалось достаточно выражен-
ным для нативной СОД и СОД-ХС-КАТ на nA-
преконстрикцию артериального фрагмента (рис. 10). 
Оба производных вызывали достоверное расслабле-
ние сосуда. Это предполагает, что наблюдаемая ди-
латация обусловлена сохранением эндогенного nO, 

Рис. 8. Дозозависимое влияние нативной каталазы 
на тонус артериального фрагмента при повторном 
введении норадреналина и 1.0 мM пероксида водо-
рода. А – Записи изменений тонуса артериального 
фрагмента (по оси ординат). Б – Величина повторного 
ответа на норадреналин. За 100% принята величина 
первого сокращения на NA. Величина первого (закра-
шенные столбцы) и второго (незакрашенные столбцы) 
сокращения (В) и расслабления (Г) артериального 
фрагмента в ответ на введение 1.0 мM H

2
O

2
.
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Б
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Рис. 9. Сравнение защитного действия КАТ и СОД-ХС-КАТ в условиях окислительного стресса, вызванного 
0.1 мM Н

2
О

2
. А – Запись сокращения фрагмента аорты (по оси ординат). Б – Величина повторного ответа на NA 

после добавления разных концентраций КАТ (коричневые столбцы) и СОД-ХС-КАТ (синие столбцы), одинаковых 
(в сопоставляемой паре сравнения) по каталазной активности. В и Г – Сокращения фрагмента аорты при со-
ответственно первом (В) и повторном (Г) ответах на 0.1 мM H

2
O

2
 в присутствии (в первом ответе) указанных 

концентраций КАТ (слева в паре сравнения) и СОД-ХС-КАТ (справа в паре сравнения) по каталазной активности 
(Ед/мл).
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Рис. 10. Влияние СОД-активности на тонус артериального фрагмента. Записи изменений тонуса фрагмента 
аорты (по оси ординат) при введении 10 Ед/мл нативной СОД (А) или такой же концентрации по активности СОД 
конъюгата СОД-ХС-КАТ (Б) на фоне норадреналиновой преконстрикции. В – Изменение сосудистого тонуса 
при введении норадреналина, N-нитро-L-аргинина (L-NNA), ацетилхолина, нативной СОД и нитропруссида натрия 
(SNP). Сходные кривые получены при выполнении 3–4 экспериментов.
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потому что СОД нейтрализует супероксид-радикал, 
который способен превращать nO в пероксинитрит, 
не обладающий вазодилатирующими свойствами. 
Экспериментальным подтверждением этому явля-
ется эффект ингибитора nO-синтазы, nω-нитро-L-
аргинина (L-nnA), который вызвал повышение со-
судистого тонуса (рис. 10В). Этот эффект показал 
выраженное ингибирование активности nO-синтазы 
и развитие сократительного ответа из-за дефицита 
дилатационного влияния эндогенного nO. Введение 
ацетилхолина (как индуктора сосудистого рассла-
бления посредством воздействия на эндотелиаль-
ные рецепторы, запускающие работу nO-синтазы) 
не давало отклика, что указывает на эффективное 
ингибирование nO-синтазы. На фоне L-nnA введе-
ние 10 Ед/мл СОД-активности не вызывало эффекта, 
что подтверждает роль эндогенного nO в наблюда-
емом ранее расслаблении артериального фрагмен-
та. Введение донора nO – нитропруссида натрия 
(SnP) – вызывало дилатацию (рис. 10В), т.е. сосуди-
стый фрагмент не потерял способность расслаблять-
ся под действием nO. Увеличение биодоступности 
nO при использовании конъюгата СОД-ХС-КАТ 
(рис. 10Б), сходное по величине с эффектом нативной 
СОД (рис. 10А), демонстрирует эффективность вазо-
протекторного действия биферментного конъюгата 
благодаря активности его СОД-компонента.

Биферментный конъюгат СОД-ХС-КАТ в целом 
достоверно проявляет свои вазопротекторные свой-
ства благодаря активности его обоих ферментных 
компонентов (СОД и КАТ), не уступая по эффектив-
ности действия нативным формам биокатализаторов. 
Это убедительно указывает на целесообразность био-
фармацевтической разработки конъюгата СОД-ХС-
КАТ как лекарственного кандидата. Такой статус, 
конечно, требует оценки эффективности и безопас-
ности разрабатываемого производного в системах in 
vivo.

Вазоактивность конъюгата СОДХСКАТ in vivo
Внутривенное болюсное введение кроликам разных 
доз (в десятикратном диапазоне) конъюгата СОД-
ХС-КАТ продемонстрировало, что показатели АД 
и ЧСС отклонялись не более чем на 4% от средних 
значений у интактных наркотизированных живот-
ных. На ЭКГ кроликов не обнаружено изменений 
St-интервала, нарушений ритма, проводимости 
и других показателей даже при 10-кратных эффек-
тивных дозах введения конъюгата. Тестирование 
однократного внутрибрюшного введения СОД-ХС-
КАТ мышам линии BALB/c и мышам-гибридам F1 
(cBAxc57B16) обнаружило низкую острую токсич-
ность конъюгата и отсутствие у него в тесте Эймса 
мутагенных свойств. Эти данные, вместе с отмечен-

ной выше хорошей переносимостью организмом жи-
вотных конъюгата СОД-ХС-КАТ и его выраженной 
антитромботической активностью [11, 17], подтверж-
дают целесообразность его дальнейшего биомедицин-
ского изучения.

Первое введение пероксида водорода интактным 
кроликам (кривая 1 на рис. 11А) вызывало резкое 
снижение АД (до 60% от первоначального уровня), 
которое в течение 10 мин восстанавливалось в кон-
трольной группе до 90% от исходного уровня. Сход-

Рис. 11. Изменение АД (А) и ЧСС (Б, оба в % от ис-
ходного) у анестезированных кроликов при окисли-
тельном стрессе (инфузия 0.8% пероксида водорода) 
в контрольной (болюсное введение физиологического 
раствора, кривая 1, n = 12) и опытной (болюсное вве-
дение конъюгата СОД-ХС-КАТ, кривая 2, n = 9) груп-
пах. Кривая 3 относится к опытной профилактической 
группе кроликов, получавших конъюгат СОД-ХС-КАТ 
за 3 сут до проведения этого эксперимента с перокси-
дом водорода и после его первого введения (n = 6). 
Стрелками показаны моменты начала и окончания 
инфузии пероксида водорода и болюсного введения 
физиологического раствора или конъюгата СОД-ХС-
КАТ (1.5 мг/кг).
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ные изменения АД наблюдались в опытной группе 
(кривая 2 на рис. 11А). Интересно отметить, что про-
филактическое введение производного СОД-ХС-КАТ 
за трое суток до эксперимента с пероксидом водоро-
да (рис. 11) достоверно предупреждало падение АД, 
вызывая сначала лишь его небольшие колебания, 
сглаживая их и удерживая в дальнейшем показате-
ли АД около исходного уровня (кривая 3 на рис. 11А). 
Превентивное введение СОД-ХС-КАТ обеспечивало 
его профилактический эффект и в отношении ЧСС 
кроликов (кривая 3 на рис. 11Б) в сравнении с дан-
ными контрольной (кривая 1 на рис. 11Б) и опытной 
(кривая 2 на рис. 11Б) групп. 

После 10-мин распределения биферментного конъ-
югата в организме кроликов, который не изменял по-
казателей центральной гемодинамики, повторно (на 
20-й мин) вводился пероксид водорода в той же дозе 
и с той же скоростью. Его вторая инфузия вызывала 
более глубокие изменения АД и ЧСС (рис. 11). В ходе 
восстановления АД наблюдались две стадии: бы-
страя, в течение первых 5 мин, и медленная. 

В опытной группе после введения производного 
СОД-ХС-КАТ реакция АД и ЧСС на вторую повреж-
дающую дозу пероксида водорода была достоверно 
меньше, а восстановление быстрее, чем в контроль-
ной группе (рис. 11). 

ЭКГ у кроликов после первого введения перок-
сида водорода существенно не изменялась, хотя 
в контрольной группе наблюдалось некоторое сни-
жение St-сегмента. При повторном введении пе-
роксида водорода отмечались наибольшие подъемы 
St-интервала, особенно при затрудненном дыхании 
у кроликов. На 5–8 мин наблюдалась желудочковая 
экстрасистолия с одиночными или групповыми экс-
трасистолами. Если одышка отмечалась у кроликов 
уже после первого введения пероксида водорода, 
то при повторном введении наблюдалось затруд-
ненное дыхание, бронхоспазмы, более выраженные 
в контрольной группе.

Первое введение пероксида водорода крысам вы-
зывало первоначальное кратковременное (не более 
1 мин) повышение АД на 3–5% с его последующим 
снижением на 15% и полным восстановлением в те-
чение 10 мин (рис. 12А). В этих условиях ЧСС сни-
жалась на 3–5% и в течение 10 мин восстанавлива-
лась до уровня 96–98% (кривые 1 и 2 на рис. 12Б). 
Введение производного СОД-ХС-КАТ не изменя-
ло параметры гемодинамики и ЭКГ у крыс. После 
распределения в организме в течение 10 мин би-
ферментного конъюгата крысам повторно вводи-
ли пероксид водорода. Наблюдались более резкие 
(по сравнению с первой инфузией) изменения АД 
и ЧСС. Снижение АД доходило до 52% уровня в кон-
трольной группе и до 73% уровня в опытной груп-

пе (кривые 1 и 2 соответственно, p < 0.05, рис. 12А). 
В контроле восстановление АД было значительно 
медленнее. Статистически значимое различие в вос-
становлении АД в опытной и контрольной группах 
наблюдались уже с первых минут.

Форма сигнала ЭКГ крыс в период эксперимента 
существенно не менялась, хотя количество отдель-
ных желудочковых экстрасистол возрастало в обеих 
группах животных, особенно при повторном введе-
нии пероксида водорода.

Итак, биферментный конъюгат СОД-ХС-КАТ об-
ладал достоверной способностью предупреждать 
изменения гемодинамики, вызываемые пероксидом 
водорода, у двух видов животных. Конъюгат СОД-
ХС-КАТ успешно противодействовал прямому влия-
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Рис. 12. Изменение АД (А) и ЧСС (Б, оба в % от исхо-
дного значения) у анестезированных крыс. Стрелками 
показаны моменты начала и окончания внутривенной 
инфузии 0.8% пероксида водорода (окислительный 
стресс) и болюсного введения физиологического рас-
твора (n = 6, контрольная группа, кривая 1) или конъю-
гата СОД-ХС-КАТ (n = 7, опытная группа, кривая 2).
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нию пероксида водорода на гладкомышечные и сер-
дечные клетки [22], вероятно, за счет нейтрализации 
как супероксид-радикала, так и пероксида водорода. 
Действие СОД-ХС-КАТ достоверно проявлялось пе-
ред повторным введением пероксида водорода, когда 
антиоксидантная защита организма была уже осла-
блена первым введением H

2
O

2
.

Профилактический эффект конъюгата СОД-ХС-
КАТ был выражен гораздо сильнее у тех кроликов, 
которым вводили высокие дозы конъюгата за 3 
дня до острого опыта. При этом полностью предот-
вращалось снижение АД и ЧСС в ответ на первое 
введение пероксида водорода. Это наилучший ан-
тиоксидантный эффект по сравнению с другими ис-
следованными в нашей работе случаями. Вероятно, 
превентивно введенный конъюгат мог напрямую 
и/или опосредованно обеспечивать успешное про-
тиводействие острому эффекту пероксида водорода. 
Значение каталазной активности подтверждается 
также необходимостью ее присутствия при опыт-
ной терапии лецитинизированной СОД мышей с ин-
дуцированным блеомицином легочным фиброзом 
[23]. На колоколообразной кривой дозозависимости 
эффекта лечебное действие лецитинизированной 
СОД (в области ее высоких доз) восстанавливалось 
дополнительным введением КАТ, устраняющим на-
копление пероксида водорода. Присутствие в би-
ферментном конъюгате сопряженных друг с другом 
супероксиддисмутазной и каталазной активностей 
оптимизировало его антитромботическое действие 
[9, 17] и обеспечивало безопасную нормализацию 
АД и ЧСС при возмущающем эффекте пероксида 
водорода (рис. 11 и 12). Отмеченная в других иссле-
дованиях эффективность перорального [24] и ин-
галяционного [23] применения модифицированной 
формы СОД указывает на актуальность разработки 
пероральных форм СОД-ХС-КАТ для профилак-
тических потребностей антиоксидантной терапии 
[25].

вывоДы
Данные настоящего исследования показывают ре-
альную возможность получения надмолекулярных 
ферментных конъюгатов, потенциально эффектив-
ных и безопасных для целей практической медици-
ны. Ковалентное сшивание ферментных субъединиц 
обеспечивает взаимную стабилизацию активности 
биокатализаторов. Рост молекулярной массы полу-
чаемого при этом конъюгата (по сравнению с исхо-
дными белковыми компонентами) и включение в его 

состав хондроитинсульфата – гликозаминоглика-
на эндотелиального гликокаликса – способствует 
вазопротекторной активности производного СОД-
ХС-КАТ у люминальной поверхности сосудистой 
стенки. Лечебный эффект экспериментальной те-
рапии конъюгатом СОД-ХС-КАТ определяется ко-
валентным сопряжением супероксиддисмутазной 
и каталазной активностей биокатализаторов, спо-
собствующим их комбинированному каталитическо-
му действию с образованием безопасных конечных 
продуктов ферментативного превращения. Возни-
кающая надмолекулярная структура бифермент-
ного наноконъюгата обуславливает появление у него 
нового качества – антиагрегационной активности 
при индуцированной агрегации тромбоцитов. Ак-
тивность компонентов СОД-ХС-КАТ проявляется 
на высоком уровне: влияние супероксиддисмутаз-
ной и каталазной активностей конъюгата на тонус 
сосудистого фрагмента сходно с таковым у натив-
ных ферментов; заметен вклад в антиагрегационный 
эффект конъюгата хондроитинсульфата. Отмечен-
ные свойства определяют наибольшее антиокси-
дантное действие конъюгата СОД-ХС-КАТ среди 
различных сочетаний его компонентов. Хорошая 
переносимость организмом производного СОД-ХС-
КАТ, его удовлетворительная острая токсичность, 
нормализующее действие на показатели гемоди-
намики при окислительном стрессе, выраженный 
профилактический эффект делают биферментный 
конъюгат перспективным лекарственным кандида-
том. Представленные исследования иллюстрируют 
новый путь разработки ферментных конъюгатов 
медицинского назначения. 
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РЕФЕРАТ На основе результатов протеомных исследований тканей простаты от пациентов со злокачествен
ными и доброкачественными опухолями, а также ряда культивируемых клеточных линий человека создан 
информационный ресурс – база данных «Протеомика рака простаты» («ПРП», http://ef.inbi.ras.ru). «ПРП» 
содержит семь взаимосвязанных модулей, в состав каждого из которых входят протеомные и биомеди
цинские данные о белках объекта исследований, представленные на четырех информационных уровнях. 
Основа модулей – синтетические двумерные карты (первый информационный уровень), представляющие 
собой обобщенные результаты фракционирования белков методом двумерного электрофореза. На каждой 
карте показаны белки, идентифицированные с помощью массспектрометрии. Второй информационный 
уровень образуют данные, полученные при изучении свойств каждого из идентифицированных белков. 
На третьем уровне собраны различные опубликованные материалы о каждом белке, включая биомеди
цинские сведения. На четвертом уровне представлены интернетссылки, связывающие описание белка 
в «ПРП» с записями в публичных базах данных NCBI и UniProt. Всего в «ПРП» представлена информация 
о 359 белках, среди которых оказались 17 потенциальных белковых маркеров рака простаты, в частно
сти AGR2, представители семейств аннексинов, S100 и ряд других белков, включая новые белки PRO2675 
и PRO2044. Созданная база данных может быть использована для решения широкого круга задач, в число 
которых входит изучение молекулярных основ этиологии и патогенеза заболеваний простаты, поиск новых 
диагностических маркеров и т.д. 
КлючЕвыЕ СловА: протеомика, рак простаты, компьютерная база данных.

ввЕДЕНиЕ
Первое десятилетие постгеномной эры ознаме-
новалось интенсивным развитием биоинформа-
тики, расширением хорошо известных крупных 
баз данных (в частности, ncBI и uniProt), а так-
же созданием во многих странах специальных 
информационных ресурсов, предназначенных 
для обеспечения разнообразных биомедицинских 
исследований [1–4]. В этом отношении на фоне ин-
формационных ресурсов, созданных в Ирландии 
(ucD-2DPAGe, http://proteomics-portal.ucd.ie:8082/
cgi-bin/2d/2d.cgi) [2] и Индии (Human Proteinpedia, 
www.humanproteinpedia.org) [3], достижения отече-
ственных ученых выглядят весьма скромными.

В настоящее время одним из наиболее актуальных 
направлений в биомедицинских исследованиях пред-

ставляется поиск эффективных биомаркеров рака 
простаты (РП), которые могли бы обеспечить раз-
работку новых методов диагностики этого заболева-
ния [5–8]. Значительное внимание к РП обусловлено 
тем, что за последние годы частота этого заболевания 
значительно возросла, в том числе и в России [9, 10], 
а в ряде стран РП вышел на первое место по частоте 
встречаемости в структуре мужской онкопатологии 
[11, 12]. В ранней диагностике РП в настоящее вре-
мя центральное место принадлежит определению 
в крови одного из наиболее изученных биомарке-
ров – так называемого простат-специфического ан-
тигена (ПСА). Однако известно, что этот тест дает 
значительное количество ложноположительных 
и ложноотрицательных результатов, которые при-
водят не только к негативным клиническим послед-
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ствиям, но и к большим финансовым потерям [5, 7]. 
Как следствие, в США и других западных странах 
развернулись поиски новых биомаркеров РП, кото-
рые особенно активизировались благодаря развитию 
протеомных и других постгеномных технологий [6, 
8, 13].

На основе использования различных протеом-
ных технологий с 2005 г. в Институте биохимии 
им. А.Н. Баха РАН в сотрудничестве с рядом дру-
гих научных и медицинских учреждений также 
проводятся поиски новых биомаркеров РП [14, 15]. 
Для оптимизации этих исследований в 2009 г. был соз-
дан отечественный информационный ресурс «Проте-
омика рака простаты» («ПРП», http://ef.inbi.ras.ru), 
в котором суммированы экспериментальные мате-
риалы, собраны актуальные опубликованные данные 
с указанием источников, а также приведены ссылки 
на ряд других биомедицинских информационных ре-
сурсов, представленных в сети Интернет. В данной 
статье описана структура новой расширенной версии 
«ПРП» и рассмотрены возможности использования 
этого информационного массива.

ЭКСПЕРиМЕНТАльНАя чАСТь
Биоматериалы – биоптаты и операционный мате-
риал тканей простаты больных РП (n = 72) и добро-
качественной гиперплазией простаты (ДГП, n = 69) – 
предоставлены сотрудниками отделения урологии 
городской клинической больницы им. С.П. Боткина. 
Диагностика заболеваний осуществлялась с исполь-
зованием клинических, гистологических и имму-
нохимических (определение уровня ПСА) методов. 
Проводимую с целью гистологической верификации 
диагноза трансректальную мультифокальную пунк-
ционную биопсию выполняли под контролем транс-
ректальной ультрасонографии и получали от одно-
го больного до 18 образцов тканей из различных зон 
простаты [16, 17]. Гистологически все случаи РП были 
охарактеризованы как аденокарцинома. Стадию рака 
по Глисону определяли по общепринятой методике 
[16, 17].

Параллельно анализировали белки клеточных 
культур РС-3 (АСС 465), Du-145 (Acc 261), BPH-1 
(Acc 143), приобретенных в German collection of Mi-
croorganisms and cell cultures (Германия), а также 
культивируемых клеток линии LncaP, образцы ко-
торой получены от И.Г. Шемякина (ГНЦ прикладной 
микробиологии и биотехнологии, г. Оболенск). Клетки 
культивировали в среде rPMI-1640 с добавлением 
HePeS, пирувата натрия, гентамицина и 20% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (ЭТС) как описано ранее 
[18]. Клетки выращивали с использованием культу-
рального пластика («costar», США и «nunc», Дания) 
в СО2

-инкубаторе («Sanyo», Япония). Кроме того, ис-

следовали белки культивируемых клеток двух ли-
ний рабдомиосаркомы человека (А-204 и rD), приоб-
ретенных в НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского 
РАМН, а также белки культивируемых нормальных 
миобластов человека, любезно предоставленных 
Т.Б. Крохиной, выведенных как описано ранее [19].

Приготовление белковых экстрактов, их фрак-
ционирование методом двумерного электрофореза 
по О’Фарреллу, визуализацию белков окрашива-
нием Кумасси голубым r-250 и азотнокислым се-
ребром и анализ полученных двумерных электро-
фореграмм (ДЭ) выполняли как описано ранее [20, 
21]. Кроме того, применяли технологию двумерного 
электрофореза, включающую изоэлектрофокуси-
рование с использованием иммобилинового гради-
ента рН (IPG-PAGe) и комплекта оборудования 
ettan IPGphor 3 фирмы «Ge Healthcare» (Швеция) 
по протоколу фирмы-производителя. Идентифи-
кацию белков методами MALDI-tOF MS (matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry) и MS/MS (tandem mass spec-
trometry) проводили на MALDI-времяпролетном 
масс-спектрометре ultraflex («Bruker», Германия) 
с УФ-лазером (336 нм) в режиме положительных 
ионов в диапазоне масс 500–8000 Да с калибровкой 
их по известным пикам аутолиза трипсина и с по-
следующим применением программы Mascot, опция 
Peptide Fingerprint («Matrix Science», США) [21, 22]. 
Белки идентифицировали путем поиска совпадений 
значений экспериментальных масс с массами бел-
ков, аннотированных в базах данных (ncBI Рrotein 
и SwissProt/treMBL). Точность измеренных моно-
изотопных масс в рефлекто-моде после докалибров-
ки по пикам аутолиза трипсина составляла 0.005%, 
точность измеренных масс фрагментов – ±1 Да. 
Для выявления гипотетических белков, соответству-
ющих фрагментам идентифицированных с помощью 
MALDI-tOF MS полноразмерных белков – продук-
тов соответствующих генов, проводили тандемную 
масс-спектрометрию. Молекулярные массы белко-
вых фракций определяли с использованием наборов 
высокоочищенных рекомбинантных белков SM0661 
(10–200 кДа) и SM0671 (10–170 кДа) («Fermentas», 
США). Денситометрию ДЭ и/или их отдельных фраг-
ментов проводили после сканирования (сканер ep-
son expression 1680) или съемки на цифровую фото-
камеру (nikon 2500 или canon PowerShot A1000 IS). 
Компьютерную обработку изображений с денсито-
метрией белковых фракций выполняли с помощью 
пакета программ Melanie ImageMaster, версий 6 и 7 
(«Genebio», Швейцария).

Сбор и обработку данных для заполнения много-
уровневой компьютерной базы данных «Протеоми-
ка рака простаты» осуществляли с использованием 
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программ Mapthis!, Molly Pinguin Software и пакета 
программного обеспечения Mozilla Firefox, а также 
других программных средств, в частности, входящих 
в набор Microsoft Office. Поставленные задачи вы-
полняли при помощи интерактивной базы данных 
на основе СУБД MySQL с соответствующей Web-
структурой, позволяющей в режиме on-line вносить 
и редактировать данные с любого компьютера, под-
ключенного к сети Интернет. Статистическую об-
работку результатов проводили с использованием 
пакетов программ BIOStAt и Microsoft Office excel 
2003.

РЕзульТАТы и оБСуЖДЕНиЕ
В соответствии с традиционной стратегией протеом-
ных исследований, которая сложилась в конце XX 

века, формирование отечественного информацион-
ного ресурса «Протеомика рака простаты» осущест-
влялось в виде нескольких последовательных этапов 
системного изучения белков в образцах тканей про-
статы, полученных от больных злокачественными 
и доброкачественными опухолями (рис. 1) (по [23, 24]). 
Кроме того, как видно из рис. 1, параллельно изу чены 
белки из нескольких линий культивируемых клеток 
человека.

Первый этап этой стратегии – составление кол-
лекции ДЭ белковых препаратов (не менее 50), полу-
ченных при фракционировании нескольких десятков 
биоптатов или образцов тканей простаты различных 
больных (не менее 30 человек). На рис. 2а представ-
лена типичная ДЭ белков биопсийного образца тка-
ней простаты с РП. При изучении белков клеточных 
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Рис. 1. Основные этапы протеомного изучения белков образцов тканей простаты, полученных от больных зло-
качественными и доброкачественными опухолями, а также белков из нескольких линий культивируемых клеток 
человека.
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Рис. 2. Результаты протеомного изучения белков образцов раковых 
тканей простаты. а – Типичная ДЭ белков биопсийного образца тканей 
простаты с РП. б – Синтетическое изображение ДЭ белков биопсийного 
образца тканей простаты с РП; фракции, служившие реперными точками, 
выделены красными овалами, справа показано расположение маркеров 
молекулярных масс, внизу – результаты определения изоэлектрических 
точек. в – Двумерная белковая карта, построенная на основе синтети-
ческого изображения ДЭ белков биопсийного образца тканей простаты 
с РП; синими стрелками показаны фракции, охарактеризованные по элек-
трофоретическим свойствам.
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линий, учитывая однородность анализируемого ма-
териала, соответствующие коллекции формировали 
из 20 ДЭ.

Далее распределение белковых фракций на каж-
дой электрофореграмме документировали в виде 
изображения, которое регистрировали и сохраняли 
в виде графического файла формата *.tif. Полные 
изображения ДЭ и (в некоторых случаях) их отдель-
ных участков получали по результатам сканирова-
ния и/или по данным цифровой фотографии. Адек-
ватность отобранных для последующего анализа ДЭ 
оценивали в ходе предварительного сравнения ре-
зультатов фракционирования белков. С этой целью 
использовали метод компьютерного «наложения изо-
бражений» [23, 24].

Вторым этапом стало построение синтетических 
двумерных карт белков исследуемых объектов. Изо-
бражения ДЭ, имевшиеся в каждой коллекции, стан-
дартизировали с помощью пакета программ Melanie 
ImageMaster по 15 выбранным реперным точкам, 
соответствовавшим четко идентифицируемым «ма-
жорным» белковым фракциям. На рис. 2б в качестве 

примера показаны соответствующие реперные точки 
на ДЭ белков из образцов тканей простаты.

Затем каждое изображение анализировали по ме-
тоду Камингса [25] с некоторыми модификациями 
[20, 24]. Основой этого анализа стал общий принцип, 
предусматривавший разделение изображений на 49 
условных прямоугольных участков (фрагментов), 
границы которых образовывали стандартным об-
разом проведенные шесть горизонтальных и шесть 
вертикальных линий, а также края самой электро-
фореграммы. Точки для проведения горизонтальных 
линий находили с помощью специальных белков – 
маркеров молекулярных масс, которые наносили 
на каждую гелевую пластину перед проведением 
фракционирования во втором направлении (SDS-
электрофорез в пластине градиентного полиакри-
ламидного геля). Таким образом, белковые фракции, 
располагающиеся на соответствующих горизон-
тальных линиях, будут иметь одинаковые значе-
ния молекулярных масс. Для проведения условных 
вертикальных линий применяли разные белковые 
маркеры, для которых предварительно определяли 
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значения pI [20, 24]. Как следствие, каждое анализи-
руемое изображение оказалось фрагментированным 
на 49 прямоугольных участков, на которых распола-
галось обычно не более 10 белковых фракций (лишь 
на четырех участках количество фракций превысило 
20). Проведенная фрагментация изображений суще-
ственно облегчила последующее сопоставление изо-
бражений и построение синтетических двумерных 
карт.

Такую работу провели с 60 изображениями наибо-
лее качественных ДЭ белков, полученных из гипер-
плазийных образцов, и с 70 электрофореграммами 
белков из раковых образцов. Результаты сравнения 
стандартизированных изображений ДЭ и при ДГП, 
и при РП показали, что в исследуемых образцах ста-
бильны координаты пятен не менее чем 95% белковых 
фракций. Количественные и/или качественные ва-
риации затрагивали не более 5% белковых фракций. 
По-видимому, вариабельность этих фракций могла 
быть обусловлена как непосредственными генети-
ческими причинами (например, однонуклеотидным 
полиморфизмом), так и различиями в уровнях экс-
прессии соответствующих генов, а также особенно-
стями тканевого состава исследуемых образцов и вы-
раженностью патологического процесса.

Вывод о стабильности координат пятен позволил 
сформировать двумерные карты белков тканей про-
статы при ДГП и РП. Сформированные двумерные 
карты были подвергнуты сравнительному пофраг-
ментному анализу. Паттерны распределения белко-
вых фракций, представленных на двумерных картах 
ДГП и РП, оказались весьма схожими. Различие со-
стояло в том, что на карте РП присутствовало около 
двух десятков белковых фракций, которые на соот-
ветствующих участках карты ДГП присутствовали 
или в значительно меньшем количестве, или не вы-
являлись вовсе. Эти белковые фракции рассматри-
вались как особенно перспективные для дальнейше-
го изучения, результаты которого будут приведены 
ниже. В целом, проведенный анализ позволил по-
строить суммарную синтетическую двумерную кар-
ту белков предстательной железы человека, на ко-
торую удалось нанести более 200 белковых фракций 
с параметрами Мм 8.5–450 кДа и pI 4.5–11.5 (рис. 2в). 
Каждая из этих фракций получила индивидуальный 
семизначный номер, в котором первые четыре цифры 
представляли собой значения десятичного логариф-
ма экспериментально установленной молекулярной 
массы этой фракции, три последние – значения изо-
электрической точки в соответствии с номенклату-
рой, разработанной ранее [20, 24].

Аналогичным образом были построены другие син-
тетические карты белков культивируемых клеток 
человека, только их строили с использованием суще-

ственно меньшего количества изображений ДЭ в со-
ответствующих коллекциях, как отмечалось выше.

Соответственно, каждая из построенных синте-
тических карт представляла собой информацион-
ный массив, отражающий полученные результаты 
об электрофоретических свойствах белковых фрак-
ций (в виде их распределения в системе прямоуголь-
ных координат) в каждом из изучавшихся объектов. 
Эти карты в виде графических файлов формата 
*.jpg с разрешением не менее 300 пикселей на дюйм 
составили первый уровень представления собран-
ных материалов в формируемой компьютерной базе 
данных. Содержащаяся в них информация послу-
жила основой для следующих этапов исследований 
и дальнейшего обобщения сведений об отдельных 
белках. Таким образом, синтетические карты стали 
свое образными модулями, позволяющими формали-
зовать и характеризовать биохимические свойства 
изучаемых белков. В целом, к настоящему времени 
в «ПРП» имеется семь соответствующих модулей 
(табл. 1). Для работы с модулями в «ПРП» предусмо-
трена специальная панель, позволяющая переходить 
от одного модуля к другому. Кроме того, модульные 
двумерные карты могут масштабироваться, и поль-
зователь получает возможность под визуальным 
контролем помечать различные белки на картах, соз-
давая специальные ссылки («кнопки») для перехода 
на следующие информационные уровни – второй, 
третий и четвертый, содержащие сведения об от-
дельных изучавшихся белках. В «ПРП» встроена 
также программа автоматического пересчета коор-
динат (по осям фракционирования в первом и вто-

Таблица 1. Модули в «ПРП» и идентифицированные 
в них белки 

Модули – синтетические карты 
белков в исследуемых объектах 

(метод фракционирования)

Идентифицированные 
белки

Белки биоптатов предстательной 
железы (рак и гиперплазия) 165

Белки клеток LncaP  
(IeF-PAGe*) 60

Белки клеток LncaP  
(IPG-PAGe) 18

Белки клеток Pc-3  
(IeF-PAGe*) 25

Белки клеток BPH-1  
(IeF-PAGe*) 24

Белки клеток рабдомиосаркомы 
(IeF-PAGe*) 29

Белки нормальных миобластов 
человека (IeF-PAGe*) 38

*В модификации [20]. 
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ром направлениях), осуществляемого при движении 
курсора по карте. Общая схема организации «ПРП» 
представлена на рис. 3.

Третьим этапом протеомных исследований, ре-
зультаты которых были использованы при создании 
«ПРП», стали работы по идентификации отдель-
ных белковых фракций. Белки идентифицировали 
в основном методами масс-спектрометрии. Резуль-
таты идентификации белков по отдельным модулям 
суммированы в табл. 1.

Как видно из табл. 1, общее количество идентифи-
цированных белков в «ПРП» достигло 359. Среди них 
удалось выявить многие известные белки: ферменты 
гликолиза (глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа, 
триозофосфатизомераза и т.д.) и других метаболиче-
ских процессов; цитоскелетные (актин, трансгелины 
и т.д.) и митохондриальные (порины, супероксид-
дисмутаза и т.д.) белки. Оказалось, что некоторые 
из идентифицированных белков в изучаемых объек-
тах представлены несколькими изоформами, напри-
мер трансгелины, что описано ранее [21, 22].

Особое внимание при идентификации, естествен-
но, было обращено на те белковые фракции, которые 
качественно или количественно различались в об-
разцах тканей простаты с ДГП и РП. Ранее уже со-
общалось о предварительных результатах по иден-

тификации с помощью сравнительного протеомного 
анализа одного из потенциальных биомаркеров РП – 
белка AGr2 [14], недавно аналогичные данные полу-
чены для белка Dj-1 [26]. В целом, удалось выявить 
17 потенциальных биомаркеров РП, часть из ко-
торых новые. Краткие сведения о потенциальных 
биомаркерах РП представлены в табл. 2. В каче-
стве примера на рис. 4 показаны результаты масс-
спектрометрической идентификации одного из новых 
потенциальных биомаркеров РП – белка PrO2675, 
в первичной структуре которого присутствует аль-
буминоподобный домен.

Для каждого идентифицированного белка (отме-
ченного «кнопкой» на соответствующей двумерной 
карте, как указано выше) формировался второй 
информационный уровень, представлявший собой 
стандартизированную систему из 15 полей для запи-
си текстовой и графической информации, получен-
ной в собственных исследованиях данной белковой 
фракции. В этой системе четыре поля предназначе-
ны для общих характеристик белка, шесть полей – 
для сведений о результатах идентификации и пять 
полей – для дополнительной информации. В каче-
стве примера основные заполненные поля второго 
информационного уровня для одного из потенци-
альных биомаркеров РП – белка nAnS (синтазы 

Вход
Уровень 1

Панель выбора модуля

Модуль 1 Модуль 2 Модуль 3

Белковые карты  
изучавшихся объектов

Другие панели управления

Уровень 2

Электрофорети-
ческие свойства и 
другие эксперимен-
тальные данные об 
отдельных белках

Перекрестные 
ссылки

Общий 
белок

Общий белок

Уровень 3

Литературные 
данные о свойствах 
отдельных белков и 
кодирующих их генов

Уровень 4 Гиперссылки, связывающие отдельные поля в записях уровня 3 с базами 
данных в сети Интернет (NCBI – Protein, OMIM,  PubMed; SwissProt и др.)

Общая схема организации базы данных «ПРП»  
(на примере трех модулей с перекрестными ссылками)

Рис. 3. Общая схема организации базы данных «Протеомика рака простаты» («ПРП»).
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n-ацетилфосфатнейраминовой кислоты) – представ-
лены на рис. 5.

Поскольку один и тот же белок мог присутствовать 
в нескольких изучавшихся объектах, то на втором ин-
формационном уровне имеется возможность с помо-
щью управляющей панели создавать перекрестные 
ссылки между одинаковыми белками в разных моду-
лях. Такая панель для белка Dj-1 показана на рис. 6.

Подавляющее большинство из 359 идентифициро-
ванных фракций составляли известные белки (и/или 
их электрофоретические изоформы), о которых в ли-
тературе и различных базах данных накоплено мно-
жество разных сведений. Некоторые из этих сведе-
ний, подобранные с учетом задач «ПРП», составили 
третий информационный уровень. Этот уровень пред-
ставляет собой стандартизированную систему из 23 

Таблица 2. Потенциальные биомаркеры РП, включенные в модуль «Белки биоптатов предстательной железы 
(гиперплазия, рак)» и другие модули «ПРП»

Универсаль-
ные номера*

Белок (некоторые синонимы 
и символ в «ПРП»)

Номера записей 
в базах данных 

(ncBI** и Swiss-Prot)

Дополнительная информация в «ПРП» 
и некоторые подтверждающие ссылки***

5653580 Комплекс легких цепей  
ферритина (K(L)F) 182516, P02792 [15] 

4785508 
(4799550) Шаперонин (HSPD1) 31542947, nP_002147, 

118190, P10809
Обнаружен в клетках рабдомиосаркомы; 

{Bindukumar B. et al. 2008, 18646040} 
4716560 

(4756612)
Белок-дисульфидизомераза 

(er60) 7437388, P30101 [15] 

4531685 n-ацетилнейраминат-фосфат-
синтаза (nAnS)

12652539, AAH00008, 
nP_061819, 605202, 

Q9NR45
Обнаружен в клетках рабдомиосаркомы; [15] 

4502675 Аннексин 2, изоформа 2 
(AnXA2-i2)

4757756, nP_004030 
151740, P07355 

{Shiozawa Y. et al. 2008, 18636554; Hastie c. et 
al. 2008, 18211896}

4454692
Неизвестный белок PRO2675, 
содержащий альбуминовый 

домен (PRO2675)
7770217 [15] 

4447605 Белок 29 эндоплазматического 
ретикулума, изоформа 1 (erp29)

5803013, nP_006808, 
602287, P30040 {Myung J.K. et al. 2004, 15598346}

4352630 
(4342630) Белок Dj-1 (Dj-1) 50513593, 1SOA_A, 

606324, Q99497 {Bindukumar B. et al. 2008, 18646040}

4356607 
(4344615)

Белок Dj1, электрофоретиче
ская изоформа (Dj1ei) 31543380

4336712 
(4301795)

Простатический связывающий 
белок (нейрополипептид h3, 

PeBP1) 

21410340, AAH31102, 
604591, P30086

[15]; {Li et al. 2008, 18161940; Woods Ignatoski 
K.M. et al. 2008, 18722266} 

4286750 
(4290620)

nM23B-белок, нуклеозиддифос-
фаткиназа B

4505409, nP_002503, 
156491, P22392 {Johansson B. et al. 2006, 16705742}

4255880
Безымянный белок (NEDO 

human cDNA sequencing project, 
tissue type=«testis») (NEDO)

21758704, BAc05360 

4204630 Белок, связывающий жирные 
кислоты, изоформа 5 (e-FABP)

30583737, AAP36117, 
605168, Q01469 [15]; {Morgan e.A. et al. 2008, 18360704} 

4279900 AGr2 (AGr2) 37183136, AAQ89368, 
606358, Q4JM47 

[14, 15]; {Zhang J.S. et al. 2005, 15834940; 
Zweitzig D.r. et al. 2007, 17694278}

41811130 Гистон H3 семейства 3А (H3f3a) 55665435 [15] 

4161675
Неизвестный белок PRO2044, 
содержащий альбуминовый 

домен (PRO2044)
6650826 [15] 

4021610 S100 кальцийсвязывающий 
белок А11 (S100A11)

12655117, AAH01410, 
603114, P31949 

{rehman I. et al. 2004, 15668896; Schaefer K.L. 
et al. 2004, 15150091}

*В скобках приведены номера модулей «Белки клеток LNCaP, модификация IEF-2DE».
**Номера из баз данных NCBI приведены в следующем порядке: Protein, Genbank и/или Nucleotide, OMIM.
***В квадратных скобках – номера ссылок из Списка литературы, в фигурных скобках – ссылки и номера публи-
каций, имеющиеся в Интернет-базе данных PubMed.
Примечание. Жирным выделены обнаруженные новые для простаты потенциальные биомаркеры.
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Рис. 4. Результаты масс-спектрометрической идентификации белка PRO2675. а, а' – Масс-спектр триптических 
пептидов, полученный методом MALDI-TOF MS (а), и идентификация пептидов с помощью программы Mascot 
(а'). б, б' – Масс-спектр одного из триптических пептидов, полученный методом MALDI-TOF MS/MS (б), и его 
идентификация с помощью программы Mascot (б'). в – Аминокислотная последовательность белка PRO2675 
(по записям AAF69644.1 GI:7770217 в базе данных Protein, NCBI); красными буквами показаны аминокислот-
ные остатки выявленных пептидов; серым выделен пептид, последовательность которого установлена методом 
MALDI-TOF MS/MS; подчеркнутые участки последовательности соответствуют альбуминовому домену.

Начало – 
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пептида
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Oxidation (M)
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Oxidation (M)
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полей для записи текстовой и графической инфор-
мации. Из них 12 полей предназначены для сведе-
ний о самом белке, шесть – о кодирующем его гене, 
три – о различных проявлениях полиморфизма и два 
поля – для специально отобранных ссылок на публи-

кации об этом белке как общего характера, так и он-
кологической направленности (рис. 7).

Поля для текстовой информации третьего уров-
ня обеспечены возможностью вставки гиперссылок, 
связывающих эти поля с различными базами данных 

Рис. 5. Основные поля второго информационного уровня для белка NANS.

Белки-аналоги в других модулях

Модуль Точка Перейти Отсоединить 

Белки клеток LNCaP, IPG-2DE 4301630.Dj-1 Перейти Отсоединить

Белки клеток LNCaP, модификация IEF-2DE 4342635.Dj-1 Перейти Отсоединить

Белки клеток рабдомиосаркомы 4342690.Dj-1 Перейти Отсоединить

Белки клеток PC-3 4342630.Dj-1 Перейти Отсоединить

Добавить

Рис. 6. Управ-
ляющая панель 
с перекрестны-
ми ссылками 
для белка Dj-1 
из модуля «Бел-
ки биоптатов 
предстательной 
железы (рак 
и гиперплазия)».
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в Интернете, в частности Protein, OMIM и PubMed, 
входящими в базу знаний ncBI, а также SwissProt. 
Благодаря этому был сформирован четвертый ин-
формационный уровень, позволяющий пользовате-
лю оперативно и эффективно привлекать материалы 
ряда современных международных баз данных, со-
держащих, в частности, результаты секвенирования 
генома человека.

База данных «ПРП» выполнена в виде интерактив-
ного Web-ресурса на основе СУБД MySQL, располо-
женного по адресу http://ef.inbi.ras.ru, и соответствен-
но доступна для посещения с любого компьютера, 
подключенного к сети Интернет с использованием 
браузеров типа Mozilla Firefox и Microsoft Internet 
explorer. Вместе с тем, обеспечено и разграничение 

прав доступа на три категории: «Гость», «Менеджер», 
«Администратор». Для каждой категории четко опре-
делена сфера возможных работ с «ПРП». В частности, 
пользователи с правом доступа «Менеджер» обладают 
возможностями оперативно вносить записи в имею-
щиеся поля второго и третьего уровней, а также кор-
ректировать соответствующие записи, а пользователи 
с правом доступа «Администратор», кроме того, могут 
расширять базу данных за счет создания новых до-
полнительных модулей и новых функциональных эле-
ментов. Пользователь с правами «Гостя» имеет доступ 
к просмотру всех полей базы данных без возможности 
их редактирования.

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований создан оригинальный многомодульный 

Рис. 7. Поля 
третьего уровня 
для специально 
отобранных 
ссылок на пу-
бликации о бел-
ке AGR2.
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отечественный информационный ресурс «Протео-
мика рака простаты», в котором суммированы дан-
ные о белках, присутствующих в тканях простаты 
при ДГП и РП, а также о белках из нескольких кле-
точных линий человека, что открывает широкие 
возможности для дальнейшей работы с протеомной 
и другой биохимической информацией. Можно на-
деяться, что использование «ПРП» биохимиками 
и другими специалистами, занятыми решением био-

медицинских проблем РП, будет способствовать по-
вышению эффективности проводимых исследований 
и, в частности, активизирует поиски новых биомар-
керов этого заболевания. 

Исследования проводились при поддержке 
Департамента науки и промышленной политики 

города Москвы (государственные контракты 
№ 8/3-373н-08 и 8/3-375н-08).
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РЕФЕРАТ Воздействие определенных химических веществ (канцерогенов) на организм человека считается 
одним из главных этиологических факторов, приводящих к возникновению онкологических заболеваний. 
В представленной работе рассмотрен новый подход к созданию антиканцерогенных вакцин. Основная за
дача данного исследования состояла в получении пептидаиммуномиметика бензо[a]пирена, способного ин
дуцировать специфические антиканцерогенные антитела, в качестве гаптенспецифического компонента 
антиканцерогенной вакцины. С этой целью синтезированы конъюгаты канцерогенбелок, получены моно 
и поликлональные антитела к бензо[a]пирену, при помощи технологии фагового дисплея осуществлен 
поиск пептидаиммуномиметика бензо[a]пирена и изучены его иммунологические свойства. Установлено, 
что структура пептидаиммуномиметика, позволяющая мимикрировать химические канцерогены группы 
полициклических ароматических углеводородов, возможна лишь в контексте pIII белка бактериофага М13. 
В связи с этим получен рекомбинантный белок, состоящий из пептидаиммуномиметика бензо[a]пирена 
и белка рIII. С помощью ИФА показано, что рекомбинантный белок специфически реагирует с монокло
нальными антителами B2 к бензо[а]пирену. При помощи молекулярного моделирования определена про
странственная структура активного центра моноклональных антител В2 и проанализированы особенности 
его взаимодействия с полициклическими ароматическими углеводородами и, главным образом, с пептидом
иммуномиметиком бензо[a]пирена. Комплексный анализ результатов получения гаптенспецифического 
компонента антиканцерогенной вакцины позволил определить дальнейшую стратегию развития данного 
направления.
КлючЕвыЕ СловА бензо[a]пирен, антиканцерогенные вакцины, пептидиммуномиметик, фаговый дисплей, 
молекулярное моделирование.
СПиСоК СоКРАщЕНий CBD – целлюлозосвязывающий домен; OD – оптическая плотность; АТ – антитела; 
БП – бензо[a]пирен; БСА – бычий сывороточный альбумин; ИФА – иммуноферментный анализ; мАТ – 
моноклональные антитела; ПАУ – полициклические ароматические углеводороды.

ввЕДЕНиЕ
По данным ООН рак уносит ежегодно около 8 млн 
жизней. Эта неутешительная статистика привела 
к развитию нового терапевтического направления 
в онкологии – разработке противоопухолевых вак-
цин. К сожалению, такие вакцины обычно направ-
лены на борьбу с уже возникшим заболеванием, 
а не с его причиной. 

По данным ВОЗ, в 90% случаев возникновение 
рака обусловлено воздействием канцерогенов окру-

жающей среды. Основная часть этих канцерогенов 
(70–80%) – химические вещества, в том числе повсе-
местно распространенные полициклические арома-
тические углеводороды (ПАУ). Считается, что вы-
явление соединений, обладающих канцерогенной 
активностью, и полное устранение их из сферы 
жизнедеятельности человека – эффективный путь 
профилактики опухолей. Однако в силу многих об-
стоятельств применение такого подхода практически 
невозможно. В связи с этим представляется необхо-
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димым создание антиканцерогенной вакцины, спо-
собствующей повышению иммунологической защиты 
организма человека и животных от влияния химиче-
ских канцерогенов.

Химические канцерогены, будучи низкомолекуляр-
ными соединениями, не способны сами по себе инду-
цировать иммунный ответ. В 1937 г. creech. и Franks 
впервые синтезировали конъюгаты канцерогенов с вы-
сокомолекулярными носителями – белками сыворотки 
животных. Они установили, что иммунизация живот-
ных такими конъюгатами активирует синтез специ-
фических антиканцерогенных антител (АТ). Тогда же 
было обнаружено некоторое угнетение развития опу-
холей, индуцированных канцерогенами, после пред-
варительной иммунизации, и впервые высказана идея 
о возможном применении такого подхода к предупре-
ждению раковых заболеваний у человека [1]. 

Следующий шаг в разработке антиканцерогенных 
вакцин сделали Moolten и соавт. в 1981 г. Они конъю-
гировали с белком не канцероген, а его структурный 
аналог, не обладающий способностью индуцировать 
опухоль. Предварительная иммунизация животных та-
ким конъюгатом значительно снижала возникновение 
опухолей под воздействием явного канцерогена [2]. 

Принципиально новый подход использовали 
chagnaud и соавт. В 1992 г. они сообщили о получении 
моноклонального антиидиотипического АТ к бензо[a]
пирену (БП). Вторые, антиидиотипические АТ не-
сут в себе «внутренний образ» канцерогена и способ-
ны индуцировать синтез первых АТ к канцерогену 
без использования конъюгатов канцероген-белок. 
В 1993 г. они описали ингибирующее действие вторых 
антител на возникновение химически индуцирован-
ных опухолей [3]. 

Начиная с середины 1980-х гг. Silbart и соавт. 
сконцентрировали свои усилия на индукции специ-
фических секреторных АТ в слизистой оболочке 
желудочно-кишечного тракта и бронхолегочной си-
стемы путем комбинации конъюгатов канцероген-
белок с различными адъювантами для создания ба-
рьера на пути канцерогена из окружающей среды 
внутрь организма. В обзорной статье 1997 г. Silbart 
прямо ставит вопрос о будущем применении анти-
канцерогенных вакцин у человека [4].

Учитывая то, что препараты конъюгатов канцеро-
генов или их аналогов с белками-носителями могут 
приводить к ятрогенной индукции опухолей, а вве-
дение антиидиотипических АТ – вызывать аллерги-
ческие и аутоиммунные заболевания, предложенные 
подходы неприменимы для создания антиканцеро-
генных вакцин для человека и животных.

Мы предлагаем принципиально новый подход 
к созданию антиканцерогенной вакцины. В качестве 
гаптен-специфического компонента предполагает-

ся использовать пептид, способный индуцировать 
специ фические антиканцерогенные АТ. В связи 
с тем, что БП является одним из самых активных 
и распространенных в окружающей среде соедине-
ний группы ПАУ, а также безусловным канцерогеном 
для человека, основная цель исследования состояла 
в получении пептида-иммуномиметика БП.

ЭКСПЕРиМЕНТАльНАя чАСТь

Синтез конъюгатов
Конъюгаты ПАУ-белок: конъюгаты БП, бенз[a]ан-

трацена, антрацена, хризена, пирена (Aldrich, Гер-
мания) синтезировали методом ковалентного связы-
вания альдегидной группы гаптена с аминогруппами 
белка-носителя, в качестве которого использовали 
либо бычий сывороточный альбумин (БСА), либо гек-
сокиназу [5].

Конъюгаты пептид-кБСА: к 700 мкл раствора, 
содержащего 2 мг катионизированного БСА (кБСА) 
[6], добавляли 2 мг синтетического пептида и 10 мг 
1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимидги-
дрохлорида (eDc), инкубировали в течение 2 ч, а за-
тем проводили диализ раствора против Н2

О (1 л) в те-
чение 24 ч с шестикратной сменой воды.

Иммунизация лабораторных животных
Получение гибридомы, продуцирующей мАТ, 

специфичное к БП: гибридомы получали посредством 
слияния клеток мышиной миеломы Sp2/0 и сплено-
цитов самок мышей линии Balb/c, иммунизирован-
ных конъюгатом БП-БСА [7], по протоколу, описан-
ному Kohler G. и Milstein c. [8].

Получение поликлональных АТ к БП: кроликов 
иммунизировали 2 мг конъюгата БП-БСА внутримы-
шечно еженедельно в течение 3 недель. Первую им-
мунизацию проводили в смеси с полным адъювантом 
Фрейнда (Sigma, США), вторую – антигеном с непол-
ным адъювантом Фрейнда, а заключительную – ан-
тигеном в забуференном физиологическом растворе. 
Затем каждые 2 недели проводили поддерживающие 
инъекции. Кровь забирали через 2 мес. после начала 
иммунизации 1 раз в 2 недели.

Иммунизация животных химерным белком, со-
держащим пептид-иммуномиметик БП: мышей 
линии Balb/c иммунизировали внутрибрюшинно 
препаратом химерного белка четырехкратно через 
каждые 2 недели. Первую иммунизацию проводили 
антигеном в смеси с полным адъювантом Фрейнда, 
последующие антигеном с неполным адъювантом 
Фрейнда. Количество вводимого антигена составля-
ло 100–150 мг. Начиная с первой иммунизации, сы-
воротку крови мышей тестировали на присутствие 
специфических АТ к ПАУ.
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Аффинную очистку АТ к БП проводили при по-
мощи аффинной хроматографии на колонках ПАУ-
гексокиназа-cефароза 4В [9]. Смена белка-носителя 
в составе конъюгата позволяла избежать предвари-
тельной очистки антисыворотки от сопутствующих 
АТ против белка-носителя, используемого при им-
мунизации (АТ против БСА).

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Для выявления специфических АТ к ПАУ-БСА 

лунки полистирольных планшетов (Медполимер, 
Россия) сенсибилизировали 100 мкл конъюгата 
ПАУ-БСА (5 мкг/мл) в течение 12 ч при 4°С. Участки 
неспецифического связывания насыщали 0.5% рас-
твором БСА в основном фосфатном буфере (PBS: 8 г 
nacl, 0.2 г Kcl, 2.68 г na

2
HPO

4
 × 7H

2
O, 0.24 г KH

2
PO 

в 1 л воды, pH 7.2–7.4), после чего лунки инкубиро-
вали в течение 1 ч при 37°С со 100 мкл сыворотки 
крови иммунизированных животных, разведенных 
в PBS, содержащем 0.05% tween-20 (PBSt) и 0.5% 
БСА. Несвязавшийся материал удаляли с помощью 
PBSt и PBS. Связавшиеся АТ выявляли конъюга-
том АТ против суммарных Ig мыши с пероксидазой 
хрена (ЗАО «БИОСАН», Новосибирск), с последую-
щим окрашиванием субстратным раствором tMB 
(Fluka, Швейцария). Оптическую плотность (OD) из-
меряли на микропланшетном ридере (ФФМ, Россия) 
при 450 нм. 

Для выявления специфического связывания химер-
ного белка с АТ к БП лунки полистирольных планше-
тов сенсибилизировали моно- или поликлональны-
ми АТ к БП (5 мкг/мл). После блокировки вносили 
по 100 мкл химерного белка, разведенного до нужной 
концентрации PBSt с 0.5% БСА. После инкубации 
планшеты тщательно отмывали, а затем вносили 
по 100 мкл кроличьей сыворотки против целлюло-
зосвязывающего домена (cBD) с последующей ин-
кубацией, после чего связавшиеся рекомбинантные 
белки выявляли конъюгатом АТ против IgG кролика 
с пероксидазой хрена как описано выше. Для оценки 
воспроизводимости результатов эксперимент повто-
ряли 3 раза. 

Конкурентный ИФА: лунки полистирольных 
планшетов сенсибилизировали конъюгатом БП-
БСА (5 мкг/мл). После блокировки в лунки вносили 
смесь мАТ В2 постоянной концентрации с разным ко-
личеством конкурента (ПАУ или синтетических пеп-
тидов). Смесь мАТ В2 с конкурентом перед внесением 
в лунки инкубировали в течение 30 мин с мягким по-
качиванием при 37°С, общий объем смеси составлял 
100 мкл. Все анализируемые образцы разбавляли 
PBSt с 0.5% БСА. Планшеты инкубировали в течение 
1 ч с мягким покачиванием при 37°С. После тщательной 
отмывки планшета PBSt связавшиеся мАТ выявляли 

конъюгатом АТ против IgG мыши с пероксидазой хре-
на как описано выше. Для оценки воспроизводимости 
результатов эксперимент повторяли 3 раза.

Процедуру аффинной селекции фаговой пептид-
ной библиотеки проводили в соответствии с протоко-
лом, прилагаемом к набору Ph.D-12tM (new england 
BioLabs) с дополнительными модификациями [10].

Химический синтез пептидов методом активиро-
ванных эфиров в растворе выполнен в лаборатории 
органического синтеза ИХБФМ СО РАН. 

Молекулярное моделирование
Оптимальные шаблоны для моделирования струк-
туры АТ по гомологии подобраны с помощью серве-
ра BLASt. Моделирование проводили в программе 
Modeller9v1. Молекулярный докинг осуществляли 
в программе AutoDock версии 4.0. Для построения 
модели пептида в составе белка pIII, использовали 
программу моделирования de novo rosetta [11]. 

РЕзульТАТы и оБСуЖДЕНиЕ

Синтез конъюгатов ПАУбелок для получения 
и анализа антител
Существенным недостатком известных методов 
конъюгации ПАУ-белок, в том числе и метода по-
лучения конъюгатов БП-белок, было образование 
в конечном продукте полимерных продуктов, что су-
щественно уменьшало выход растворимой фракции 
и, как следствие, делало такой конъюгат непригод-
ным для иммуноанализа. Поэтому основной задачей 
данного блока исследования стало получение хорошо 
растворимых конъюгатов гаптен-белок, содержащих 
минимальные количества полимерных продуктов, 
и устойчивых без специальных стабилизаторов.

Мы применили метод ковалентного связывания 
гаптена с белком, заключающийся в образовании 
азометиновой связи между альдегидной группой 
гаптена и аминогруппами белка [5]. Использование 
альдегида БП для синтеза конъюгатов с белками по-
зволило достичь хороших результатов – получены 
сыворотки животных с высокими титрами АТ к БП. 
При этом иммунизация гаптеном на основе одно-
го белка-носителя, например БСА, и последующее 
выявление АТ к этому же гаптену на основе другого 
белка-носителя, например гексокиназы, оказалось 
высокоэффективным для анализа АТ к БП в пря-
мом и конкурентном ИФА, а также для получения 
аффинно-очищенных АТ к ПАУ в одну стадию [9].

Получение и иммунохимическая характеристика 
моноклонального антитела к бензо[a]пирену
В настоящее время в мире имеется несколько мАТ 
против БП (США, Чехия, Япония), созданных, глав-
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ным образом, с целью разработки тест-систем ИФА 
для выявления загрязняющих агентов группы ПАУ 
в среде и их метаболитов и аддуктов с ДНК в биоло-
гических жидкостях человека и животных [12–14]. 
Основной недостаток таких мАТ в случае получения 
гаптен-специфического компонента вакцины – не-
достаточная специфичность их связывания с БП 
по сравнению с неканцерогенными ПАУ. Кроме того, 
не изучена способность зарубежных мАТ связы-
ваться с гидрофобными эндобиотиками (стероидны-
ми гормонами) и ароматическими аминокислотами. 
Поэтому ключевым этапом настоящей работы стало 
получение высокоспецифичного мАТ к БП и анализ 
его перекрестного реагирования с другими соедине-
ниями группы ПАУ, стероидными гормонами и аро-
матическими аминокислотами.

Из полученных в результате гибридизации клонов 
мышиных гибридом был выбран клон В2, продуциру-
ющий мАТ класса IgG, которое не взаимодействовало 
с конъюгатом антрацен-БСА, слабо взаимодейство-
вало с конъюгатами хризен- и пирен-БСА. Наиболее 
эффективно мАТ В2 связывалось с БП и с бенз[a]ан-
траценом, вероятным канцерогеном человека [7]. 

Исходя из предположения о том, что присутствие 
ароматического кольца является одним из условий 
взаимодействия АТ против ПАУ с другими соеди-
нениями, мы проверили возможность перекрест-
ной реакции мАТ В2 с такими аминокислотами, 
как триптофан и фенилаланин. Известно, что в пере-
даче сигнала от ПАУ и эндогенных субстратов, та-
ких, как эстрогены, участвует один рецептор (aryl 
hydrocarbon receptor), поэтому изучили также пере-
крестное реагирование мАТ В2 с эстрогенами и не 
выявили  связывания мАТ В2 с указанной группой 
соединений, это исключает вероятность получения 
антиканцерогенной вакцины с такими нежелатель-
ными побочными эффектами, как индукция аутоим-
мунных реакций против эндогенных лигандов.

Получение и характеристика пептидаиммуно
миметика бензо[a]пирена
Для поиска пептида-иммуномиметика БП мы ис-
пользовали технологию фагового дисплея. Процедура 
аффинной селекции включала инкубацию исходной 
библиотеки Ph.D-12tM с моно- и поликлональными 
АТ к БП, отмывку несвязавшихся и элюцию связав-
шихся с АТ бактериофагов. При этом предваритель-
ную процедуру истощения бактериофагов на интакт-
ных IgG мыши или кролика заменяли перекрестным 
картированием АТ в третьем раунде селекции, т.е. 
первые два раунда проводили на одновидовых АТ, 
например на мАТ В2, а в третьем раунде полученной 
популяцией бактериофагов картировали поликло-
нальные АТ к БП, и наоборот. К тому же предложен-

ный подход должен был способствовать селекции вы-
сокоаффинных клонов бактериофагов. 

В результате было получено пять клонов бакте-
риофагов, специфически взаимодействующих с мАТ 
В2. При этом четыре клона получили в результате 
перекрестной селекции, когда два первых раунда 
проводили на мАТ В2, а последний на поликлональ-
ных АТ к БП; и один, когда все раунды селекции про-
водили на мАТ В2. Результаты секвенирования ДНК 
этих клонов с последующей трансляцией показали, 
что  все пять клонов имели одинаковую аминокислот-
ную последовательность рекомбинантного пептида – 
LeuHisLeuProHisHisAspGlyValGlytrpGly [10, 15].

Для изучения иммунохимических свойств 
пептида-иммуномиметика БП был осуществлен его 
синтез (последовательность пептида условно обозна-
чена PiP). В связи с тем, что сначала синтезировали 
половинки пептида, LeuHisLeuProHisHis (LH-пептид) 
и AspGlyValGlytrpGly (DG-пептид), которые затем 
сшивали, оценивали также способность LH- и DG-
пептидов специфически взаимодействовать с мАТ 
В2.

Предполагается, что структурная мимикрия ПАУ 
зависит от присутствия в составе пептида остатка 
триптофана, поэтому триптофан использовали в ка-
честве отрицательного контроля.

Было установлено, что синтетические образ-
цы пептидов конкурируют за связывание мАТ В2 
с конъюгатом БП-БСА. Однако сила их связывания 
значительно ниже, чем у БП. Вместе с тем триптофан 
(trp) не показал явной конкуренции за связывание 
с мАТ В2 (рис. 1). Это говорит о том, что trp способен 
специфически связываться с АТ против химических 
канцерогенов группы ПАУ лишь в контексте с други-
ми аминокислотными остатками данных пептидов.

Загадкой остается природа связывания LH-
пептида с мАТ В2. Можно предположить, что взаи-

Рис. 1. Конкурентное ингибирование БП, DG, LH, PiP 
и Trp связывания мАТ В2 с иммобилизованным конъю-
гатом БП-БСА.
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модействие пептида PiP с мАТ В2 носит сложный 
характер и не объясняется структурной мимикрией 
БП триптофаном или каким-то другим гидрофобным 
остатком.

Анализ сыворотки мышей, иммунизированных 
конъюгатами пептидов с кБСА, выявил присутствие 
АТ к бенз[a]антрацену и антрацену. Однако их уро-
вень был на порядок ниже уровня АТ к ПАУ, инду-
цированных при иммунизации мышей БП-БСА [11]. 

В некоторых работах по получению пептидов-
миметиков низкомолекулярных соединений отмеча-
ется, что исходная конформация пептидов, презенти-
руемых на поверхности несущего белка бактериофага, 
может изменяться в свободном пептиде и при любой 
дополнительной модификации. Такие изменения кри-
тичны для распознавания пептида АТ [16]. 

Поэтому нами с помощью программы rosetta была 
построена модель пептида в составе белка pIII бакте-
риофага М13. В модели боковой радикал триптофана 
оказался экспонированным на поверхности белка [11]. 
Вероятно, структура пептида-иммуномиметика, по-
зволяющая мимикрировать химические канцерогены 
группы ПАУ, возможна лишь в контексте белка pIII. 
В связи с этим дальнейшая работа была направле-
на на получение рекомбинантного белка, состоящего 
из пептида-иммуномиметика БП и белка рIII бакте-
риофага.

Получение и характеристика рекомбинантного бел
ка, содержащего пептидиммуномиметик бензо[a]
пирена
Существует несколько генно-инженерных подхо-
дов, позволяющих повысить уровень экспрессии 
и стабильность чужеродных белков в бактериальной 
системе, облегчить процедуру тестирования и уве-
личить эффективность системы очистки данных бел-
ков. Один из них – fusion-технология – технология 
слитых (химерных) белков. Она основана на соедине-
нии в одной рамке трансляции двух генов (гена анти-
генного компонента и гена белка-носителя), что при-
водит к синтезу химерного белка в бактериальной 
системе [17].

С использованием fusion-технологии нами полу-
чен и охарактеризован химерный белок, антигенный 
компонент которого состоял из аминокислотных по-
следовательностей пептида-иммуномиметика БП 
и белка pIII бактериофага М13, на основе которого 
сконструирована библиотека Ph.D-12tM. В качестве 
белка-носителя использовали cBD-домен эндо-
глюканазы Anaerocellum thermophilum, способный 
аффинно взаимодействовать с целлюлозным сор-
бентом, что позволило в одну стадию выделить и очи-
стить рекомбинантный белок, содержащий пептид-
иммуномиметик.

Методом неконкурентного ИФА изучили способ-
ность полученного химерного белка, состоящего из ан-
тигенного компонента (пептид-иммуномиметик БП 
в составе белка pIII) и белка-носителя (cBD), взаи-
модействовать с мАТ В2. В качестве отрицательного 
контроля использовали cBD. Установлена дозовая за-
висимость способности химерного белка, содержащего 
пептид-иммуномиметик, специфически связывать-
ся с адсорбированными на пластике мАТ В2 (рис. 2). 
При этом химерный белок не связывался с поликло-
нальными мышиными и кроличьими АТ к БП.

Для выяснения того, способен ли пептид-
иммуномиметик в составе pIII бактериофага инду-
цировать АТ против ПАУ, мышей линии Balb/c им-
мунизировали внутрибрюшинно химерным белком. 
В сыворотке крови иммунизированных мышей об-
наружен низкий уровень АТ к ПАУ. Наиболее выра-
женным было связывание АТ с антраценом. В то же 
время в сыворотке крови мышей, иммунизирован-
ных рекомбинантным клоном бактериофага, содер-
жащим в составе белка pIII пептид-иммуномиметик 
БП, обнаружены АТ к БП в титрах, сопоставимых 
с титрами в положительном контроле – иммунизация 
конъюгатом БП-БСА [10, 15]. 

Чтобы определить пути повышения иммуногенно-
сти химерного белка по отношению к БП при помощи 
молекулярного моделирования изучили простран-
ственную структуру активного центра мАТ В2 и осо-
бенности его взаимодействия с ПАУ и с пептидом-
иммуномиметиком.

Особенности взаимодействия мАТ В2 с пептидом
иммуномиметиком бензо[a]пирена
По установленным первичным структурам тяжелой 
и легкой цепей методом моделирования по гомоло-
гии была построена модель Fab-фрагмента мАТ В2. 
Средняя энергия связывания Fab-фрагмента мАТ В2 
с рядом ПАУ, вычисленная с помощью программы 
молекулярного докинга, коррелировала с экспери-
ментальными данными о перекрестной реактивно-

химерный белок
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Рис. 2. Связывание химерного белка, содержащего 
пептид-иммуномиметик бензо[a]пирена, с мАТ В2.
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сти мАТ В2 с этими же ПАУ, что подтверждает пра-
вильность построенной модели [11].

Методом молекулярного докинга определена воз-
можность существования двух карманов в активном 
центре мАТ В2 для связывания ПАУ. При этом наи-
лучшая позиция для связывания БП и ряда других 
ПАУ находилась между третьими петлями легкой 
и тяжелой цепей мАТ В2 (этот карман условно на-
зван К1). Найдено два варианта расположения БП 
в кармане К1 – вертикальное и горизонтальное, пер-
вое и второе соответственно. Второй карман, находя-
щийся между второй петлей легкой цепи и третьей 
петлей тяжелой цепи, был менее глубоким и, исходя 
из предсказанной докингом большей энергии связи, 
менее предпочтительным для связывания ПАУ (этот 
карман условно назван К2) [11]. 

С целью моделирования взаимодействия пеп-
тида LeuHisLeuProHisHisAspGlyValGlytrpGly 
с мАТ В2 сделан ряд молекулярных докингов Fab-
фрагмента мАТ В2 с трипептидами, составляющи-
ми PiP. Ни один из трипептидов не связался с АТ 
в районе первого кармана. Несколько трипептидов 
(HisLeuPro, LeuProHis, ProHisHis и GlytrpGly) связа-
лись с АТ в районе второго кармана (рис. 3). При этом 
три трипептида объединяет присутствие незакрыто-
го другими аминокислотами остатка гистидина. Это 
объясняет способность LH-пептида конкурировать 
за связывание мАТ В2 с конъюгатом БП-БСА.

В то же время очевидно, что триптофан, входящий 
в состав пептида-иммуномиметика БП, играет клю-
чевую роль в связывании с мАТ В2 при условии его 
экспонирования на поверхности белка. Такая струк-
тура пептида-иммуномиметика возможна в составе 
белка pIII.

Если признать существование второго кармана свя-
зывания в активном центре мАТ В2, то можно объ-
яснить и тот факт, что химерный белок, содержащий 
пептид-иммуномиметик, активно связывается толь-
ко с мАТ В2, но не с другими, поликлональными, АТ 
к БП. 

Скорее всего в процессе селекции рекомбинантных 
бактериофагов на мАТ В2 отбор пептидов шел по свя-
зыванию со вторым карманом, как с наиболее пред-
почтительным. Возможно, что исходная библиотека 
не содержала пептида, способного к специфическо-
му связыванию с более глубоким первым карманом. 
На это указывает и то, что в популяции рекомбинант-
ных бактериофагов, полученных в результате аф-
финной селекции на поликлональных АТ, не найдено 
клонов, способных к специфическому связыванию 
с мАТ В2, а также то, что все пять клонов имели оди-
наковую аминокислотную последовательность.

Выявленную в результате экспериментов in vivo 
слабую реверс-мимикрию, т.е. слабую иммунную ре-
акцию с ПАУ АТ при иммунизации мышей химер-
ным белком, можно объяснить следующим. 

Как отмечено выше, из всех боковых радикалов 
аминокислот наибольшим структурным сходством 
с БП обладает боковой радикал триптофана. Наложе-
ние структур триптофана и БП в первом положении 
кармана К1 показывает, что в составе полипептидной 
цепи триптофан не может связаться с такой глубокой 
полостью, так как длина БП превышает длину бокового 
радикала триптофана. В то же время во втором поло-
жении кармана К1 возможна структурная мимикрия 
БП триптофаном в сочетании с каким-либо другим бо-
ковым радикалом аминокислотного остатка. Возмож-
но, что часть АТ, индуцированных при иммунизации 

Рис. 3. Докинг 
связывания мАТ 
В2 с БП, GlyTrp-
Gly и ProHisHis. 
а – Связывание 
БП по перво-
му положению 
в кармане К1. б – 
Связывание БП 
по второму поло-
жению в кармане 
К1. в – Связыва-
ние БП в кармане 
К2. г – Связы-
вание GlyTrpGly 
в кармане К2. 
д – Связывание 
ProHisHis в карма-
не К2.
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пептидом-иммуномиметиком, имеют полость для свя-
зывания по типу кармана К2, поэтому АТ, связываю-
щие триптофан, в общем случае не будут связывать 
БП. Другая часть АТ может иметь полость для связы-
вания по типу второго положения кармана К1, что по-
зволяет им связывать ПАУ, в том числе и БП.

зАКлючЕНиЕ
Использование конъюгатов химических канцерогенов 
(или их структурных аналогов) с макромолекулярны-
ми носителями в качестве вакцин для иммунопрофи-
лактики злокачественных новообразований у чело-
века абсолютно недопустимо ввиду риска индукции 
опухоли самим препаратом вакцины. Гибридомная 
технология получения антиидиотипических АТ име-
ет ограничения в оптимизации иммуногенных свойств 
искомых вакцин, она сложная и дорогая.

Предлагаемый подход, а именно, получение 
пептидов-иммуномиметиков химических канцеро-
генов с помощью технологии фагового дисплея более 
предпочтителен.

Полученные нами мАТ В2 обладают высокой 
специфичностью к БП, низкой перекрестной реак-
тивностью с неканцерогенными ПАУ, не реагируют 
с эндобиотиками. Более того, методом молекулярного 
докинга показано, что предсказанная средняя энергия 
связывания молекулы дибензо[а]пирена с моделью 
Fab-фрагмента мАТ В2 составляет -8.91 ккал/моль, 
что превышает эти значения как для БП, так и дру-
гих ПАУ. Нами обнаружена прямая корреляция 
между предсказанной энергией связывания и экспе-
риментально измеренной перекрестной реактивно-
стью ПАУ. На этом основании можно предположить, 
что использование мАТ В2 в технологии фагового дис-
плея окажется эффективным при поиске пептидов-
иммуномиметиков не только БП, но и других ПАУ 
с более высокой канцерогенной активностью. 

Стоит отметить, что моноклональные антиидиоти-
пические АТ были получены при иммунизации жи-
вотных поликлональными АТ к БП [3]. В связи с этим 
дальнейшая стратегия предлагаемого нами подхода 
будет определяться использованием новых молекул-
мишеней для поиска пептидов-иммуномиметиков ПАУ. 
Наиболее удачным, на наш взгляд, кажется использо-
вание в качестве молекулы-мишени рекомбинантно-
го Fab-фрагмента мАТ В2 с удаленным при помощи 
точечного мутагенеза вторым карманом. Полученные 
в результате селекции на таком АТ рекомбинант-
ные бактериофаги обязательно должны проверяться 
на связывание с поликлональными АТ к БП.

Вторым направлением повышения иммуногенно-
сти искомых вакцин по отношению к канцерогенным 
ПАУ станет использование других фаговых библио-
тек и/или оптимизация структуры рекомбинантно-
го пептида путем точечных мутаций. Это позволит 
получить пептид, способный индуцировать высоко-
специфичный иммунный ответ к БП и более канце-
рогенным ПАУ.  
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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.
В качестве знака умножения используется только « • ×». 
Знак «×» ставится только в том случае, если справа от 
него стоит число. Символом «·» обозначаются комплекс-
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ные соединения в химических формулах, а также неко-
валентные комплексы (ДНК·РНК и т.п.).
Используются только «кавычки», но не “кавычки”.  •
В формулах используются буквы латинского и греческо- •
го алфавитов.
Латинские названия родов и видов животного мира пи- •
шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а также 
названия вирусов и бактериофагов в латинской транс-
крипции – прямым шрифтом. 
Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи- •
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым 
шрифтом.
Названия нуклеотидов (А, Т, G, c, u), аминокислотных  •
остатков  (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (AtP, AMP и т.д.) 
пишутся в латинской транскрипции прямым шрифтом.
Нумерация азотистых оснований и аминокислотных  •
остатков пишется без дефиса (t34, Ala89).
При выборе единиц измерения необходимо придержи- •
ваться международной системы единиц СИ.
Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа,  •
МДа).
Количество пар нуклеотидов обозначается сокращения- •
ми (п.н., т.п.н.).
Количество аминокислотных остатков обозначается со- •
кращением (а.о.).
Биохимические термины (в частности, названия фер- •
ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IuPAc.
Сокращения терминов и названий в тексте должны быть  •
сведены к минимуму. 
Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах и  •
графиках недопустимо.

ТРЕБовАНия К иллюСТРАцияМ 
Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами в 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 повтор-
но, после чего редколлегия вновь решает вопрос о прием-
лемости ее для публикации. В начале публикуемой статьи 

приводятся даты поступления рукописи в редакцию и при-
нятия рукописи в печать после положительного решения 
рецензента.

Возвращение рукописи авторам на доработку не озна-
чает, что статья принята к печати. После получения дора-
ботанного текста рукопись вновь рассматривается редкол-
легией. Доработанный текст автор должен вернуть вместе 
с первоначальным 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. 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 ини-
циалы авторов, вид патентного документа (авторское сви-
детельство или патент), номер, название страны, выдавшей 
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) 7273860, 
(495) 9308005.
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В статье А. С. Исаевой, Е. Е. Куликова, К. К. Тарасян, А. В. Летарова «Новый метод 
высокоразрешающего геномного ПЦР – фингерпринтинга энтеробактерий», опу-
бликованной в журнале «Acta naturae», 2010, т. 2, № 1 (4), с. 89–94, допущена ошиб-

ка – дважды дана одна и та же фотография (на рис. 3 и рис. 4). Издатель приносит свои 
извинения. 

Правильный рисунок 3 приведен ниже:


