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Письмо редакторов

Дорогие друзья! 
Вашему вниманию предлагается очередной, 
шестой номер журнала Acta Naturae.

Как и прежде, мы не отходили от традиции пуб
ликации нескольких обзорных статей по перспектив
ным направлениям наук о живом, эксперименталь
ных статей и раздела «Форум». 

Вопрос баланса врожденного и адаптивного им
мунного ответа в борьбе организма с инфекциями 
волнует научную общественность с середины девя
ностых годов прошлого столетия. В последние годы 
стало очевидно, что компонента врожденного имму
нитета зачастую недооценивалась. Раскрылось мно
го новых обстоятельств, подтверждающих значение 
работ нашего великого соотечественника, Лауреата 
Нобелевской премии Ильи Мечникова. В этой связи 
хотелось бы упомянуть обзор Щеблякова с соавт., по
священный роли врожденного иммунитета, а именно 
Толлподобным рецепторам при опухолевой прогрес
сии. Мы также считаем необходимым продолжить 
обсуждение на страницах журнала проблем плю
рипотентности стволовых клеток (обзор Медведева 
и соавт.). Современная медицина в не очень отдален
ной перспективе приобретет «персонифицирован
ный» характер. Возросшие возможности быстрого 
секвенирования геномов, детекции отдельных генов, 
ответственных за экспрессию пула белков, участву
ющих в развитии той или иной патологии, обеспечат 
эффективный подбор индивидуальных терапевтиче
ских схем и индивидуальных лекарств. В скором вре
мени можно будет прогнозировать ответ индивида 
на конкретное терапевтическое воздействие, что осо
бенно важно в случае применения тяжелых для со
матического состояния больных препаратов. Редак
ция журнала не забывает и классическую биохимию, 
энзимологию. Достаточно напомнить огромное значе
ние ферментов, специфичных к пенициллину. Роль 
их в выработке адекватных биотехнологических схем 
и в фармакологических разработках трудно переоце
нить (обзор Тишкова и соавт.).

cтатьи номера покрывают широкий спектр ма
териалов в области физикохимической биоло
гии, в частности физиологической роли пептидных 
структур (Минкевич с соавт.) до структурных осо
бенностей наноантител (Тиллиб с соавт.). Редакция 
предлагает читателю статью в области молекуляр
ной физиологии клетки (Шалыгин с соавт.), в которой 
продемонстрирована роль белков семейства Homer 

в регуляции депоуправляемых кальциевых каналов. 
Несколько статей посвящено инновационным под
ходам в области диагностики и драгдизайна (Беккер 
с соавт. и Уляшова с соавт.). Редакция и в дальней
шем не будет отказываться от серьезных разработок 
в области инновационной «биофармы».

В разделе «Форум» читатель найдет интервью 
с лауреатами Государственной премии Российской 
Федерации в области науки и технологий за 2009 
год, которое было анонсировано в предыдущем, 
пятом номере журнала Acta Naturae. Кроме того, 
большое внимание мы уделили целенаправлен
ным действиям государства по укреплению науки 
в университетах, которые вызвали в профессио
нальном сообществе оживленные дискуссии. После 
определения вузовлидеров – исследовательских 
и федеральных, которым, помимо статусов, выде
ляют еще и дополнительные средства, Министер
ство образования и науки объявило новые конкурсы 
для вузов – на кооперацию с бизнесом, укрепление 
инновационной инфраструктуры и привлечение ве
дущих ученых. В разделе «Форум» читатели смогут 
прочитать не только обзорную статью, но и коммен
тарии представителей Мин обрнауки по результа
там конкурсов по кооперации бизнеса и вузов и по 
поддержке развития инновационной инфраструк
туры (постановления Правительства РФ № 218 
и 219 соответственно). О тонкостях оценки заявок 
на гранты для приглашения ведущих ученых (по-
становление Правительства РФ № 220 «О мерах 
по привлечению ведущих ученых в российские обра-
зовательные учреждения высшего профессиональ-
ного образования») рассказывает Сергей Иванец, 
директор департамента международной интеграции 
Минобрнауки. 

Редакция работает над расширением круга авторов. 
Издание открыто не только для признанных лидеров 
биомедицинской науки. Мы приглашаем аспирантов 
и молодых ученых публиковать на наших страницах 
свои оригинальные исследования. Мы обещаем обе
спечить в максимально сжатые сроки объективное 
рецензирование статьи ведущими специалистами. 
Приглашаем всех к сотрудничеству. Отзывы и по
желания редколлегии просим направлять на адрес 
нашей редакции actanaturae@gmail.com. 

Успехов вам в научных исследованиях!
Редакционная коллегия
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АНОНСЫ

Н. И. Минкевич, В. М. Липкин, И. А. Костанян

PEDF – неингибиторный 
серпин с нейропротекторной и 
антиангиогенной активностями
Фактор дифференцировки из пигментного эпителия PeDF 
(Pigment epitheliumderived factor), гликопротеин с мо
лекулярной массой 50 кДа принадлежит к семейству не
ингибиторных серпинов. PeDF регулирует большое число 
физиологических  процессов, к нему проявляется огром
ный интерес исследователей как к перспективному препа
рату для терапии широкого спектра нейродегенеративных, 
офтальмологических и онкологических заболеваний. В об
зоре суммированы современные данные о структурных 
особенностях, биохимических свойствах PeDF, его много
модальных функциях.

H. sapiens
P. troglodytes
B. taurus
S. scrofa 
C. canis
M. musculus 
R. norvegicus
G. gallus
X. tropicalis 
X. laevis 
O. latipes
T. rubripes 
O. mykiss
D. rerio
Консенсусные мотивы

H. sapiens
P. troglodytes
B. taurus
S. scrofa 
C. canis
M. musculus 
R. norvegicus
G. gallus
X. tropicalis 
X. laevis 
O. latipes
T. rubripes 
O. mykiss
D. rerio
Консенсусные мотивы

Сравнение аминокислотных последовательно-
стей фактора PEDF разных биологических видов. 

Д. В. Игнатов, Т. А. Скворцов, К. Б. Майоров, А. С. Апт, Т. Л. Ажикина

Адаптивные изменения профиля 
экспрессии генов Mycobacterium 
avium при заражении мышей, 
генетически чувствительных и 
резистентных к инфекции
Проведено исследование транскриптомов Mycobacterium avium (штамм 
724r) при инфекции мышей различных линий – генетически чувстви
тельных и резистентных к этим бактериям. Определен набор генов 
M. avium, транскрибирующихся в легочной ткани мышей сравниваемых 
линий, и выявлены дифференциально транскрибирующиеся гены. 

Fe2+

I/St (устойчивая линия)

- Анаэробная среда – переход 
к нитратному дыханию
- Уменьшение проницаемости 
клеточной стенки
- Синтез микобактина для вос-
полнения недостатка Fe2+

ЛАТЕНТНАЯ ИНФЕКЦИЯ

B6 (чувствительная линия)

- Частые деления M. avium
- NO-редуктаза инактивирует NO, 
выделяемый макрофагом

ГИБЕЛЬ ХОЗЯИНА

Метаболическое состояние мико-
бактерий в макрофагах мышей  
различных линий.

М. М. Уляшова, Ю. И. Халилова, М. Ю. Рубцова,  
М. В. Эйдельштейн, И. А. Александрова, А. М. Егоров

Олигонуклеотидный микрочип 
для идентификации генов 
карбапенемаз молекулярных 
классов A, B и D
Разработан метод гибридизационного анализа на ДНК
микрочипах для одновременной идентификации и типирования 
генов, кодирующих ферменты карбапенемазы, продуцируемые 
микроорганизмами – возбудителями инфекционных заболева
ний. Метод характеризуется хорошей точностью и производи
тельностью. Он может быть использован в клинических микро
биологических лабораториях для идентификации и изучения 
эпидемиологии карбапенемаз.

Схема расположения специфических и 
контрольных олигонуклеотидных зондов на 
поверхности ДНК-микрочипа для опреде-
ления генов карбапенемаз.
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Зонды для идентификации генов карбапенемаз KPC-типа
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ФОРУМ

Государственная премия  
Российской Федерации в области науки 
и технологий за 2009 год
(Продолжение. Начало см. в №2 (5) за 2010 г.)

Государственная премия Российской Федерации в области науки и технологий за 2009 год 
за комплекс научных работ по развитию лазерно-информационных технологий в об-
ласти медицины (Указ Президента РФ № 678 от 06.06.2010 года) присуждена доктору 
физико-математических наук, академику РАН, директору Института проблем лазерных 
и информационных технологий РАН В.Я. Панченко, доктору медицинских наук, акаде-
мику РАМН, заместителю директора Научно-исследовательского института нейрохи-
рургии им. Н.Н. Бурденко РАМН А.А. Потапову, доктору медицинских наук, академику 
РАМН, директору Московского научно-исследовательского онкологического института 
им. П.А. Герцена В.И. Чиссову.

В интервью AN  лауреа
ты премии рассказыва
ют о разработках, удо

стоенных награды и имеющих 
фундаментальноприкладное зна
чение для современной медицины.

Лауреат Госпремии доктор 
физикоматематических наук, 
академик РАН, директор Инсти
тута проблем лазерных и инфор
мационных технологий РАН Вла
дислав Панченко.

Владислав Яковлевич, расска-
жите, пожалуйста, за какую рабо-
ту Вы были удостоены Государ-
ственной премии?

– В Институте проблем лазер
ных и информационных техноло
гий была впервые создана система 
дистанционного изготовления ин
дивидуальных имплантов и био
моделей по томографическим 
данным предоперационного обсле
дования пациентов.

Э т а  м е ж д и с ц и п л и н а р н а я 
работа, в которой принима
ли участие институты РАН, 
МГУ им. М.В. Ломоносова, ве
дущие медицинские центры: 
Московский областной научно

исследовательский клинический 
институт им. М.Ф. Владимирского 
(МОНИКИ), НИИ нейрохирур
гии им. Н.Н. Бурденко, Москов
ский научноисследовательский 
о н к о л о г и ч е с к и й  и н с т и т у т 
и м .  П . А .  Г е р ц е н а  ( М Н И О И 
им. П.А. Герцена), Централь
ный научноисследовательский 
и н с т и т у т  с т о м а т о л о г и и 
и челюстнолицевой хирургии 
Федерального агентства по вы
сокотехнологичной медицинской 
помощи (ЦНИИСИ РАМН), Рос
сийский онкологический научный 
центр им. Н.Н. Блохина (РОНЦ 
им. Н.Н. Блохина). В Институте 
проблем лазерных и информаци
онных технологий РАН (ИПЛИТ 
РАН) основные работы были вы
полнены в лабораториях, руково
димых В.В. Васильцовым, А.В. Ев
сеевым и А.В. Ульяновым. 

Лазерноинформационные 
технологии дистанционного био
моделирования мы начали разви
вать более 15 лет назад. Отрадно, 
что эта технология уже входит 
в утвержденный Минздравсоц
развития перечень высокотехно

логичных процедур в онко и ней
рохирургии.

Алгоритм технологии следую
щий. Делается трехмерная диа
гностика пациента, как правило, 
томографом. Современная томо
графия позволяет диагностировать 
как костные фрагменты, так и мяг
кие ткани с разрешением порядка 
1 миллиметра. Полученные томо
графические данные передаются 
по сети Интернет в центр быстрого 
прототипирования в г. Шатуру Мо
сковской области.

Здесь проводится компью
терная верификация получен
ной томографической модели, 
формируется рабочая програм
ма воссоздания модели, которая 
передается в управляющий ком
пьютер лазерного стереолито
графа. В рабочую камеру стерео
литографа заливается сложный 
композитный полимер (разрабо
танный совместно с Институтом 
химической физики и Центром 
фотохимии РАН), и лазерный 
луч определенной длины волны, 
определенной мощности, с опре
деленной частотой сканирует по
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верхность жидкости по заданной 
программе. След лазерного пучка 
твердеет на определенную глуби
ну. Все основные приборы в дан
ном центре (лазерные стереоли
тографы, системы селективного 
лазерного спекания микро и на
нопорошков) разработаны и соз
даны в лабораториях и опытном 
производстве института.

Сколько времени занял подбор 
этих условий?

В нашем институте велись 
эксперименты по фотохимии 
с использованием различных 
лазеров. По результатам экспе
риментов формировалось тех
ническое задание на синтез но

вого олигомера. Были сделаны 
десятки итераций, прежде чем 
стали получаться твердые (не 
рассыпающиеся при легком при
косновении) биомодели, точно 
воспроизводящие данные томо
графического обследования па
циента.

Над подбором условий лазерной 
фотополимеризации более 5 лет 
работали несколько лабораторий. 
Это очень интересная, деликатная 
и трудоемкая технология, по ко
торой в автоматическом режиме 
слой за слоем формируется био
модель, например череп или его 
костный фрагмент, потерянный 
в результате травмы. 

Сейчас в ИПЛИТ РАН иссле
дуются возможности многофо
тонной лазерной полимеризации. 
Предварительные исследования 
показывают реальность создания 
топологически сложных структур 
с пространственным разрешени
ем до 10 нм. Такое высокое разре
шение потребуется для развития 
будущих технологий онконейро
хирургии и в когнитивных иссле
дованиях. 

Лазерноинформационная 
технология дистанционного био
моделирования позволяет очень 
точно спланировать предстоя
щую операцию. Так, например, 
ее использование в спинальной 

Владислав Панченко



8 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 3 (6)  2010

ФОРУМ

хирургии позволяет изготовить 
и «подогнать» имплант на биомо
дели, не беспокоя пациента. Обоб
щая накопленный опыт, можно 
сказать, что, используя быстрое 
прототипирование в создании ин
дивидуальных биомоделей по то
мографическим данным, можно 
подготовить сценарий операций 
практически в любом разделе ме
дицины.

Благодаря использованию дан
ной технологии в среднем проис
ходит ускорение операционного 
времени в 2–3 раза, примерно 
во столько же раз уменьшается 
реабилитационный период. Ко
личество подготовленных и про
веденных по данной технологии 
операций приближается уже 
к 4 тысячам, технологию исполь
зуют более чем в 30 клиниках 
страны. Наибольшее распростра
нение данная технология получи
ла в нейрохирургии, где практиче
ски все делается под микроскопом. 
В челюстнолицевой хирургии 
десятки детей спасены от урод
ства и врожденных болезней с ис
пользованием этого метода. Метод 
заинтересовал многих действую
щих хирургов, в том числе и он
кохирургов, начинает проникать 
и в кардиохирургию. Впрочем, 
здесь я уже вторгаюсь не в свою 
область. Это медицина. Лучше 
об этом Вам побеседовать с моими 
коллегами академиком А.А. Пота
повым и академиком В.И. Чиссо
вым.

Авторы этого метода – россий-
ские ученые?

– Да. Судя по имеющимся в на
шем распоряжении литератур
ным данным, наши коллективы 
одни из первых создали биомо
дели по индивидуальным томо
графическим данным пациента, 
которые нашли широкое приме
нение в клинической практике. 
Это была наша концептуальная 
идея – сделать индивидуальные 
«запчасти» для человеческого 
организма по предварительному 

томографическому обследова
нию, выполненному в любой точке 
земного шара. В принципе, можно 
просканировать человеческий ске
лет, записать результаты, а в слу
чае необходимости – обратиться 
к этой информации, воспроизве
сти нужные фрагменты, напри
мер костные, и поставить на место 
перелома. Уже проводятся такие 
операции на животных, и они 
успешны.

Владислав Яковлевич, требу-
ется ли для развития данной тех-
нологии правительственная под-
держка?

– Правительственная поддерж
ка всегда важна. Тем более в таких 
крупных проектах, носящих меж
дународный характер. И в первую 
очередь вот в чем. Подобные опе
рации необходимо максимально 
стандартизировать. Когда мы го
ворим о технологиях современной 
медицины, то под технологиями 
мы понимаем набор определен
ных действий, которые могут быть 
повторены в случае правильного 
описания в другом месте другим 
профессионалом. 

Создание технологии – это 
фундаментальное исследование 
и в какойто мере искусство, а ис
пользование ее – это нормальная, 
в хорошем смысле рутинная ра
бота. Россия часто поражает мир 
уникальными операциями, но по
вторить ее, поставить на поток, 
помочь всем страждущим не уда
ется, потому что нет технологии. 
Это high, но не tech, а если мы го
ворим о медицинской высокотех
нологичной массовой помощи, она 
должна быть именно технологич
ной.

Успешное создание биомоделей 
вдохновило Вас и Ваш коллектив 
на создание имплантов из биосов-
местимых материалов?

– В какойто степени да, это 
уже следующий этап, связан
ный с тканевой инженерией. Со
вместно с Институтом транс
плантологии и искусственных 

органов мы занимаемся поиском 
новых биосовместимых материа
лов с использованием техноло
гии лазерной стереолитографии 
и очистки материалов с использо
ванием сверхкритических жидко
стей. Это позволит создать как им
планты сложной конфигурации, 
так и скаффолды – сосуды за
данной формы, в которых проис
ходит направленный рост клеток, 
что позволит выращивать биотка
ни, а в будущем и органы. 

В премию вошла и интеллекту-
альная лазерная система для ди-
агностики в хирургии. Что это 
за системы?

–  С к а ж у  н е с к о л ь к о  с л о в 
об одной из таких систем. Как из
вестно, лазеры – неплохой скаль
пель, и мы подумали – а поче
му бы не вооружить хирурга 
таким скальпелем, который бы 
моментально видел, какую био
ткань он режет. Дело в том, 
что во время операции летят 
частицы биотканей, притом ча
стицы разных биотканей летят 
с разными распределениями ско
ростей в пространстве. Посколь
ку лазер не только аблирует 
биоткать, но и может принимать 
рассеянный от летящих частиц 
свет и гораздо быстрее, чем реак
ция человека, идентифицировать 
вид частиц, испаряемых в данный 
момент. Эта информация и пере
дается хирургу в виде определен
ных сигналов. Таким образом, хи
рург точно знает, что он удаляет 
именно менингиому, а не здоро
вую ткань мозга.

То есть эта система позволяет 
четко определять границы не
здоровых тканей, что особенно 
важно в онкологии. Данная идея 
неоднократно обсуждалась с ака
демиком В.И. Чиссовым и членом
корреспондентом И.В. Решетовым. 
Были разработаны и построены 
интеллектуальные лазерные си
стемы такого типа и с их помощью 
проведены десятки успешных 
операций.
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Член-корреспондент РАМН, 
доктор медицинских наук, про-
фессор Игорь Владимирович Ре-
шетов:

– Исследования по исполь
зованию лазерных информаци
онных технологий начались лет 
10 назад. Выступая в разных 
научных аудиториях, Владис
лав Яковлевич Панченко пробу
дил интерес к применению этих 
разработок в медицине. Была 
составлена инициативная на
учная группа по использова
нию лазерных информационных 
технологий в медицине, кото
рую возглавляли руководители: 
от Института проблем лазерных 
и информационных технологий 
РАН – В.Я. Панченко, от Научно
исследовательского института 
нейрохирургии им. Н.Н. Бур
денко РАМН – А.Н. Коновалов 
и А.А. Потапов, от Московско
го научноисследовательского 
о н к о л о г и ч е с к о г о  и н с т и т у т а 
им. П.А. Герцена – В.И. Чиссов.

В настоящее время из лазер
ных информационных технологий 
клинической стала технология 
прототипирования биологических 
объектов. Модели изготавливают 
на этапе уточняющей диагностики, 
оценки результатов лечения либо 
последующих корригирующих ре
абилитационных операций. Легче 
всего делать прототипы тех орга
нов, где есть опорные структуры. 
Так, если взять скелет человека, 
то, пожалуй, нет ни одного отдела, 
который не подвергся бы исследо
ванию. Естественно, мы стремились 
не только к накоплению количества 
наблюдений, но и хотели найти но
вые, качественно улучшающие 
жизнь пациента решения. Напри
мер, изготовить индивидуальный 
протез кости, так называемый им
плант. Технология уже есть, сейчас 
мы работает над тем, чтобы делать 
эти импланты не путем слепка 
с симметричной стороны (то есть 
не путем зеркального переноса 
недостающего фрагмента), а так, 

чтобы в процессе выращивания 
модели прототипа получался био
совместимый фрагмент.

Что дает технология быстрого 
прототипирования хирургу и его 
пациенту?

– Благодаря этой технологии 
появилась возможность прогно
зировать операцию, оптимально 
подогнать все «запчасти», оце
нить результативность. Сейчас 
ведь требования к функциональ
ной реабилитации значительно 
повысились: люди хотят ни в чем 
не чувствовать себя ущербными, 
а для этого как раз нужны те тех
нологии, при которых возмож
на мельчайшая индивидуальная 
подгонка. Действия хирурга стали 
осознанными. То, что раньше при
ходилось делать на глазок, теперь 
выполняется точно. Данная техно

логия – это даже не компьютерное 
3D, а реальная, осязаемая вещь.

Вообще, лазерные технологии 
в медицине – это целый пласт зна
ний, технологий, над которыми еще 
надо работать и работать. Сейчас 
мы активно работаем над приме
нением так называемых интеллек
туальных лазерных аппаратов, ко
торые позволят хирургу рассекать 
ткани, менять режимы мощности, 
глубины рассечения, то есть будут 
способствовать упрощению, робо
тизации процесса операции.

Отмечу, что внедрение таких 
технологий потребует увеличения 
технического персонала в больни
це, так называемых медицинских 
физиков, которые сейчас в дефи
ците. 

Беседовала  
Светлана Синявская

Игорь Решетов
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А.А. Потапов: «В нейрохирургии 
используются достижения современной 
биологии во всех ее аспектах»

Лауреат Государственной премии Российской Федерации в области науки и технологий 
за 2009 год доктор медицинских наук, академик РАМН, заместитель директора Научно-
исследовательского института нейрохирургии им. Н.Н. Бурденко РАМН Александр Потапов 
рассказал редакции AN о достижениях современной нейрохирургии, новейших разработках 
в этой области и о тесной интеграции фундаментальной биологии и медицинской практики. 

Александр Александро-
вич, в последнее время 
нейронауки развиваются 

настолько быстро, что можно го-
ворить о настоящей революции 
в данной области биологии и ме-
дицины. Чем в первую очередь 
это объясняется?

– В арсенале современной 
нейрохирургии появились абсо
лютно уникальные, постоянно 
развивающиеся методы нейро
визуализации. Это, прежде все
го, рентгеновская компьютерная 
и магнитнорезонансная томогра
фия. Если 40 лет назад мозг в по
лости черепа был в своеобразном 
«черном ящике», и хирург видел, 
что происходит внутри только 
после трепанации, то сейчас все, 
что происходит в мозге живого че
ловека мы можем увидеть очень 
быстро и безопасно для пациента. 
Благодаря новым методам ней
ровизуализации появилась воз
можность изучать не только ана
томию мозга и патологических 
образований, но и визуализиро
вать процессы кровоснабжения 
и получать количественные ха
рактеристики кровотока в мил
лилитрах на грамм/минуту 
для разных структур мозга и па
тологических образований. Это 
дает возможность увидеть изме
нения кровоснабжения при раз

витии различных патологических 
процессов, а также в ходе их ле
чения. В клинической практике 
все шире применяются методы, 
которые позволяют получить 
карты метаболических измене
ний живого мозга, – это, прежде 
всего, позитронноэмиссионная 
т о м о г р а ф и я  и  в  п о с л е д н и е 
годы – магнитнорезонансная 
спектроскопия (по существу мо
лекулярная нейровизуализация). 
С помощью МРТспектроскопии 
мы можем видеть, как изменяет
ся метаболизм в тканях, напри
мер оценивать изменения уровня 
nацетиласпартата, который яв
ляется маркером повреждения 
нейронов. Можно видеть эти из
менения не только в отдельных 
точках, но и на целых срезах мозга 
на разных уровнях. Использова
ние методов нейровизуализации 
позволяет дифференцировать 
опухолевый процесс от нарушения 
кровоснабжения, воспалительных 
или нейродегенеративных процес
сов. Современные методы нейрови
зуализации имеют, с одной сторо
ны, важное прикладное значение, 
а с другой стороны – являются 
инструментом фундаментальных 
исследований метаболических 
и структурнофункциональных 
перестроек в процессе развития 
болезни или в процессе восста

новления поврежденной нервной 
ткани. Это уже фундаментальная 
нейробиология.

Другая возможность, которая 
открывается сегодня и широко 
используется в мировой практи
ке, – это возможность наблюдать 
функционирование живого мозга 
в процессе выполнения различ
ных действий. Это так называе
мая функциональная магнитно
р е з о н а н с н а я  т о м о г р а ф и я . 
Допустим, мы просим пациента 
поработать рукой и видим, какие 
зоны мозга в это время активи
руются, где находится корковое 
представительство руки и в ка
ком месте локализовано патоло
гическое образование, к которому 
мы должны подойти таким об
разом, чтобы не нарушить функ
ционально значимую структуру 
мозга. Возможности современной 
диффузнотензорной МРТ по
зволяют видеть проводящие пути 
мозга. Например, кортикоспиналь
ный тракт, который обеспечивает 
проведение сигнала по длинным 
аксонам от пирамидных клеток 
коры к мотонейронам спинного 
мозга. 

В своей практике Вы исполь-
зуете достижения других фун-
даментальных наук, не только 
биологии, но и физики, например. 
Ваша совместная работа с ко-
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мандами академика РАН Вла-
дислава Панченко из Института 
проблем лазерных и информа-
ционных технологий РАН и ака-
демика РАМН Валерия Чис-
сова, директора Московского 
научно-исследовательского он-
кологического института имени 

П.А. Герцена получила Государ-
ственную премию РФ в области 
науки и технологий за 2009 год. 
В чем суть разработанной вами 
и успешно применяемой на прак-
тике технологии?

– Здесь оказалось очень успеш
ным сотрудничество с физика

ми – в нашем арсенале появилась 
такая уникальная возможность 
с помощью современных мето
дов быстрого прототипирования 
полностью воспроизвести точную 
копию любого органа человека, 
любой части тела или всего тела. 
Сегодня насчитывается свыше де
сятка методов прототипирования. 
Они позволяют, скажем, из жид
кого полимера с помощью стерео
литографа, управляемого компью
тером, получить реальную копию 
виртуальной модели. Есть и дру
гие методы быстрого прототипи
рования, например – порошковая 
металлургия, с помощью кото
рой из порошка металла, а также 
специальной лазерной техноло
гии и управляющего компьюте
ра можно воспроизвести полную 
копию объекта очень сложного 
по конфигурации. 

Отечественные ученые разра
ботали стереолитографы, управ
ляемые компьютерами, которые 
дают возможность полностью 
повторить объект, заложенный 
и выстроенный в компьютере. 
Скажем, мы делаем компьютер
ную томографию человека – его 
любого органа, мозга либо сосуда, 
получаем трехмерное изобра
жение, достраиваем недостаю
щую часть поврежденного органа 
в виртуальном пространстве, по
сылаем на управляющий компью
тер. В результате стереолитограф 
в течение короткого времени пол
ностью выстраивает из жидкого 
полимера в твердом виде реаль
ную полную копию поврежденно
го объекта. 

А как все начиналось?
– В 90х гг. прошлого века, когда 

мы начали этим заниматься, было 
не очень понятно, насколько это 
будет востребовано. Мы прочита
ли публикации о методах иденти
фикации останков царской семьи. 
Ученые Института проблем ла
зерных и информационных техно
логий использовали метод стерео
литографии для создания точных 

Александр Потапов
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копий найденных черепов и их 
фрагментов. Посчитав, что эта ме
тодика может быть использована 
в реконструктивной нейрохирур
гии, мы быстро включились в про
цесс разработки. Первые наши 
моделикопии были грубоваты. 
Но по мере совершенствования 
метода, оказалось, что потенциал 
данной технологии в клинической 
практике огромен. 

В чем заключается преимуще-
ство метода быстрого прототипи-
рования?

– При сложнейших дефектах 
и деформациях костных струк
тур используются различные им
планты. В мире сегодня имплан
тируется несколько тонн металла, 
и титана в частности. Например, 
для реконструкции позвоночника 
имплантируют искусственные ди
ски, стабилизирующие системы. 
Но импланты, которые устанав
ливают человеку, готовят заранее. 
Потом хирург во время операции 
старается из нескольких размеров 
подобрать тот, который подходит 
для данного пациента. Так вот, 
метод быстрого прототипиро
вания позволяет изготавливать 
импланты строго индивидуально 
для каждого человека с учетом его 
реальной анатомии. 

Допустим, пациенту нужно по
менять правый тазобедренный 
сустав. Ему делают трехмерное 
изображение левого здорового 
тазобедренного сустава, и с по
мощью современных методов 
быстрого прототипирования по
лучают имплант тазобедренного 
сустава, сохраняя все размеры, 
особенности анатомии и т.д. Ана
логично и в нейрохирургии – у че
ловека повреждена одна часть 
лица, пластический хирург дол
жен собрать вторую по подобию 
сохраненной части. Мы получаем 
виртуальное трехмерное изобра
жение черепа, потом берем со
хранную часть, «переворачиваем» 
ее и встраиваем в разрушенную. 
В результате получаем полностью 

восстановленный симметричный 
череп. Если разрушена централь
ная часть лица, мы используем 
виртуальную «донорскую» трех
мерную картинку и встраиваем 
недостающую центральную часть. 
За многие годы практического 
применения компьютерной томо
графии накопился огромный банк 
изображений, который можно ис
пользовать для того, чтобы в вир
туальном пространстве подобрать 
подходящую конфигурацию дан
ного органа.

Метод быстрого прототипи-
рования разрабатывают и в дру-
гих странах, например в Японии, 
США, Германии. Но ваша техно-
логия уже успешно используется 
в 50 медицинских центрах. В чем 
конкурентоспособность отече-
ственной технологии? 

– На сегодняшний момент 
в мире существуют фирмы, кото
рые производят подобные имплан
ты «под заказ». Но наша техноло
гия отличается тем, что хирург 
сам участвует в процессе изготов
ления импланта для реконструк
ции. Однако главная задача вра
ча – это восстановление не только 
костных структур, но и структур 
нервных тканей, в частности от
дельных нейронов.

То есть высказывание «нерв-
ные клетки не восстанавливают-
ся» все-таки не верно?

– Тезис о том, что нервная клет
ка не восстанавливается, озвучен
ный лауреатом Нобелевской пре
мии Сантьяго РамониКахалем, 
сегодня пересмотрен. Совместная 
работа с биологами, которые за
нимаются проблемами восстанов
ления структуры нервных клеток, 
позволит как можно быстрее вне
дрить в практику достижения экс
периментальной нейробиологии.

Сегодня уже известно не
сколько подходов, которые мо
гут способствовать восстановле
нию нервной клетки. Известно, 
что есть ряд нейротропных фак
торов, стимулирующих процессы 

регенерации клетки. Литий – про
стейший элемент, оказывается, 
тоже способствует регенерации. 
Есть различные соединения, ко
торые блокируют ферменты, пре
пятствующие регенерации нейро
на. Экспериментально доказано, 
что в процессах восстановления 
нейронов могут использоваться 
методы нейротрансплантологии. 
Однако для применения в клинике 
мы ждем прорыва в этой области 
нейробиологии, когда можно будет 
действительно использовать эти 
достижения и внедрить их в ме
дицинскую практику. 

То есть медицинская практика 
и фундаментальная биология ин-
тегрированы в большей степени, 
чем может казаться?

– В нейрохирургии использу
ются достижения современной 
биологии во всех ее аспектах. 
В частности, когда мы изучаем 
процессы повреждения мозга 
в результате инсульта, либо трав
мы, либо опухолевых поражений, 
мы занимаемся изучением био
логии процесса. Как развивается 
этот процесс в нервной ткани? 
Какие механизмы способствуют 
тому, что данный процесс либо 
приведет к заживлению, либо 
к гибели нервной клетки? Поэто
му мы должны знать биологию 
данного процесса.

Какими должны быть наши воз
действия для того, чтобы восста
новить поврежденную нервную 
ткань – все ее элементы: нейроны, 
глиальный комплекс, сосудистую 
сеть? Как вещества из крови до
стигают конечной цели – клеток 
мозга, преодолевая уникальный 
гематоэнцефалический барьер? 
И мы можем управлять этими 
процессами сегодня с лечебным 
эффектом. 

Для нас очень важны те направ
ления, которыми занимается ге
нетика. Сегодня известно, что ха
рактер реакции мозга на любое 
п о в р е ж д е н и е  о п р е д е л я е т с я 
не только самим воздействием, 
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но и генетическими особенностями 
каждого конкретного индивидуу
ма, то есть генетическим профи
лем. Есть данные о том, что гене
тический полиморфизм по ряду 
генов определяет выраженность 
реакции нервной ткани на по
вреждение. Любое повреждение 
вызывает ответную универсаль
ную реакцию – воспаление. По от
ношению к нервной системе – это 
нейровоспаление, которое прояв
ляется в виде повышения прони
цаемости гематоэнцефалического 
барьера, отека мозга (внутрикле
точного, межклеточного, смешан
ного), нарушения системы цирку
ляции ликвора, кровоснабжения 
и метаболизма. Характер этих 
реакций и последующих восста
новительных процессов может 
определяться неким своеобразием 
генома человека, или так называе
мым генетическим полиморфиз
мом. В одном из номеров вашего 
журнала опубликован обзор про

фессора В.С. Баранова (см. Acta 
Naturae, т. 1, № 3, 2010. – Прим. 
ред.), посвященный генетическо
му полиморфизму и перспективам 
медицинской геномики. Сегодня 
это направление очень актуаль
но и для нас, клиницистов, когда 
при прогнозировании течения бо
лезни и возможных ее исходов, 
следует принимать во внимание 
не только этиологию, патогенез 
и клинические проявления болез
ни, но и генетический профиль 
человека, его факторы риска, 
которые могут привести к тому 
или иному сценарию развития бо
лезни. 

И обратный процесс – какие 
методы клинической медицины 
используются при изучении бо-
лее фундаментальных проблем?

– Возможности современных 
технологий нейровизуализации, 
о которых мы уже говорили ранее, 
позволяют изучать и более фун
даментальные проблемы – взаи

моотношение структуры и функ
ций головного мозга. Например, 
как у разных людей, правшей 
или левшей с доминированием 
одного или другого полушария 
(или с отсутствием доминирова
ния), функционирует мозг, если 
возникает некий патологический 
очаг? Как перестраивается мозг 
в процессе старения, развития, 
патологического воздействия? Это 
уже изучение фундаментальных 
основ жизнедеятельности нерв
ной системы (и мозга, в частности) 
в норме и патологии. Сегодня эти 
методы, которые абсолютно вос
требованы в клинической практи
ке – в прикладной области меди
цины, одновременно используются 
и работают на изучение фунда
ментальных проблем нейробио
логии – науке о мозге, о нервной 
системе…  

Беседовала  
Елена Новосёлова
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Наука в вузах: приказано жить

О внушительной финансо
вой поддержке россий
ских вузов стало известно 

в конце прошлого года на съезде 
«Единой России». Тогда Владимир 
Путин пообещал дополнительно 
выделить университетам 90 мил
лиардов рублей на три года. Поз
же – в январе этого года на Все
мирной конференции министров 
образования в Лондоне глава 
Минобрнауки Андрей Фурсенко 
объявил, что в России начинает
ся модернизация высшей школы, 
направленная на повышение на
учного потенциала университетов. 
При этом он выразил уверенность, 
что лучшие вузы страны в скором 
времени смогут составить конку
ренцию не только РАН, но и веду
щим лабораториям и институтам 
мира.

Добиться этих целей власти со
бираются благодаря комплексу 
мер. Дополнительные средства 
Минобрнауки планирует потра
тить по следующим направлени
ям:

Поддержка программ раз •
вития Московского и Санкт
Петербургского госуниверсите
тов.

Поддержка федеральных уни •
верситетов в части модернизации 
научноисследовательского про
цесса и инновационной деятель
ности.

Поддержка национальных ис •
следовательских университетов.

Развитие кооперации вузов  •
и производственных предприя
тий.

Привлечение ведущих ученых  •
в российские вузы.

Развитие инновационной ин •
фраструктуры в вузах.

лоГичНо и ПослеДоВАТельНо
Целенаправленные шаги государ
ства по укреплению науки в уни
верситетах вызвали в профессио
нальном сообществе оживленные 
дискуссии. Нашлось немало про
тивников провузовского варианта 
развития национальных исследо
ваний и разработок. В качестве 
аргумента они обычно ссылаются 
на особенности организации нау
ки в России и традиционно силь
ные позиции Академии. Многим 
непонятно, с чего вдруг власти 
стали так активно поддерживать 
вузовскую науку. На самом деле 
ничего неожиданного в этой по
литике нет. С середины 2000х 
годов Минобрнауки борется с мо
нополизмом РАН, пытаясь сме
стить центр исследовательской 
тяжести на университеты. Дол
гие годы наука там развивалась 
по большей части в инициативном 
порядке, без серьезного финанси
рования со стороны государства. 
Теперь укрепление вузовской 

науки становится приоритетом, 
что фиксируется во всех клю
чевых документах. В частности, 
в Стратегии развития науки 
и инноваций в РФ, которую при
няли в феврале 2006 г. и кото
рая рассчитана до 2015. В ней 
указывается, что «обособленное 
существование научных и обра
зовательных структур снижает 
потенциал их развития, умень
шает вклад в развитие эконо
мики и общества, препятствует 
полноценному вхождению в ми
ровое научнообразовательное 
пространство». О необходимости 
«интегрировать образование и на
учную деятельность» говорилось, 
кстати, еще в 2004 году в прези
дентском послании Федерально
му Собранию. 

В Стратегии предлагается це
лый ряд мер для развития ву
зовской науки. В первую очередь 
формировать сеть ведущих ис
следовательских университе
тов – «крупнейших научных цен
тров, которые в равной степени 
эффективно осуществляют под
готовку специалистов всех уров
ней и выполняют исследования 
и разработки мирового класса». 
Именно такой подход и такие фор
мулировки почти через пять лет 
(в 2009–2010 гг.) использовались 
при отборе исследовательских 
университетов.

Беспрецедентная финансовая поддержка ведущих вузов России – в 90 миллиардов рублей – 
всколыхнула профессиональное сообщество. Сделав ставку на развитие университетской 
науки, государство перешло к конкретным действиям по ее усилению. После определения 
вузов-лидеров – исследовательских и федеральных, которым, помимо статусов, выделяют 
еще и дополнительные средства, Минобрнауки объявило новые конкурсы для вузов – на ко-
операцию с бизнесом, укрепление инновационной инфраструктуры и привлечение ведущих 
ученых. Уже этой осенью победителей ожидают многомиллионные вливания, которые позво-
лят реализовать самые смелые и амбициозные проекты.
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Среди других мер в Стратегии 
указывается на необходимость 
развития кадрового потенциа
ла, включая предоставление мо
лодым ученым крупных грантов 
для проведения исследований, 
приобретения научного оборудо
вания, создания малых стартовых 
фирм, а также реализацию схем 
мобильности кадров между НИИ, 
вузами, предприятиями. И нако
нец, еще одно обязательное усло
вие – развитие инфраструктуры. 
Все запланированные мероприя
тия государство логично и после
довательно осуществляет.

лиДеРы есТь
Реформа высшей школы, или, 
как предпочитают говорить в про
фильном министерстве, – мо
дернизация, началась с инсти
туциональных преобразований. 
А именно – формирования группы 
ведущих вузов.

Со временем, по прогнозам 
Минобрнауки, в стране останет
ся не более 50 университетов, 
а в целом – около 150–200 кон
курентоспособных вузов. Об этом 
Андрей Фурсенко впервые заявил 
два года назад на встрече с прези
дентом России в МИФИ. Пример
но в то же время началась работа 
по формированию в стране статус
ных вузов – федеральных и наци
ональных исследовательских.

На сегодняшний день действу
ет два федеральных универ
ситета (Южный и Сибирский), 
на стадии становления еще пять: 
Приволжский, Уральский, Се
верный (Арктический), Северо
Восточный и Дальневосточный. 
Этот проект, можно сказать, гео
политический. Стратегическая 
задача федеральных универси
тетов, которые создаются по ре
шению Правительства РФ путем 
объединения нескольких вузов, 
заключается в том, чтобы обеспе
чить качественное образование 
и предоставить возможность за
ниматься высокой наукой, то есть 

стать научнообразовательными 
центрами своих регионов. Это по
зволит развиваться экономике, 
закреплять квалифицированных 
специалистов на Дальнем Востоке, 
в Сибири, на Урале и т.д. 

Миссия национальных исследо
вательских университетов (НИУ) 
состоит в том, чтобы, вопервых, 
закрыть кадровую потребность 
высокотехнологичных секторов 
экономики – атомной промышлен
ности, металлургии, машино, су
достроения и других. А вовторых, 
развивать науку, главным образом 
прикладную, с целью коммерциа
лизации результатов исследова
ний.

По итогам двух конкурсов, ко
торые проходили в конце 2009 
и начале 2010 г., категорию НИУ 
присвоили 29 вузам. Помимо пре
стижного статуса победителям 
пообещали внушительные денеж
ные вливания – по 1.8 миллиарда 
рублей каждому на пять лет. В об
щей сложности проект НИУ обой
дется госказне почти в 50 милли
ардов рублей.

Еще два учебных заведения, 
которые исторически, дефакто 
являются столпами университет
ского образования и науки – МГУ 
и СПбГУ, также получили осо
бые полномочия и очень широкие 
права. По закону им присвоили 
особый статус «старейших вузов 
страны, имеющих огромное зна
чение для развития российского 
общества».

Н о  д а ж е  п р и м е н и т е л ь н о 
к флагманам господдержка бу
дет строиться не просто на «да
вании» денег: как исследователь
ские и федеральные, так и МГУ 
и СПбГУ получат бюджетные 
деньги под конкретные програм
мы развития.

ПРАВиТельсТВо сТиМулиРуеТ
Выделение группы лидеров – пер
вый серьезный шаг в модерниза
ции высшего образования России. 
Следующим стали дополнитель

ные меры поддержки научной 
и инновационной деятельности 
вузов. «Развитие исследователь
ского компонента вузов – один 
из важнейших приоритетов по
литики государства, – заявил 
в одном из своих выступлений 
замминистра образования и нау
ки РФ Алексей Пономарёв. – Это 
необходимый элемент инноваци
онной инфраструктуры экономи
ки, механизм генерации новых 
идей и технологий, их внедрения 
и тиражирования. Без участия 
вузов в исследованиях невоз
можно обеспечить качественную 
п о д г о т о в к у  с п е ц и а л и с т о в 
для приоритетных направлений 
научнотехнологической модер
низации России».

Весной этого года Правитель
ство РФ утвердило три постанов
ления – № 218, 219 и 220, направ
ленные на решение самых острых 
проблем отечественной науки – ее 
старение и снижение уровня ис
следований. По статистике, в рос
сийских вузах наукой занимаются 
не более 15% преподавателей. Зна
чит, далеки от науки и студенты, 
а без нее образование становит
ся, по сути, бессмысленным. Оно 
превращается в перемалывание 
учебников, написанных много лет 
назад.

По каждому постановлению 
этим летом были объявлены кон
курсы. Победителей ожидают 
значительные финансовые вли
вания, которые будут направлены 
на укрепление кооперации вузов 
и бизнеса (12 миллиардов рублей 
на 3 года), развитие инновацион
ной инфраструктуры (8 миллиар
дов) и привлечение ведущих уче
ных (12 миллиардов).

Деньги выделяются из анти
кризисного фонда, так что все три 
постановления посвящены не ис
ключительно научным исследова
ниям, а в целом – модернизации 
системы высшего образования. 
Соответственно и задачи (по при
оритетности) Минобрнауки рас
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ставляет следующим образом:
передача опыта выполнения 1) 

научных исследований в вузы, 
формирование здорового климата 
конкуренции в России;

 мобилизация научных и управ2) 
ленческих коллективов, чтобы 
вузы смогли совершить каче
ственный скачок в развитии;

 собственно научные исследова3) 
ния.

о кооПеРАции ВузоВ 
и бизНесА
Новые инструменты, предложен
ные Правительством, призваны 
сделать вузы центральным зве
ном прикладной науки, переломив 
недоверие бизнеса к их исследо
вательским компетенциям. Го
сударство пытается ввести вузы 
в реальный сектор экономики. 
Причем не только на уровне вы
полнения отдельных хоздоговоров, 
как было раньше, но и на уровне 
реализации стратегических пла
нов развития российских пред
приятий. В постановлении № 218 
указан список из 54 крупнейших 
государственных и частных ком
паний, которые к ноябрю этого 
года должны подготовить програм
мы инновационного развития, учи
тывая взаимодействие с вузами. 
По прогнозу замминистра Алексея 
Пономарёва, в ближайшем време
ни кооперацию с вузами начнет 
20–30 компаний из этих 54. Это 
будет база для создания так на
зываемых технологических плат
форм – конгломерата ведущих 
промышленных фирм, универси
тетов и администраций регионов. 
Этот заимствованный у Евросою
за инструмент напрямую не под
креплен госсредствами. Речь идет 
о создании консультационных 
площадок, формируемых ключе
выми заказчиками и исполните
лями НИОКР по определенным 
проблемам. Участники платформ 
будут заниматься планированием 
и прогнозированием в своей обла
сти, исследованиями рынка и вы

работкой решений, которые будут 
определять госполитику.

Для развития наукоемкого про
изводства крайне важно стимули
ровать как сами вузы, так и пред
приятия, считают в Минобрнауки. 
Самый значительный инструмент, 
появившийся в распоряжении 
ведомства, – субсидии промыш
ленным компаниям для рабо
ты с вузами. На это выделяется 
19 миллиардов, 6 из них – в 2010 г. 
В конкурсе, который объявили 
в конце июня по 218 постанов
лению, предлагалось принять 
участие любым предприятиям, 
в том числе иностранным, кото
рые представят на рассмотрение 
экспертов свои проекты заказа 
НИОКР у вузов. Субсидия выде
ляется на срок от 1 до 3 лет, в сум
ме до 100 миллионов в год. От ком
пании требуется предоставить 
софинансирование не меньше по
лученной от государства суммы.

Конкурс оказался весьма при
влекательным для бизнеса: заявки 
подготовили 416 организаций из 59 
регионов. В качестве исполните
лей НИОКР выбрано 157 вузов. 
Суммарный объем запрошенных 
субсидий превышает 70 миллиар
дов рублей. Средний объем субси
дии – порядка 150 миллионов.

По итогам конкурса победите
лями признали 57 проектов, из них 
33 – в регионах (кроме Москвы 
и СанктПетербурга). Среди по
бедителей оказались такие круп
ные производственные компании, 
как самолетостроительная корпо
рация «МиГ», КАМАЗ, АЛРОСА 
и другие. В общей сложности про
екты будут реализовывать 55 ком
паний в кооперации с 49 россий
скими вузами. 

Стоит отметить, что конкурс 
проводится в два этапа. Это реше
но было сделать, чтобы пополнить 
портфель заявок, так как не все 
организации успели подготовить 
необходимые документы. Ре
зультаты второго этапа объявят 
до 5 октября. 

Постановления правительства 
№ 218 и 219 в вузовской среде 
рассматривают как второй этап 
инновационного развития вузов. 
Первый был связан с малым биз
несом – принятием в прошлом 
году 217ФЗ, который разрешил 
университетам учреждать малые 
предприятия. Теперь наступило 
время солидного, крупного биз
неса, который будет заказывать 
у вузов НИОКР.

РАзВиТие иННоВАциоННой 
иНФРАсТРукТуРы
По 219 постановлению проводился 
отбор программ развития иннова
ционной инфраструктуры вузов. 
В конкурсе приняли участие 199 
университетов. Победителей опре
деляли по результатам анализа 
научного, образовательного и ин
новационного потенциала за по
следние 3 года и представленных 
на их основе программ развития. 
Конкурсная комиссия выбрала 
56 лучших. Большинство из них 
(14) – вузы Москвы (МГУ, Бауман
ка, МФТИ, МИФИ, МИЭТ и дру
гие). Но в целом география побе
дителей широкая – 36 субъектов 
РФ всех 8 федеральных округов: 
Дальневосточный – 4, Приволж
ский – 7, СевероЗападный – 7, 
СевероКавказский – 3, Сибир
ский – 8, Уральский – 4, Цен
тральный – 20, Южный – 3.

Каждый вуз получит до 150 мил
лионов рублей. Средства можно 
тратить по строго определенным 
направлениям:
1) развитие объектов инноваци
онной инфраструктуры: бизнес
инкубаторов, технопарков, цен
тров сертификации, трансфера 
технологий, коллективного поль
зования, научнотехнической ин
формации и других;
2) оценку результатов интеллек
туальной деятельности и их пра
вовую охрану;
3) реализацию и разработку це
левых программ подготовки и по
вышения квалификации кадров 
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в сфере малого инновационно
го предпринимательства, в том 
числе для студентов, аспирантов 
и молодых ученых, а также разра
ботку учебнометодологического 
и научнометодического обеспече
ния для субъектов малого и сред
него предпринимательства;
4) стажировку и повышение ква
лификации сотрудников вузов 
в сфере инновационного предпри
нимательства и трансфера техно
логий в иностранных университе
тах;
5) консалтинговые услуги ино
странных и российских экспертов 
в сфере трансфера технологий, 
создание и развитие малых ин
новационных компаний, включая 
привлечение профес сорс копре
по да вательского состава к нор
ма тив номето дическому и прак
тическому обеспечению создания 
таких компаний.

ПРиВлечеНие ВеДущих учеНых
Постановление № 220 подразуме
вает привлечение в вузы на кон
курсной основе лучших специали
стов мира во вновь создаваемые 
лаборатории. Для этого из фе
дерального бюджета выделят 
12 миллиардов рублей. Учитывая, 
что сумма одного гранта составля
ет 150 миллионов, то количество 
победителей в конкурсе может до
стичь порядка 80 человек.

Всего на конкурс поступило 
507 заявок от 179 вузов. Из них 
больше всего подано по направле
ниям: «Физика», «Информацион
ные технологии и вычислитель
ные системы», «Науки о земле» 
и «Науки о материалах» (около 
40 по каждому). Меньше всего (до 
пяти) – по сельскохозяйственным 
наукам и машиноведению.

Конкуренция между вузами 
жесткая, тем более некоторые 
из них подали несколько заявок. 

Отличился МГУ им. М.В. Ломо
носова, направивший 30 заявок. 
СПбГУ и МИФИ – по 21. Подавля
ющее большинство вузов рискну
ло подать от 3 до 6 заявок.

В Минобрнауки неоднократно 
подчеркивали, что ведущих уче
ных будут определять не по па
спорту, то есть задача у этого 
конкурса состоит не в том, чтобы 
привлечь иностранцев. Главное, 
чтобы были реальные научные 
достижения. Однако многие вузы 
делают ставку на зарубежных 
ученых. Таковых в списке пре
тендентов на многомиллионный 
грант – около 130.

Приглашенные ученые долж
ны будут возглавить в вузе вновь 
созданную лабораторию и прора
ботать там не менее четырех ме
сяцев в году. Как объяснили на
кануне конкурса представители 
Минобрнауки, при рассмотрении 
заявок эксперты в первую очередь 
будут обращать внимание не на то, 
какие научные исследования 
предлагает проводить вуз, а на то, 
удастся ли при реализации дан
ной заявки сформировать лабора
торию мирового уровня. Под пока
зателями эффективности проекта 
Минобрнауки понимает создание 
лаборатории, которая будет спо
собна продуктивно и успешно ра
ботать после завершения проекта, 
который рассчитан на 3 года, ее 
сотрудники смогут публиковаться 
в рейтинговых научных журналах, 
получать заказы от предприятий, 
патенты на разработки, выигры
вать в новых конкурсах и т.д.

В отличие от остальных прави
тельственных инициатив, эта – 
по привлечению в вузы ведущих 
ученых – вызывает наиболее 
спорные оценки в профессиональ
ном сообществе. Много критиков 
и много скептиков. А те, кто в це
лом поддерживают идею, опаса

ются за ее качественную реали
зацию, в частности за грамотную 
и честную экспертизу заявок, 
а соответственно определение по
бедителей. Насколько обоснован
ны эти опасения, станет ясно, ког
да объявят результаты конкурса. 
Тогда уже можно будет оценить 
уровень выигравших заявок и со
ответственно ученых, которые 
должны будут создать лаборато
рии мирового уровня.

Итак, государство поддержи
вает вузовскую науку – причем 
не только за счет финансирова
ния университетов, которым при
суждаются различные статусы, 
но и с помощью сопутствующих 
инициатив. Тем самым государ
ство преследует цели: повысить 
качество подготовки специали
стов в российских вузах, развить 
исследовательскую и технологи
ческую базу вузов, увеличить их 
инновационную активность.

Н а  о п а с е н и я  с к е п т и к о в , 
что вузы не справятся с возложен
ными на них задачами, что деньги 
и уникальное оборудование попа
дут в руки тех, кто не сумеет ими 
воспользоваться эффективно, 
у руководства Минобрнауки ответ 
один: никто и не думает распреде
лять ресурсы по огромному чис
лу вузов. Победителям предстоит 
пройти жесткий конкурс. Спокой
ной жизни им не обещают. А если 
ктото из них в ходе реализации 
программы начнет сдавать пози
ции, то статус у вуза могут отнять. 
В данном случае остается толь
ко верить на слово чиновникам. 
Посмотрим, что выйдет из этого 
грандиозного по своим масштабам 
проекта и кто окажется прав – 
скептики или оптимисты. 

Марина Муравьёва



18 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 3 (6)  2010

ФОРУМ

Подведены итоги конкурсов 
по кооперации бизнеса и вузов

Иван Стерлигов, STRF.ru

Подведены итоги второй очереди конкурсов по кооперации 
бизнеса и вузов. Об успехах и сложностях господдержки 
по постановлениям Правительства РФ № 218 и 219 рассказал 
замминистра образования и науки Сергей Мазуренко на бри-
финге 6 октября. 

В качестве инструмента 
правительством предло
жены субсидии двух ти

пов – на кооперацию бизнеса и ву
зов (постановление № 218, 19 млрд 
рублей) и на создание вузовской 
инновационной инфраструктуры 
(постановление № 219, 8 млрд ру
блей). Решение о выделении та
ких денег разовое, и Минобрнауки 
осваивает полученные средства 
в быстрые сроки. Конкурсы уже 
проведены, последние списки по
бедителей появились на офици
альном сайте программы (см. При
ложение). 

На конкурс по инновационной 
инфраструктуре подано 199 зая
вок, допущено к участию 197, по
бедило 56, т.е. конкурс составил 3.5. 

Представлено 35 регионов, при
чем 20 заявок пришлось на Цен
тральный федеральный округ, 
8 – на Сибирский, по 7 – на При
волжский и СевероЗападный. 
«Мы стремимся сделать так, что
бы заявки были одного уровня», – 
прокомментировал замминистра 
проблему распределения победи
телей по регионам. 

Как и предполагалось, среди 
выигравших 5 федеральных (ФУ) 
и 20 национальных исследова
тельских университетов (НИУ). 
Победители получат до 50 млн 
рублей в год на три года на соз
дание и развитие центров транс
фера технологий, управления ин
теллектуальной собственностью, 
стимулирования инноваций и т.д. 

С постановлением № 218 ситуа
ция иная. Интерес со стороны зая
вителей оказался заметно выше, 
но до конкурса были допущены 
лишь 553 из 806 поданных заявок. 
Победило 112 проектов от 107 ком
паний и 76 вузов. В числе прочих 
деньги дойдут до 25 НИУ и 6 ФУ.

По условиям конкурса деньги 
для оплаты НИОКР в вузе по
лучает не сам вуз, а его деловой 
партнер, который должен допол
нительно предоставить сумму, 
равную или большую выделяемой 
государством. Вдобавок, 20% от та
кого софинансирования должно 
идти непосредственно на науку 
и технологии. 

Максимальный размер суб
сидии от государства – 100 млн 
рублей в год на срок до трех лет, 
т.е. всего до 300 млн. При этом суб

Рис. 1. Распре-
деление побе-
дителей первой 
очереди кон-
курса по коопе-
рации бизнеса 
и вузов по при-
оритетным 
направлениям 
президент-
ской комиссии 
по модерниза-
ции.

Сергей Мазуренко
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Вузы-лидеры по участию в конкурсах кооперации и инновационной инфраструктуры 

Вузы Программы кооперации Инновационная инфраструктура

МГТУ им. Н.Э. Баумана 3 1

МФТИ 3 1

МИСиС 3 1

Уральский федеральный университет им. Б.Н. Ельцина 3 1

СПБГЭТУ «ЛЭТИ» им. В.И. Ульянова (Ленина) 3 1

Казанский (Приволжский) федеральный университет 3 1

МГУ им. М.В. Ломоносова 3 1

Игорь Реморенко

сидия в год должна быть больше 
20% от среднегодовой выручки 
компанииучастника конкурса 
за три последних года. Возмож
но, поэтому фактический сред
ний размер субсидии на весь срок 
контракта составил всего 70 млн 
рублей, менее четверти от макси
мально возможной суммы. По сло
вам Сергея Мазуренко, «хороший 
проект можно выполнить и за 30 
млн», но вот с участниками, требо
вавшими всего 3–5 млн, пришлось 
расстаться. Тем не менее за счет 
крупных участников общий раз
мер «внебюджетки» по конкурсу 
превысил 20 млрд рублей. Го
сударство по итогам двух про
шедших очередей отбора вложит 
18 млрд

Глава департамента страте
гического развития Минобрнау
ки Игорь Реморенко добавил, 
что за победителями будет уста
новлен тщательный контроль. 
Сейчас создается электронная си
стема, с помощью которой пред
приятия и вузы будут отчиты
ваться о кооперации раз в месяц. 
Запоздало осознав, что за расхо
дом средств будут строго следить, 
два предприятия сняли свои побе
дившие заявки.

Комментируя напоследок зна
чительные изменения в структуре 
финансирования российской нау
ки, Сергей Мазуренко дал журна
листам такой совет: 

«Мы должны грамотно инфор
мировать общественность. Очень 
часто у нас возникают разгово

ры о недофинансировании того 
или иного блока науки. У нас сей
час разговор идет о том, что госу
дарство уделяет науке большое 
внимание. Но научный ландшафт 
России состоит из нескольких об
ластей. Когда я учился на Физ
техе, Капица говорил нам: есть 
фундаментальные и поисковые 
исследования, но наука есть 
одна. Научные исследования 
у нас ведутся в разных органи
зациях. Без фундаментальной 
науки мы тоже не можем обой
тись.  Сейчас фундаменталь
ные исследования давно ушли 
от ньютоновских экспериментов, 
нужны мощнейшие инструменты 
и установки.

Самые развитые страны в оди
ночку не справляются с созда
нием таких установок. Мы при
нимаем самое активное участие 
в проекте БАК, в Iter, в про
екте лазера на свободных элек
тронах. Это говорит о том, какое 
внимание уделяется фундамен
тальной науке. Стоит также зада
ча развивать крупные установки 
в России – достраивается ПИК 
в Гатчине. Но сейчас мы говорим 
про прикладную науку».  
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Приложение

Список победителей открытого публичного конкурса 
по отбору организаций на право получения субсидий 
на реализацию комплексных проектов по созданию 
высокотехнологичного производства (II очередь) 

№ 
п/п Инициатор проекта Головной вуз Наименование проекта Номер заявки 

1 Открытое акционерное 
общество «Нижнекамск
нефтехим» 

Федеральное государственное 
автономное образовательное 
учреждение высшего про
фессионального образования 
«Казанский (Приволжский) 
федеральный университет» 

Повышение эффективности получения 
мономеров синтетических каучуков 
путем разработки и промышленной 
реализации высокотехнологического 
производства отечественных катализа
торов дегидрирования изоамиленов 

201021802173 

2 Открытое акционерное 
общество «Авиационная 
корпорация «Рубин» 

Федеральное государственное 
образовательное учреждение 
высшего профессионального 
образования «Московский 
государственный университет 
им. М.В. Ломоносова» 

Создание высокотехнологичного произ
водства фрикционных композиционных 
углеродных материалов для тормозных 
систем авиационного и другого вида 
транспорта 

201021802116 

3 Федеральное 
государственное 
унитарное предприятие 
федеральный научно
производственный 
центр «Научно
исследовательский 
институт измери
тельных систем 
им. Ю.Е. Седакова» 

Федеральное государственное 
бюджетное образовательное 
учреждение высшего про
фессионального образования 
«Национальный исследова
тельский ядерный университет 
«МИФИ» 

Организация высокотехнологич
ного производства продукции 
микроэлектроники на КНДструктурах 
и микросистемной техники с элемен
тами монолитных интегральных схем 
для экстремальных условий эксплуа
тации

201021802136 

4 Общество с ограни
ченной ответствен
ностью «Научно
производственное 
предприятие «Тасма» 

Федеральное государственное 
автономное образовательное 
учреждение высшего про
фессионального образования 
«Казанский (Приволжский) 
федеральный университет» 

Разработка и организация производ
ства конкурентоспособных на мировом 
рынке фоторегистрирующих материа
лов 

201021802132 

5 Открытое акционерное 
общество «Концерн 
«Океан прибор» 

Государственное образова
тельное учреждение высшего 
профессионального образо
вания «СанктПетербургский 
государственный электротех
нический университет «ЛЭТИ» 
им. В.И. Ульянова (Ленина)» 

Организация производства систем 
гидроакустического мониторинга 
акватории на базе покровных антенн 
в местах размещения нефте и газо
добывающих платформ в районе 
Арктического шельфа 

201021802009 

6 Закрытое акцио
нерное общество 
«Петрозаводский завод 
бумагоделательного 
машиностроения» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Петрозаводский государствен
ный университет» 

Создание ресурсосберегающего про
изводства экологически безопасных 
транспортноупаковочных комплектов 
(далее ТУК) для хранения и перевозки 
отработавшего ядерного топлива 

201021802081 

7 Открытое акционерное 
общество «Научно
производственная 
корпорация «Иркут» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Иркутский государственный 
технический университет» 

Разработка и внедрение комплекса 
высокоэффективных технологий 
проектирования, конструкторско
технологической подготовки и изготов
ления самолета МС21 

201021802312 

8 Открытое акционерное 
общество «Российские 
железные дороги» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Московский государственный 
университет путей сообщения» 

Инновационная ресурсосберегающая 
производственнотранспортная 
система, обеспечивающая безопасную 
и быструю перевозку грузов с кон
курентным уровнем затрат на экс
плуатацию и ремонт основных средств 
железнодорожного транспорта (на 
полигоне Рыбное – Челябинск) 

201021802324 
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9 Открытое акционерное 
общество «Корпорация 
«Фазотрон – Научно
исследовательский 
институт радиострое
ния» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Московский авиационный 
институт (государственный 
технический университет)» 

Разработка высокотехнологичного 
производства многофункциональных 
бортовых радиолокационных систем 
(МБРЛС) для различных носителей 
народнохозяйственного и оперативно
тактического назначения

201021802210 

10 Открытое акционерное 
общество «ЭЛЕКОНД» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
Ижевский государственный 
технический университет 

Организация высокотехнологичного 
производства конденсаторов нового 
поколения

201021802259 

11 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«ЛАДАЛИСТ» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Тольяттинский государствен
ный университет» 

Разработка модельного ряда легких 
коррозионностойких автомобилей 
с трансформируемым кузовом на базе 
агрегатов «chevrolet niva» и ДВС 
повышенной мощности, организация 
гибкого автоматизированного про
изводства элементов облицовки 
кузова из термопластичных полимеров 
и Инженерного центра технологий экс
трузионного производства 

201021802130 

12 Закрытое акционерное 
общество «Транзас» 

Федеральное государственное 
образовательное учреждение 
высшего профессиональ
ного образования «Санкт
Петербургский государствен
ный университет» 

Разработка программного комплекса 
для проведения расчетов однофазных 
и трехфазных многокомпонентных 
потоков для статических и динамиче
ских режимов, связанных с добычей 
и транспортировкой углеводородного 
сырья на Арктическом континен
тальном шельфе (импортозамещение 
наукоемких технологий)

201021802137 

13 Общество с ограничен
ной ответственностью 
фирма «ЛЕСТЕХКОМ» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Марийский государственный 
технический университет» 

Разработка энергоэффективной много
функциональной лесозаготовительной 
машины нового поколения с повы
шенной надежностью, производитель
ностью и комфортностью оператора 
с применением ресурсосберегающих 
технологий 

201021802232 

14 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«Аби Продакшн» 

Государственное обра
зовательное учреждение 
выс шего профес сионального 
образования «Московский 
фи зи котех ни чес кий институт» 
(Государственный университет) 

Разработка лингвистических техноло
гий для системы машинного перевода 
и системы семантического поиска 
и анализа данных 

201021802220 

15 Открытое акционерное 
общество специ
ального машино
строения и металлургии 
«Мотовилихинские 
заводы» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Пермский государственный 
технический университет» 

Создание высокотехнологичного 
машиностроительного производства 
на основе современных методов про
ектирования изделий и гибких произ
водственных процессов прецизионной 
обработки материалов

201021802249 

16 Закрытое акцио
нерное общество 
«Чебоксарский электро
аппаратный завод» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Уфимский государственный 
нефтяной технический универ
ситет» 

Разработка и организация серийного 
производства мощных высоковольтных 
частотнорегулируемых приводов 
(ВЧРП)

201021802051 

17 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«Объединенная 
компания 
«СИБШАХТОСТРОЙ» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Сибирский государственный 
индустриальный университет» 

Разработка технологии и создание 
пилотного образца автоматизирован
ного энергогенерирующего комплекса, 
работающего на отходах углеобогаще
ния 

201021802174 

18 Закрытое акционерное 
общество «Терна 
Полимер» 

Государственное обра
зовательное учреждение 
высшего профессионального 
образования «Московская 
государственная академия 
тонкой химической технологии 
им. М.В. Ломоносова» 

Разработка высокоскоростных про
цессов и освоение производста облицо
вочных материалов нового поколения 
на основе гибридных нанокомпозиций 
полимеров олефинового ряда

201021802223 
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19 Открытое акционерное 
общество «Ивановский 
завод тяжелого станко
строения» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Ивановский государственный 
энергетический университет 
им. В.И. Ленина» 

Создание серии высокоскоростных 
энергоэффективных технологических 
комплексов с цифровой системой 
управления для прецизионной обработ
ки деталей сложной конфигурации 

201021802031 

20 Закрытое акцио
нерное общество 
«Полупроводниковые 
приборы» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«СанктПетербургский госу
дарственный политехнический 
университет» 

Разработка и организация серийного 
производства высокотехнологичного 
комплекса для диагностики, про
филактики и лечения онкологических 
заболеваний различных локализаций 
методом фотодинамической терапии

201021802012 

21 Открытое акционерное 
общество «ЛОМО» 

Государственное образова
тельное учреждение высшего 
профессионального образо
вания «СанктПетербургский 
государственный университет 
информационных технологий, 
механики и оптики» 

Разработка и организация производ
ства оптикоцифрового диагностиче
ского комплекса для телемедицины 

201021802104 

22 Закрытое акционерное 
общество «Волгосталь
конструкция» 

Государственное обра
зовательное учреждение 
высшего профессионального 
образования «Нижегородский 
государственный университет 
им. Н.И. Лобачевского» 

Создание мобильной высокотехно
логичной установки по переработке 
и утилизации отходов нефтеперера
батывающих предприятий (кислых 
гудронов). Производство нового поколе
ния связующих для асфальтобетонных 
смесей (битумов) 

201021802218 

23 Федеральное государ
ственное унитарное 
предприятие «Завод 
«Прибор» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«ЮжноУральский государ
ственный университет» 

Создание серийного высокотехноло
гичного производства автоматизиро
ванного интеллектуального комплекса 
для энергоэффективного управления 
режимами работы систем теплоснаб
жения зданий и сооружений 

201021802286 

24 Федеральное 
государственное 
унитарное предприятие 
«Управление специ
ального строительства 
по территории № 9 
при Федеральном 
агентстве специального 
строительства» 

Федеральное государственное 
автономное образовательное 
учреждение высшего про
фессионального образования 
«Сибирский федеральный 
университет» 

Производство ресурсосберегающих 
полнофункциональных строительных 
модулей (конструкций, домокомплек
сов) для массового строительства 
малоэтажных молодежных поселков 
(пилотная площадка в ЗАТО 
г. Железногорск) 

201021802027 

25 Открытое акционерное 
общество «Концерн 
«Созвездие» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
Балтийский государственный 
технический университет 
«ВОЕНМЕХ» им. Д.Ф. Устинова 

Распределенная система контроля 
доступа с возможностью определения 
наличия взрывчатых и наркотических 
веществ на базе анализа отпечатка 
пальца 

201021802048 

26 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«ПРОИЗВОДСТВЕН
НОТЕХНИЧЕСКОЕ 
ОБЪЕДИНЕНИЕ 
«МЕДТЕХНИКА» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Казанский государственный 
технологический университет» 

Разработка и освоение произ
водства медицинских инструментов 
повышенной биосовместимости, 
включая импланты, на основе новых 
наноструктурированных материалов 
и технологий 

201021802097 

27 Закрытое акцио
нерное общество 
«БИННОФАРМ» 

Федеральное государственное 
образовательное учреждение 
высшего профессионального 
образования «Московский 
государственный университет 
им. М.В. Ломоносова» 

Создание высокотехнологичного произ
водства продуктов клеточных техноло
гий для регенеративной медицины

201021802172 

28 Федеральное 
государственное 
унитарное предприятие 
«Государственный 
Завод «Пульсар» 

Федеральное государственное 
бюджетное образовательное 
учреждение высшего про
фессионального образования 
«Национальный исследова
тельский ядерный университет 
«МИФИ» 

Разработка и организация серийного 
выпуска электронных твердотельных 
компонентов на гетероструктурах Gan

201021802002 
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29 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«ИБС Экспертиза» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
Российская экономическая 
академия им. Г.В. Плеханова 

Создание программнотехнического 
комплекса (информационной системы) 
с разработкой типовых технологий 
динамического моделирования и про
гнозирования экономического развития 
и потребности в трудовых ресурсах 
для социальноэкономических систем 
различного уровня (в том числе всерос
сийского, регионального, отраслевого, 
системообразующих предприятий 
и организаций, населения)

201021802078 

30 Открытое 
акционерное общество 
«Машиностроительный 
завод «ЗиОПодольск» 

Федеральное государственное 
образовательное учреждение 
высшего профессионального 
образования «Национальный 
исследовательский технологи
ческий университет «МИСиС» 

Создание сквозной энергосберегающей 
технологии термообработки ответ
ственных изделий атомной энергетики 
на основе энергоэффективного обо
рудования

201021802222 

31 Общество с ограничен
ной ответственностью 
Производственно
инвестиционная компа
ния «ДиатомитИнвест» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Пензенский государственный 
университет архитектуры 
и строительства» 

Создание высокотехнологичного про
изводства по выпуску пеностеклокера
мики на основе опалкристобалитовых 
пород

201021802246 

32 Открытое 
акционерное общество 
«Мичуринский завод 
«Прогресс» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Тульский государственный 
университет» 

Разработка и серийное производство 
конкурентоспособного многооборотного 
интеллектуального электропривода 
нового поколения для управления, 
регулирования и мониторинга запорной 
арматурой систем автоматизации 
предприятий, газовых и нефтяных 
магистралей, ТЭЦ, ГРЭС, ГЭС и АЭС 

201021802018 

33 Открытое 
акционерное общество 
«Магнитогорский 
метизнокалибровочный 
завод «ММКМЕТИЗ» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Магнитогорский государствен
ный технический университет 
им. Г.И. Носова» 

Создание высокотехнологичного 
производства стальной арматуры 
для железобетонных шпал нового 
поколения на основе инновационной 
технологии термодеформационного 
наноструктурирования 

201021802053 

34 Закрытое акционерное 
общество «Новомет
Пермь» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Российский государственный 
университет нефти и газа им. 
И.М. Губкина» 

Создание высокотехнологичного 
производства энергоэффективных, 
высоконадежных, конкурентоспо
собных на мировом рынке установок 
погружных насосов и практическая 
реализация технологий их применения 
для механизированной добычи нефти 
в осложненных условиях и повышения 
нефтеотдачи пластов 

201021802054 

35 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«Авиакомпания Волга
Днепр» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
Ульяновский государственный 
университет 

Автоматизированная система прогно
зирования и предотвращения авиаци
онных происшествий при организации 
и производстве воздушных перевозок 

201021802068 

36 Открытое акционерное 
общество «Научно
производственное пред
приятие теплофизиче
ского приборостроения 
«ОСТЕРМ СПБ» 

Государственное образова
тельное учреждение высшего 
профессионального образо
вания «СанктПетербургский 
государственный электротех
нический университет «ЛЭТИ» 
им. В.И. Ульянова (Ленина)» 

Создание инновационной технологии 
производства термоэлектрических 
элементов для охлаждения и генерации 
электричества 

201021802083 

37 Закрытое акционерное 
общество «Завод 
Премиксов №1» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Белгородский государствен
ный университет»

Разработка промышленной технологии 
крупнотоннажного производства 
лизина и побочных продуктов на основе 
глубокой переработки зерна и кадровое 
обеспечение производства 

201021802099 
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38 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«Унискан» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Новосибирский государствен
ный университет» 

Создание высокотехнологичного произ
водства наукоемких систем медицин
ского мониторинга нового поколения 

201021802109 

39 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«Центр новых и инно
вационных технологий 
СУЭК» 

Государственное обра
зовательное учреждение 
высшего профессионального 
образования «Московская 
государственная академия 
тонкой химической технологии 
им. М.В. Ломоносова» 

cоздание высокотехнологичного про
изводства (опытная установка) бензина 
путем глубокой переработки бурых 
углей 

201021802125 

40 Закрытое акционерное 
общество «Транзас» 

Государственное образова
тельное учреждение высшего 
профессионального образо
вания «Ивановский институт 
государственной противопо
жарной службы Министерства 
Российской Федерации 
по делам гражданской обороны, 
чрезвычайным ситуациям 
и ликвидации последствий 
стихийных бедствий» 

Разработка программнотехнического 
комплекса обнаружения и прогнозиро
вания крупномасштабных природных 
пожаров 

201021802139 

41 Открытое акционерное 
общество «Савеловский 
машиностроительный 
завод» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
Московский государственный 
технологический университет 
«Станкин» 

Разработка и создание высокотехно
логичного быстро переналаживаемого 
автоматизированного замкнутого про
изводства по выпуску крупногабарит
ных металлоконструкций повышенной 
прочности и точности для атомной, 
энергетической, аэрокосмической, 
нефтяной и других отраслей промыш
ленности Российской Федерации 

201021802159 

42 Открытое акционерное 
общество «Металлист» 

Федеральное государственное 
автономное образовательное 
учреждение высшего про
фессионального образования 
«Российский государствен
ный профессионально
педагогический университет» 

Разработка комплексного проекта 
и создание высокотехнологичного 
производства железнодорожных теле
жек для грузовых вагонов на основе 
инновационных решений 

201021802201 

43 Федеральное 
государственное 
унитарное предприятие 
Производственное 
объединение «Север» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Новосибирский государствен
ный технический университет» 

Исследование, разработка и органи
зация промышленного производства 
механотронных систем для энерго
сберегающих технологий двойного 
назначения

201021802297 

44 Закрытое акционерное 
общество «Наусервис» 

Федеральное государственное 
автономное образовательное 
учреждение высшего про
фессионального образования 
«Уральский федеральный 
университет имени перво
го Президента России 
Б.Н. Ельцина» 

Разработка высокоуровневой 
платформы создания и эксплуатации 
вебприложений 

201021802302 

45 Открытое акционерное 
общество «Московский 
радиозавод «Темп» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Московский государственный 
институт электронной техники 
(технический университет)» 

Разработка конструктивно
технологических принципов фор
мирования и организация опытного 
производства многослойных конформ
ных коммутационных плат (МККП) 
для авиационных и космических систем 

201021802305 

46 Открытое акционерное 
общество по пере
работке пластмасс 
«АЭЛИТА» 

Государственное образова
тельное учреждение высшего 
профессионального образо
вания «СанктПетербургский 
государственный морской 
технический университет» 

Проведение совместных НИОКР 
и разработка энергоэффективных, 
автономных контейнерных энергобло
ков теплоэлектроснабжения для уда
ленных районов Крайнего Севера, 
с использованием инновационных 
энергетических технологий, позволяю
щих на 3050% снизить потребление 
горючего

201021802043 
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47 Закрытое акционерное 
общество «Нара» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
Московский автомобильно
дорожный институт (госу
дарственный технический 
университет) 

Создание высокотехнологичного 
производства инновационных средств 
измерений и эталонов для их проверки 
в целях комплексного метрологи
ческого обеспечения учета нефти 
и продукции ее переработки на всех 
этапах движения от скважины до АЗС 
при реализации государственной 
автоматизированной информационной 
системы АИС «Нефтеконтроль»

201021802071 

48 Закрытое акционерное 
общество «РФарм» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Ярославский государственный 
педагогический университет 
им. К.Д. Ушинского 

Разработка технологий и организация 
производства импортозамещающих 
активных фармацевтических субстан
ций 

201021802163 

49 Федеральное 
государственное 
унитарное предприятие 
«Государственный 
научноиссле дова тель
ский институт генетики 
и селекции промышлен
ных микроорганизмов» 

Государственное образова
тельное учреждение высшего 
профессионального образо
вания Первый Московский 
государственный медицинский 
университет им. И.М. Сеченова 
Министерства здравоохране
ния и социального развития 
Российской Федерации 

Организация высокотехнологичного 
производства и проведение испытаний 
интерферона бета – 1а человека, 
как жизненно необходимого и важней
шего лекарственного средства 

201021802189 

50 Общество с ограничен
ной ответственностью 
«Объединенная 
Компания РУСАЛ. 
Инженерно
технологический центр» 

Федеральное государственное 
автономное образовательное 
учреждение высшего про
фессионального образования 
«Сибирский федеральный 
университет» 

Технология получения алюминиевых 
сплавов с редкоземельными, переход
ными металлами и высокоэффектив
ного оборудования для производства 
электротехнической катанки 

201021802194 

51 Закрытое акцио
нерное общество 
«ПСКОВЭЛЕКТРО
СВАР» 

Государственное образователь
ное учреждение высшего про
фессионального образования 
«Московский государственный 
технический университет 
им. Н.Э. Баумана» 

Разработка инновационной высоко
производительной технологии и про
мышленное освоение производства 
отечественного комплекса оборудования 
для комбинированной сварки и контро
ля качества сварных соединений газо 
и нефтепроводов большого диаметра

201021802211 

52 Открытое 
акционерное общество 
«Электромеханика» 

Федеральное государственное 
образовательное учреждение 
высшего профессионального 
образования «Тверская 
государственная сельскохозяй
ственная академия» 

Комплексный проект по созданию 
высокотехнологичного производства 
ресурсосберегающих и экологи
чески безопасных холодильно
технологических комплексов для про
мышленного хранения и переработки 
пищевой продукции с использованием 
хладоносителя с фазовым переходом 

201021802283 

53 Закрытое акцио
нерное общество 
«Фирма «АйТи». 
Информационные 
технологии». 

Государственное образователь
ное бюджетное учреждение 
высшего профессионального 
образования «Государственный 
университет  Высшая школа 
экономики» 

Создание высокотехнологичного произ
водства кроссплатформенных систем 
обработки неструктурированной 
информации на основе свободного про
граммного обеспечения для повышения 
эффективности управления иннова
ционной деятельностью предприятия 
в современной России 

201021802287 

54 Закрытое акцио
нерное общество 
«Инструменты нанотех
нологии» 

Федеральное государственное 
автономное образовательное 
учреждение высшего професси
онального образования «Южный 
федеральный университет» 

Создание пилотной линии по произ
водству зондовых датчиков и средств 
метрологического обеспечения 
зондовой нанодиагностики для нужд 
наноиндустрии 

201021802319 

55 Закрытое акцио
нерное общество 
«Нанотехнология МДТ» 

Государственное образова
тельное учреждение высшего 
профессионального образования 
«Российский государственный 
медицинский университет 
Федерального агентства 
по здравоохранению и социаль
ному развитию» 

Создание опытнопромышленного 
производства медицинского диагно
стического комплекса на базе атомно
силового микроскопа для диагностики 
инфекционных заболеваний на ранней 
стадии 

201021802322 
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ФОРУМ

Международная экспертиза 
для супергрантов

Иван Стерлигов, STRF.ru

О тонкостях оценки заявок на гранты для приглашения ведущих ученых (постановление Пра-
вительства Российской Федерации от 9 апреля 2010 г. № 220 «О мерах по привлечению веду-
щих ученых в российские образовательные учреждения высшего профессионального обра-
зования») рассказывает Сергей Иванец, директор департамента международной интеграции 
Минобрнауки. 

Принимают ли участие 
в оценке заявок на супер-
гранты иностранные экс-

перты, как было обещано ранее? 
– Да, конечно. Из порядка 900 

отобранных экспертов больше по
ловины – иностранцы, которых 
по нашей просьбе «предоставили» 
нам Американская ассоциация 
университетов, Ассоциация евро
пейских университетов, Европей
ская комиссия, Ассоциация уни
верситетов и институтов высшего 
образования Германии, Ассоциа
ция университетов Фландрии, 
Международное бюро Федераль
ного министерства образования 
ФРГ, Американский благотвори
тельный фонд поддержки инфор
матизации образования и науки, 
Национальный научный фонд 
США и другие. Российских экс
пертов предложил, в основном, 
РФФИ.

Каждую заявку мы отправляем 
двум российским и двум зарубеж
ным экспертам. Если по резуль
татам оценки окажется, что мне
ния принципиально, кардинально 
разделились и несопоставимы, 
то заявку будут оценивать до
полнительно другие эксперты. 
Экспертиза платная, в соответ
ствии с общепринятой практикой, 
но я бы не сказал, что на нее ухо
дят очень большие деньги.

Начата ли уже процедура 
оценки? Какой для нее отводится 
срок?

– Мы рассчитываем всю экс
пертизу завершить до конца 
октября. Большинство заявок 
уже разослано. Со стороны не
которых экспертов поступали 
просьбы увеличить срок, потому 
что у них сложный личный гра
фик. Но по тому, как идет экспер
тиза, мы видим, что большинство 
экспертов справляются со своей 
задачей за несколько дней.

Таким образом, в начале ноября 
у нас будут победители, которых 
определит совет по грантам. 

Какова роль формальных по-
казателей, в том числе характери-
зующих публикационную актив-
ность, число ссылок на статьи? 

– Требование указать фор
мальные параметры, характери
зующие научное призвание, было 
в конкурсной документации. Экс
пертиза учитывает эти параметры 
в первую очередь. Вообще эксперт 
должен оценить заявку по целой 
группе вопросов. Они собраны 
в три блока: один характеризует 
ведущего ученого, как признанно
го в мире науки, второй – заявку, 
ее качество и предполагаемые ре
зультаты проекта, третий – вуз, 
его потенциал и способность вос
принять и реализовать то, что за
ложено в заявке.

Разумеется, в оценке всех этих 
блоков важны и формальные, 
и неформальные параметры. Есть 
такие, с которыми не поспорить – 
например, индекс цитирования. 

Все ли победители по есте-
ственным и точным наукам будут 
иметь высокий индекс Хирша 
и индекс цитирования?

– Здесь требуется пояснить 
роль совета по грантам при пра
вительстве, который и будет при
нимать окончательное решение 
по победителям. Во всем мире 
при проведении конкурсов в обла
сти r&D комитеты либо руково
дители организаций, выделяющих 
деньги, в первую очередь учиты
вают результаты экспертизы, 
но принимают решение самостоя
тельно. 

Именно из этих соображе
ний в состав нашего совета вош
ли действительно авторитетные 
ученые, которые сами могут про
демонстрировать самые высокие 
библиометрические показатели. 
Они обладают широкими знания
ми, позволяющими оценивать все 
заявки, имеют возможность учи
тывать одну, другую, третью сто
роны вопроса. При этом эксперти
за – это основа для их решения.

Заявки по  общественно-
гуманитарным областям тоже 
отсылаются иностранным экс-
пертам? Нет никакой разницы 
в отношении дисциплин? 

– Нет. Никаких квот и никакой 
дискриминации заявок по темати
кам нет. 

Но при этом по одним прио-
ритетным дисциплинам заявки 
гораздо сильнее, чем по другим. 
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Не получится ли, что некоторые 
научные направления останутся 
без победителей?

– Всего советом выделено 21 
направление. Заявки принима
лись без ограничения. Вполне 
естественно, что они оказались 
распределены неравномерным об
разом по областям науки. Вместе 
с тем вводить заранее какието 
квоты не следует. Так можно по
терять весь смысл приглашения 
ведущих и лучших ученых. 

С другой стороны, если окажет
ся, что все победители представ
ляют одно направление, это тоже 
будет не очень правильно. Хоте
лось бы разнообразия. Но здесь 
решение будет не за министер
ством, а за советом по грантам, 
на то он и создан. 

Среди участников, в том числе 
высокоцитируемых и признан-
ных, есть люди весьма преклон-
ных лет. Учитывается ли возраст 
при оценке заявки? 

– Формальных ограниче
ний по возрасту нет. Мы просто 
не имеем на это никаких основа

ний. Конечно, желательно, чтобы 
было больше ведущих ученых – 
молодых одаренных ребят, ведь 
работа по созданию научной груп
пы требует энергичного подхода. 
Вместе с тем – и, я думаю, любой 
согласится со мной, – некоторые 
ученые даже в преклонном воз
расте могут дать много очков впе
ред молодежи. 

Разумеется, эксперты, оценивая 
заявку, будут обращать внимание 
на возраст. Их задача – опреде
лить, насколько ты «ведущий» и по 
возрасту, и по активности. И у экс
пертов есть возможность прове
рить это, например, с помощью 
анализа публикаций в последние 
годы. Если человек в 90 лет выдает 
по нескольку собственных статей 
в год, то, вероятно, нет оснований 
усомниться в его дееспособности.

Есть определенная категория 
участников, которые являются 
руководителями или замести-
телями руководителей круп-
ных институтов и вузов. Бывает, 
что они подают заявку в соседний 
город, скажем, из Новосибирска 

в Томск, или из Москвы в Тверь. 
Как Вы оцениваете участие в кон-
курсе со стороны таких людей?

– Есть формальное требова
ние – ученый должен подать за
явку на работу в другом субъекте 
федерации. Оно должно соблю
даться. Но есть и другое требова
ние: начиная с 2011 года ученый 
должен проводить четыре месяца 
в году, непосредственно работая 
в вузе. Другими словами, работа 
ведущего ученого не должна быть 
«руководством по Скайпу». 

Если ты директор или замди
ректора организации, то, чтобы 
оставить рабочее место на не
сколько месяцев, ты должен ре
шить формальные вопросы. У нас 
есть целый ряд подобных заявок. 
Думаю, что члены совета (если 
будут принимать решение в их 
пользу) потребуют некоторое фор
мальное подтверждение возмож
ности для руководителя такой ор
ганизации на законном основании 
отсутствовать в ней установлен
ное время. Это будет очень строго 
проверяться еще до присуждения 
грантов. 

Сколько среди победителей бу-
дет «звезд»? Достаточно ли дей-
ствительно ведущих мировых 
ученых среди заявителей? 

– Могу ответить так: средний 
индекс Хирша не слишком ве
лик – 17.5. Вместе с тем больше 
70 человек имеют индекс выше 30. 
Другими словами, существенное 
количество принявших участие – 
это действительно ученые мирово
го уровня. Индекс цитирования 10 
наиболее значимых работ заяви
телей в среднем составляет – 559. 
Но при этом почти 100 человек 
имеют индекс цитирования боль
ше 1000, а у нескольких десятков 
он больше 2000. 

Таким образом, среди заявите
лей у нас значительное число дей
ствительно очень хорошо извест
ных и признанных в мире ученых. 
Другими словами, есть из кого вы
бирать. 

Сергей Иванец: «Среди заявителей у нас значительное число действитель-
но очень хорошо известных и признанных в мире ученых».
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Тoлл-подобные рецепторы (TLR) и их 
значение в опухолевой прогрессии

Д. В. Щебляков, Д. Ю. Логунов*, А. И. Тухватулин, М. М. Шмаров, Б. С. Народицкий, 
А. Л. Гинцбург 
ФБГУ Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи 
Минздравсоцразвития РФ, 123098, Москва, ул. Гамалеи, 18
*E-mail: ldenisy@yahoo.com
Поступила в редакцию 28.08.2010 г.

РеФеРАТ Толл-подобные рецепторы (TLR) являются главными компонентами системы врожденного имму-
нитета, которые опосредуют специфическое распознавание эволюционно консервативных молекулярных 
структур патогенов (PAMP – pathogen associated molecular patterns). Толл-подобные рецепторы представ-
лены на клетках разного типа – от эпителиальных до иммунокомпетентных. Как известно, при связывании 
TLR с собственными лигандами происходит активация ряда адаптерных белков и киназ, которые уча-
ствуют в индукции ключевых провоспалительных факторов. Итогом такой индукции является развитие 
как врожденного иммунного ответа в результате усиления экспрессии ряда антиапоптотических белков, 
провоспалительных цитокинов, антибактериальных белков, так и приобретенного иммунного ответа че-
рез созревание дендритных клеток, презентации антигена и т.д. Благодаря своей способности усиливать 
специфические и неспецифические иммунные реакции организма агонисты Толл-подобных рецепторов 
нашли применение не только в терапии инфекционных заболеваний, но также в качестве адъювантов 
в химиотерапии различных злокачественных новообразований. Однако к настоящему моменту описаны 
принципиально различные эффекты TLR на опухоли. С одной стороны, показано, что TLR (и их лиганды) 
могут выступать в роли супрессоров опухолевого роста, с другой стороны, TLR могут стимулировать опухо-
левую прогрессию и влиять на устойчивость опухолей к химиотерапии. В представленном обзоре обобщены 
данные о влиянии TLR и их агонистов на рост опухоли, а также проанализированы основные механизмы, 
лежащие в основе таких различий.
ключеВые слоВА Толл-подобные рецепторы, агонисты рецепторов врожденного иммунитета, опухоль, 
врожденный иммунный ответ, воспаление.
сПисок сокРАщеНий TLR – Толл-подобные рецепторы; ЛПС – липополисахарид; NF-kB – ядерный 
фактор транскрипции kB; PRR – паттерн-распознающие рецепторы; PAMP – патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны; DAMP – молекулярные паттерны, ассоциированные с повреждением; IRF – 
интерферонрегулирующий фактор, оц- и дцРНК – одно- и двухцепочечная рибонуклеиновая кислота; 
TNF-α – фактор некроза опухоли α; IL – интерлейкин; IFN – интерферон; NK-клетки – естественные кил-
леры; миРНК – малые интерферирующие РНК; TGF – трансформирующий фактор роста. 

ВВеДеНие
По современным представлениям воспаление явля
ется одной из главных причин возникновения и про
грессии опухолевых заболеваний [1, 2]. Механизм 
этой взаимосвязи изучен недостаточно полно, но уже 
сегодня понятен ряд ключевых событий, происходя
щих в очаге воспаления и необходимых для возник
новения и прогрессии опухоли.

1) В клетках, находящихся в очаге воспаления, 
поддерживается стабильно высокая активность 
транскрипционного фактора nFkB [3], ответствен
ного за экспрессию провоспалительных цитокинов, 
многие из которых (GrOα,β,γ, IL8, MIP3α) обла
дают опухолестимулирующим действием [4, 5]. Бо
лее того, nFkB считается основным антиапоптоти

ческим фактором, активирующим экспрессию генов 
ряда антиапоптотических белков, таких, как IAP, 
Bcl2, BclX

L
 и др. Присутствие этих белков увели

чивает устойчивость клеток к различным стрессовым 
воздействиям, возникающим в ходе развития вос
паления [6, 7].

2) Процесс воспаления сопровождается индукцией 
окислительного стресса – причине появления и на
копления мутаций, а также генетических перестроек 
в клетках [8].

3) На завершающих этапах воспаления секретиру
ется большое количество провоспалительных цито
кинов (GrOα/cXcL1, GrOβ/cXcL2, GrOγ/cXcL3 
и IL8/cXcL8, MIP3α, IL1) и факторов роста 
(tGFβ1, PDGF, bFGF, tGFα, IGFI, IGFII), ко
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торые усиливают миграцию в очаг воспаления кле
ток стромы (фибробластов) и эпителиальных кле
ток, а также их последующую пролиферацию [9]. 
При хроническом воспалении процессы репарации 
и альтерации зачастую происходят одновременно, 
что заставляет клетки пролиферировать в условиях 
гипоксии и генотоксического стресса, повышая тем 
самым риск возникновения мутаций.

Наиболее частой и хорошо изученной причиной 
развития воспаления является микробная инвазия, 
в ходе которой патоген способен различными спосо
бами нарушать гомеостаз клетки хозяина.

Один из таких механизмов – взаимодействие высо
коконсервативных участков молекул патогена с эука
риотической клеткой через паттернраспознающие 
рецепторы (Prr – rIGIподобные рецепторы, nod
подобные рецепторы, лектины cтипа, toллподобные 
рецепторы (tLr) и др.), расположенные на поверхно
сти и/или внутри эукариотических клеток [10].

Связывая различные бактериальные лиганды, 
Prr играют ключевую роль в развитии воспале
ния, инициируя развитие как врожденного иммун
ного ответа (усиливают экспрессию ряда антиапоп
тотических белков, провоспалительных цитокинов, 
антибактериальных белков), так и приобретенного 
(индуцируют созревание дендритных клеток, пре
зентацию захваченного антигена, дифференцировку 
наивных Тхелперов) [11].

В связи с этим становится актуальным изучение 
роли Prr в индукции опухолеобразования и стиму
ляции опухолевой прогрессии при развитии бактери
альной инфекции.

В данном обзоре мы остановим внимание на роли 
ТLr в развитии воспалительных реакций и попытаем
ся оценить их взаимосвязь с опухолевой прогрессией.

Сегодня накоплены данные, свидетельствую
щие о том, что ТLr ассоциированы с опухолевым 
ростом. Однако к настоящему моменту опублико
ваны противоречивые данные, подтверждающие 
как опухолестимулирующее [12, 13], так и опухоле
супрессирующее действие tLr [14, 15].

В связи с этим целью нашего обзора является си
стематизация имеющихся данных и описание воз
можных механизмов, обусловливающих различия 
в проявляемых эффектах tLr на рост опухоли.

ФуНкция ТLR 
ТLr по выполняемым в организме функциям относят 
к семейству Prr, которые опосредуют специфиче
ское распознавание эволюционно консервативных 
структур патогенов (PAMP – pathogen associated mo
lecular patterns). Связываясь с РАМР, tLr активи
руют систему врожденного иммунитета и во многом 
определяют развитие адаптивного иммунитета [16, 

17]. Наиболее консервативная роль ТLr – актива
ция антимикробного иммунитета в коже, слизистых 
оболочках респираторного, гастроинтестинального 
и урогенитального тракта.

ТLr распознают микробные молекулы, что приво
дит к развитию воспалительных реакций, вызванных 
активацией фактора nFkB, который регулирует 
экспрессию провоспалительных цитокинов (tnFα, 
IL1, IL6 и др.) и хемокинов (McP1, McP3, GM
cSF и др.).

tLr вовлечены в транскрипционную и посттран
сляционную регуляцию (протеолитическое расще
пление и секрецию) таких антимикробных факторов, 
как дефензины (α и β), фосфолипаза А2, лизоцим и др. 
[18]. tLr усиливают поглощение микроорганизмов фа
гоцитами и оптимизируют их инактивацию, регулируя 
выброс перекисных радикалов и оксида азота [19, 20]. 

Известно, что tLr, находящиеся на поверхности 
эндотелиальных клеток, опосредованно обеспечи
вают миграцию лейкоцитов в очаг воспаления, сти
мулируя экспрессию молекул адгезии лейкоцитов – 
Еселектина и IcAM1 [21]. 

Стимуляция tLr прямо ведет к увеличению про
дукции интерферонов (IFn)α/β как стромальными, 
так и гемопоэтическими клетками, что важно для за
щиты организма от вирусных и некоторых бактери
альных инфекций [22]. Более того, недавно было уста
новлено, что tLr, активируя ряд молекул (FADD, 
каспаза 8, протеинкиназа r (PKr)) или стимулируя 
экспрессию IFnα/β, могут индуцировать развитие 
апоптоза – важного механизма, защищающего клет
ки от патогенных микроорганизмов [23].

Показано, что tLr играют центральную роль 
в регуляции адаптивного иммунного ответа. Так, 
tLrзависимая активация профессиональных анти
генпредставляющих дендритных клеток является 
определяющим моментом в нескольких принципи
альных для развития адаптивного иммунитета про
цессах: активации зрелых tклеток; процессинга 
и презентации микробных антигенов; повышении 
экспрессии костимуляторных молекул (СD80, cD86), 
необходимых для активации наивных cD4+t
клеток; подавлении регуляторных tклеток посред
ством продукции IL6 [24]. Также известно, что tLr
зависимая активация важна для пролиферации 
и созревания Вклеток во время инфекции [25].

Таким образом, ТLr выполняют в организме важ
ную роль, которая заключается в развитии воспа
лительных реакций (активации врожденного им
мунитета) в ответ на попадание в организм самых 
различных патогенов (простейших, грибов, бактерий, 
вирусов). Более того, по современным представле
ниям распознавание патогенов посредством tLr яв
ляется ключевым моментом в формировании второй 
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линии защиты – адаптивного иммунитета [11]. Также 
показано, что tLr принимают участие в нормаль
ном функционировании кишечника, они вовлечены 
в развитие аутоиммунных заболеваний (системная 
волчанка), артритов, атеросклероза и др. [26, 27]. 
В последнее время получены данные, которые по
казывают, что tLr способны активировать противо
опухолевый иммунитет [28, 29] или, наоборот, стиму
лировать опухолевую прогрессию [30, 31].

сТРукТуРА TLR, их эксПРессия РАзличНыМи 
ТиПАМи клеТок, сПециФичНосТь 
По оТНошеНию к РАзличНыМ МолекуляРНыМ 
сТРукТуРАМ (PAMP и DAMP)
По своей структурной организации tLr относят
ся к семейству рецепторов IL1 (IL1r). tLr – это 
трансмембранные белки, которые экспрессируют
ся на поверхности клетки и в субклеточных ком
партментах (таких, как эндосомы). Локализация 
ТLr связана с типом распознаваемого им лиганда. 
Так, tLr 1, 2, 4, 5, 6, связывающие структурные 
бактериальные компоненты, локализуются на по
верхности клеток, тогда как tLr 3, 7, 8, 9, распозна
ющие преимущественно вирусассоциированные 
структуры – нуклеиновые кислоты (дцРНК, 
оцРНК, ДНК), находятся в эндосомах, где взаимо
действуют c лигандами после депротеинизации ви
рионов [16]. 

В структуре tLr выделяют nконцевой лейцин
богатый (Lrr) домен, ответственный за связывание 
лигандов, трансмембранный домен и Сконцевой вну
триклеточный сигнальный домен (гомологичный вну
триклеточному домену IL1r) [32]. 

tLr экспрессируются в большинстве типов кле
ток организма человека, включая негемопоэтиче
ские эпителиальные и эндотелиальные клетки. Ко
личество одновременно экспрессируемых ТLr и их 
сочетание специфичны для каждого типа клеток, 

а больше всего ТLr в клетках гемопоэтического про
исхождения, таких, как макрофаги, нейтрофилы, 
дендритные клетки (табл. 1) [33].

В настоящий момент у млекопитающих иденти
фицировано 13 различных tLr, у человека – 10 и 12 
у мышей. tLr с 1го по 9й консервативны у чело
века и мыши. Однако существуют и различия. Ген, 
кодирующий tLr10, обнаружен только у человека, 
а tLr11 – у обоих видов, но функционален только 
у мышей [34]. 

Главная особенность tLr, отличающая их 
от ре цеп торов приобретенного иммунитета (t и 
Вклеточные рецепторы), состоит в их способности 
распознавать не уникальные эпитопы, а эволюционно 
консервативные патогенассоциированные молеку
лярные структуры (PAMP), широко представленные 
у всех классов микроорганизмов и вирусов независи
мо от их патогенности. 

Специфичность распознавания PAMP достаточно 
хорошо изучена у большинства tLr, сегодня извест
ны лиганды tLr 1–9 и 11 (рис. 1). Биологическая роль 
и специфичность tLr10 (человек), 12 и 13 (мышь) 
остаются неизвестными [16]. 

Наиболее известные микробные лиганды tLr: 
 бактериальные липопептиды, липотейхоевая кис
лота и пептидогликаны; липоарабидоманнан мико
бактерий; компонент клеточной стенки грибов зи
мозан, которые связываются с tLr2, образующим 
гетеродимеры с tLr1, tLr6 и cD14;
 ЛПС грамотрицательных бактерий, лиганд tLr4;
 компонент жгутиков бактерий – флагеллин, акти
вирующий tLr5;
 профиллинподобные структуры простейших, свя
зывающиеся с tLr11;
 ДНК (неметилированные cpGпоследовательности), 
распознаваемая tLr9;
 дцРНК – лиганд tLr3;
 оцРНК – лиганды tLr7 и tLr8.

Рис. 1. Толл-
подобные 
рецепторы и их 
лиганды .

Бактериальные компоненты

Липопротеины 
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T. gondi 
 Профиллин

TLR6 TLR2 TLR1
CD14

TLR4 TLR5 TLR11 TLR9 TLR3 TLR7
MD2

Вирусные компоненты

Неметили-
рованная 
CpG ДНК дцРНК оцРНК
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Недавно было показано, что tLr могут активи
роваться многими эндогенными молекулами – ал
ларминами (гиалуроновая кислота, белки теплового 
шока и др.), которые появляются при разрушении 
тканей. Эти гетерогенные по своей природе и струк
туре соединения (PAMP и аллармины), распозна
ваемые ТLr, в настоящее время объединяют в одно 
cемейство, именуемое DAMP (damage associated mo
lecular patterns) [35].

кАскАД сиГНАлоВ, АкТиВиРующийся После 
ВзАиМоДейсТВия TLR с собсТВеННыМи 
лиГАНДАМи
Теперь от описания структуры и функций tLr пе
рейдем к событиям, разворачивающимся после их 
связывания с собственными лигандами. 

cвязывание лиганда c tLr инициирует каскад 
сигналов, берущих начало от цитоплазматических 
tIrдоменов tLr. Сигнал от tIrдомена через адап
терные молекулы MyD88 (myeloid differentiation fac
tor 88), tIrAP (tIrдоменсодержащие адаптеры), 
tIcAM1 (trIF), tIcAM2 (tIrcontaining adaptеr 
molecule) передается на соответствующие киназы 
(tAK, IKK, tBK, MAPK, JnKs, p38, erK, Akt и др.), 
которые дифференциально активируют факторы 
транскрипции (nFkB, AP1 и IrF), ответственные 
за экспрессию различных провоспалительных и ан
тимикробных факторов. При этом все tLr, кроме 
tLr3, передают сигнал на киназы, используя MyD88. 
tLr3 передает сигнал через tIcAM1, a tLr4 и через 
MyD88, и через tIcAM1 (рис. 2). 

Активация того или иного фактора определяет
ся типом tLr, от которого передается сигнал. Так, 
практически все tLr (tLr2 и его корецепторы – 
tLr1 и tLr6, а также tLr4–9, tLr11), связываясь 
с собственными лигандами, способны активировать 
nFkB – один из основных факторов, регулирую
щих экспрессию таких провоспалительных цито
кинов, как IL1, 6, 8 и др. К активации другого 
семейства провоспалительных транскрипционных 
факторов – IrF приводит передача сигнала через 
tLr3, 4, 7–9. Сигналы, передаваемые через tLr3 
или tLr4, ведут к активации IrF3, который регу
лирует экспрессию IFnβ и считается критическим 
компонентом противовирусных иммунных реак
ций. Передача сигналов посредством tLr7–9 ведет 
к активации IrF5 и IrF7 и экспрессии IFnα, ко
торый также играет жизненно важную роль в про
тивовирусной защите. Сигнализация через tLr2 
или tLr5 не ведет к активации факторов семей
ства IrF [36].

Таким образом, взаимодействие tLr определенно
го типа с собственным лигандом инициирует запуск 
сигнального каскада, который приводит к активации 

экспрессии специфического сочетания генов (цито
кинов, антимикробных молекул и т.д.).

Однако в настоящее время многое в активации 
tLrзависимых сигнальных путей и в развитии по
следующих эффектов остается непонятным. В до
ступной научной литературе отсутствуют данные, 
характеризующие полные транскриптомные и про
теомные изменения, которые происходят в ответ 
на активацию определенных ТLr.

ТLR и оПухоли
К настоящему моменту описаны принципиально раз
личные эффекты tLr на опухоли. С одной стороны, 
показано, что tLr (и их лиганды) могут выступать 
в роли супрессоров опухолевого роста, с другой, из
вестно, что tLr могут стимулировать опухолевую 
прогрессию и влиять на устойчивость опухолей к хи
миотерапии. Чтобы объяснить эти противоречия, 
рассмотрим детально каждый из случаев.

ПРоТиВооПухолеВАя АкТиВНосТь TLR
Многие агонисты ТLr в настоящее время проходят 
клинические испытания в качестве противоопухоле
вых средств (табл. 2). Так, природные (оцРНК) и син
тетические (имиквимод) агонисты ТLr7 и 8 показа
ли высокую активность в отношении хронического 
лимфоцитарного лейкоза и опухолей кожи [37]. Ли
ганд tLr9 – cpG, способен подавлять рост лимфом, 
опухолей головного мозга, почек, кожи [28]. А лиганд 
tLr3 – poly(Ic) обладает проапоптотическим дей
ствием не только в отношении опухолевых клеток, но 
и клеток окружения (например, эндотелия) [38]. 

Показано, что агонисты ТLr4 – ЛПС грамотрица
тельных бактерий и ОК432 (препарат из стрептокок
ков группы А), обладают высокой противоопухолевой 
активностью при внутриопухолевом введении. Однако 
при системном введении оба препарата (ЛПС и ОК
432) не обладали способностью блокировать опухо
левый рост [39]. В настоящее время препарат ОК432 
проходит вторую стадию клинических испытаний, 
в качестве средства против колоректальных опухолей 

Таблица 1. Активация транскрипционных факторов NF-
kB и IRF различными ТLR

Тип tLr Активация 
nFkB Активация IrF

tLr2/1/6
tLr3
tLr4
tLr5
tLr7
tLr8
tLr9

+
+
+
+
+
+
+


+ (IrF3)
+ (IrF3)


+ (IrF5, 7)
+(IrF5, 7)
+(IrF5, 7)
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и рака легкого. Также показано, что OM174, химиче
ский агонист tLr2/4, способен подавлять прогрессию 
меланомы и повышать выживаемость эксперимен
тальных животных при совместном введении с цикло
фосфамидом [40]. В этих экспериментах обнаружено, 
что агонисты tLr2/4 индуцируют секрецию tnFα 
и экспрессию индуцибельной nOсинтазы. Как извест
но, nO способен индуцировать апоптоз в опухолевых 
клетках, устойчивых к химиотерапии, и тем самым по
вышать продолжительность жизни мышей. Еще один 
известный противоопухолевый препарат микробного 
происхождения, активирующий tLrзависимые ре
акции (tLr2, 4, 9), – БЦЖ. Этот препарат уже более 
30 лет относительно успешно применяется в терапии 
опухолей мочевого пузыря [41]. 

В целом, необходимо отметить, что в настоящее 
время различные агонисты tLr проходят клиниче
ские испытания как средства против опухолей раз
личного происхождения (табл. 2).

 Один из основных механизмов противоопухолевой 
активности tLr состоит в их способности стимули
ровать развитие опухолеспецифического иммунного 
ответа. Так, активация tLr:

1) стимулирует (прямо или опосредованно) ми
грацию в опухоль nKклеток, цитотоксических 
Тклеток и Тхелперов Iго типа, которые вызыва
ют лизис опухолевых клеток при помощи различных 
эффекторных механизмов (секреция перфоринов, 
гранзимов, IFnγ и др.) [42];

2) приводит к секреции IFn I типа (IFnα, β) [43]. 

Рис. 2. Сиг-
нальные пути, 
идущие от Толл-
подобных 
рецепторов.
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Таблица 2. TLR в клинических исследованиях

Злокачественное образование tLr

Немелкоклеточный рак легкого поздней стадии
Меланома IV стадии
Меланома IIIb/c, или IV стадии
Неполностью операбельный рак поджелудочной железы
Рецидив неходжкинской лимфомы
Рецидив глиобластомы
Хронический лимфобластный лейкоз

tLr9
tLr7
tLr9

tLr2/6
tLr9
tLr9
tLr7



ОБЗОРЫ

ТОМ 2  № 3 (6)  2010 | ActA nAturAe | 33

Еще один вероятный механизм противоопухоле
вой активности tLr – возможность tLrзависимого 
перехода опухолестимулирующего типа макрофагов 
(М2) в опухолесупрессирующий тип M1. Макрофаги 
типа М2 характеризуются экспрессией таких цито
кинов, как tGFβ и IL10, компонентов, необходимых 
для репарации и ремоделирования тканей. tGFβ 
стимулирует пролиферацию опухолевых клеток, 
IL10 направляет развитие иммунного ответа в сто
рону th2, блокируя тем самым развитие клеточного 
противоопухолевого иммунитета. Макрофаги типа 
М1, напротив, экспрессируют IL1, 6, 12, tnFα, 
IFnγ и стимулируют развитие противоопухолевого 
клеточного (th1) иммунного ответа [44]. 

оПухолесТиМулиРующАя АкТиВНосТь TLR
Как известно, хронические инфекции и воспаление 
являются важнейшими факторами, стимулирую
щими развитие злокачественных новообразований. 
В частности, рак желудка может быть связан с хро
ническим воспалением, вызванным таким патогеном, 
как Helicobacter pylori, а хроническое воспаление пи
щеварительного тракта часто ассоциировано с разви
тием рака толстой кишки [45]. Более того, показано, 
что применение нестероидных противовоспалитель
ных препаратов может снижать риск развития неко
торых типов злокачественных новообразований [46]. 

ТLr служат ключевым звеном системы врожден
ного иммунитета человека и животных, они участву
ют в развитии воспалительных реакций при контакте 
клеток с различными патогенами. В настоящее время 
активно изучается роль ТLr в развитии и прогрес
сии опухолей различного происхождения. ТLr могут 
быть вовлечены в процесс развития и стимуляции 
опухолеобразования посредством нескольких меха
низмов (табл. 3). 

Один из важнейших факторов, обусловливающих 
взаимосвязь хронического воспаления и опухоле
образования – nFkB [47]. Этот фактор конститутив
но активирован более чем в 90% опухолей человека, 
включая острый и хронический миелоидный лейкоз, 
рак предстательной железы, множественную миело
му, злокачественную гепатому (рак печени) и т.д. [48, 

49]. В связи с этим агенты, способные активировать 
nFkB, могут непосредственно участвовать в про
цессе развития и прогрессии опухоли. Как извест
но, взаимодействие патогенов с ТLr на поверхности 
клетки приводит к активации nFkB и экспрессии  
nFkBзависимых генов, что и обусловливает уча
стие tLr в стимуляции канцерогенеза. Активация 
nFkB приводит к повышению продукции цитоки
нов IL1, IL2, IL6, IL10, tnFα; миграции клеток 
иммунной системы к месту воспаления в результате 
повышения продукции хемокинов; «поддержанию» 
хронического воспаления; повышению продукции 
антиапоптотических факторов и т.д. Указанные свой
ства могут обеспечивать выживаемость и прогрессию 
опухоли за счет подавления апоптоза и цитотоксич
ности, а также индукции ангиогенеза [50]. 

В настоящее время известно, что уровень ТLr по
вышен в клетках различных опухолей, и у мышей 
с нокаутом генов ТLR снижена частота образования 
индуцируемых опухолей [67]. Более того, повыше
ние экспрессии ТLr на поверхности клеток опухоли 
предстательной железы или опухоли головы и шеи 
может стимулировать их пролиферацию [51].

Huang и соавт. [31] показали, что Listeria monocy-
togenes обладает прямым опухолестимулирующим 
действием, связанным с ее способностью активиро
вать tLr2зависимые сигнальные пути в клетках 
рака яичника. Более того, tLr2зависимая актива
ция nFkB, вызванная L. monocytogenes, приводи
ла к повышению устойчивости опухолевых клеток 
к действию химиотерапевтических препаратов [31]. 
Взаимосвязь tLr2 с опухолевой прогрессией под
тверждена в еще одном независимом исследовании, 
в котором Karin и соавт. [67] доказали ключевую роль 
этого рецептора в метастазировании рака легкого. 
Оказалось, что у мышей с нокаутом гена TLR2 ме
тастазирование и прогрессия опухолей происходит 
значительно медленнее, чем у мышей дикого типа. 
Ключевую роль в прогрессии рака легкого играли 
миелоидные клетки, экспрессирующие tnFα в от
вет на их стимуляцию версиканом (протеогликаном 
внеклеточного матрикса, лиганда tLr2, уровень ко
торого повышен в опухолевых клетках многих ти

Таблица 3. Влияние ТLR на развитие и рост опухоли

Опухолестимулирующая активность tLr Противоопухолевая активность tLr

Стимуляция ангиогенеза 2, 9 Подавление ангиогенеза 7, 9

Стимуляция пролиферации 3, 4 Развитие апоптоза 3, 4, 7, 9

Химиорезистентность 4 Повышение химиочувствительности 2, 4, 7

Активация регуляторных Тклеток (treg) 4, 5
Ингибирование treg, презентация антигена 4, 5, 7, 8, 9

Цитотоксичность 9
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пов). В наших исследованиях также изучали роль 
tLr2 в опухолевой прогрессии. В частности, оказа
лось, что микоплазменная инфекция (Mycoplasma 
arginini) или добавление структурных компонентов 
(ЛАМБ) этого возбудителя к клеткам, экспрессирую
щим tLr2, приводит к подавлению в них апоптоза, 
а также к усилению опухолевого роста в условиях in 
vivo [52, 53]. Таким образом показано, что tLr могут 
оказывать опосредованный опухолестимулирующий 
эффект через клетки миелоидного ряда [54].

Сходные данные получены и для другого пред
ставителя семейства tLr – tLr4. Системное (вну
тривенное) введение лиганда этого рецептора – 
ЛПС, стимулировало миграцию опухолевых клеток 
(аденокарцинома молочной железы) и повышало их 
инвазивность, а также стимулировало ангиогенез 
в опухолях [30]. Аналогичные результаты получе
ны на другой модели – аденокарциноме кишечника: 
ЛПС увеличивал выживаемость клеток опухоли, 
стимулировал их пролиферацию, а при интрапери
тонеальном введении усиливал метастазирование 
[55]. Более того, Huang и соавт. показали, что опухо
левые клетки, экспрессирующие tLr4, вызывают 
значительно более агрессивное течение заболевания 
(сокращение времени жизни животных) по сравне
нию с мышами изогенной линии, у которых tLr4 
инактивирован специфической миРНК. Полученные 
данные позволили предположить, что на прогрессию 
tLr4позитивных опухолей могут влиять эндоген
ные лиганды (белки теплового шока; βдефензины; 
эндогенный ЛПС, забрасываемый из кишечника), 
что отчасти напоминает ситуацию с опухолестиму
лирующим действием tLr2 и его лигандом эндоген
ного происхождения – версиканом [56].

Однако данные, иллюстрирующие опухолести
мулирующее действие tLr, получены не только 
для tLr2 и 4. Известно, что повышенная экспрессия 
tLr5 и tLr9 на клетках эпителия шейки матки мо
жет быть ассоциирована с прогрессией рака шейки 
матки [57]. Высокий уровень экспрессии tLr9 обнару
жен в клинических образцах рака легкого и в линиях 
опухолевых клеток. В этих клетках стимуляция tLr9 
специфическими агонистами приводила к повышению 
продукции опухольассоциированных цитокинов [58]. 
На поверхности клеток опухоли предстательной же
лезы человека также повышен уровень tLr9 [59]. Об
работка таких клеток cpGолигодезоксинуклеотидами 
(ODncpG) или бактериальной ДНК, служащих ли
гандами для tLr9, способствовала повышению инва
зии опухолевых клеток. Повышение инвазии опухо
левых клеток в результате активации tLr9 можно 
рассматривать как новый механизм, посредством ко
торого хронические инфекции могут стимулировать 
рост клеток опухоли предстательной железы.

Однако способностью стимулировать канцерогенез 
через взаимодействие с tLr обладают не только раз
личные инфекционные агенты и их структурные ком
поненты. Как известно, лигандами для ТLr cлужат 
также DAMP – ядерные и цитоплазматические бел
ки клеток, подвергшихся некрозу. Высвобождаемые 
из поврежденных клеток DAMP могут распозна
ваться различными tLr на поверхности иммунных 
клеток, а последующая активация tLrзависимых 
сигналов способна приводить к подавлению проти
воопухолевого иммунного ответа и, как следствие, 
к стимуляции прогрессии опухоли [60].

К таким молекулам, обладающим потенциальным 
опухолестимулирующим действием, относятся: бел
ки теплового шока (HSP60, 70), АТР и мочевая кис
лота, семейство ca2+модулирующих белков (S100), 
белок HMGB1 и нуклеиновые кислоты, из которых 
наиболее хорошо изучен ДНКсвязывающий белок 
HMGB1. Высвобождаемый в результате повреж
дения клеток белок HMGB1 активирует иммунную 
систему через взаимодействие с tLr. На культурах 
клеток показано, что белок HMGB1 стимулирует 
рост клеток меланомы, рака молочной железы, тол
стой кишки, поджелудочной и предстательной же
лезы. HMGB1 способен активировать tLr2 и tLr4 
на опухолевых клетках и клетках иммунной системы 
и, как следствие, индуцировать опухолевую прогрес
сию и метастазирование [61].

Показано, что в клетках меланомы повышена экс
прессия таких DAMP, как белки семейства S100, 
способные стимулировать рост и самих клеток ме
ланомы, и лимфоцитов периферической крови, дей
ствуя как аутокринный фактор роста опухоли. Белок 
S100A4, служащий лигандом для tLr, стимулирует 
метастазирование клеток рака молочной железы, а его 
повышенная экспрессия является показателем плохого 
прогноза. Несмотря на взаимосвязь S100A4 с метаста
зированием, этот белок может экспрессироваться мак
рофагами, лимфоцитами и фибробластами. Недавние 
исследования показали, что белки S100A8 и S100A9, 
продуцируемые первичной опухолью, способны акти
вировать сывороточный амилоид А (SAA) 3 в легочных 
тканях и создавать тем самым условия для образова
ния метастатической ниши. SAA3 служит лигандом 
для tLr4 на эндотелиальных клетках легкого и макро
фагах. Активация tLr4 облегчает миграцию опухоле
вых клеток из первичного очага в ткань легкого за счет 
формирования микроокружения, способствующего ро
сту опухоли. Таким образом, подавление сигнального 
пути S100–tLr4 может эффективно противодейство
вать образованию метастазов в легком [62].

Суммируя описанные эффекты, можно сделать 
вывод о способности tLr, с одной стороны, прямо 
или опосредованно участвовать в опухолевой про
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грессии, а с другой – повышать устойчивость опухо
левых клеток к проапоптотическим воздействиям. 

Представленные данные показывают, что опухо
лестимулирующие эффекты tLr и их лигандов име
ют сложный механизм, который необходимо изучать 
более детально. Однако, несмотря на сложность дан
ного вопроса, можно выделить несколько ключевых 
моментов, определяющих опухолестимулирующее 
действие tLr:

1) взаимодействие tLr c собственными лигандами 
индуцирует активацию транскрипционного фактора 
nFkB и, как следствие, повышение продукции раз
личных провоспалительных цитокинов (IL6, McP1, 
MIF, GrOα и др.), а также ряда антиапоптотических 
белков, тем самым способствуя прямому или опосре
дованному опухолестимулирующему действию;

2) tLrзависимая активация миелоидных кле
ток и их предшественников, повидимому, является 
определяющим фактором в формировании метаста
зов. В серии независимых работ показано, что мие
лоидные клетки, мигрирующие из костного мозга (в 
ответ на эндогенную стимуляцию) в ткани, играют 
ключевую роль в формировании метастатических 
ниш [30, 54]. Поскольку известно, что эндогенные 
(версикан, фибронектин и др.) и экзогенные (микроб
ного происхождения) лиганды tLr способны, с одной 
стороны, стимулировать миелоидные клетки и их 
предшественники, а с другой – увеличивать мета
статический потенциал опухоли, то можно с высокой 
вероятностью предположить существование взаи
мосвязи между tLrзависимой активацией миело
идных клеток и их последующим участием в мета
стазировании;

3) aктивация tLr может стимулировать ангиоге
нез через такие ангиогенные факторы, как IL8, фак
тор роста сосудистого эндотелия (VeGF) и матрикс
ные металлопротеиназы (MMP), а также усиливать 
адгезивные и инвазивные свойства опухолевых кле
ток наряду с увеличением проницаемости сосудов. 

Толл-ПоДобНые РецеПТоРы В ТеРАПии 
оПухолей
Благодаря способности агонистов ТLr индуциро
вать противоопухолевый иммунный ответ путем 
регуляции функции клеток иммунной системы, на
ходящихся в микроокружении опухоли, перспек
тивной представляется противоопухолевая тера
пия, основанная на доставке лигандов ТLr в очаги 
роста опухоли. Примером такой терапии может 
cтать препарат имиквимод, содержащий агонист 
tLr7. Этот препарат используется при актини
ческом кератозе и базальноклеточной карциноме. 
Изучается также возможность использования этого 
препарата в качестве адъюванта в терапии мелано

мы [63, 64]. Еще один агонист tLr7, используемый 
в терапии опухолей, – препарат 852А. В настоящее 
время рассматривается возможность использова
ния препарата 852А в терапии хронического лим
фоидного лейкоза и других солидных опухолей [65]. 
Агонист tLr9 – ODncpG, индуцирует активацию 
и созревание дендритных клеток, стимулирует раз
витие Тклеточного противоопухолевого ответа. 
В настоящее время проводятся клинические ис
пытания безопасности и эффективности агонистов 
tLr9 в терапии рака молочной железы, толстой 
кишки, легкого, меланомы, глиобластомы и др. [28]. 
Макрофагактивирующий липопептид2 (MALP
2), агонист tLr2/6, показал обнадеживающие ре
зультаты в терапии рака поджелудочной железы: 
внутриопухолевое введение MALP2 совместно 
с гемцитабином во время лапоротомии значительно 
повышало продолжительность жизни больных с не
полностью операбельным раком (от 9 до 17 месяцев) 
[66]. Описанные примеры эффективного использова
ния агонистов tLr в терапии опухолей показывают 
перспективность использования этих препаратов, 
а также целесообразность дальнейших исследова
ний, направленных на создание противоопухолевых 
препаратов с аналогичным механизмом действия.

Однако, как сказано ранее в этом обзоре, большое 
количество опухолевых клеток могут экспрессиро
вать ТLr на своей поверхности, и прямое взаимодей
ствие таких клеток с лигандами к tLr может усили
вать прогрессию опухоли, а также делать ее менее 
чувствительной к химиотерапевтическим препара
там. Таким образом, существует вероятность того, 
что постоянно циркулирующие в организме агонисты 
tLr (патогенные микроорганизмы, способные прео
долевать иммунный барьер; ЛПС бактерий, входя
щих в состав нормальной микрофлоры кишечника, 
который может забрасываться в кровоток; собствен
ные эндогенные лиганды) могут прямо или опосре
дованно способствовать усилению опухолевой про
грессии. 

В связи с этим перспективное направление в тера
пии злокачественных новообразований состоит в ис
пользовании подходов, ориентированных на подавле
ние tLrзависимых сигнальных путей. В качестве 
уже известных подходов, применяемых в терапии 
злокачественных новообразований, можно выделить 
использование ингибиторов nFkB. 

Как известно, конститутивная активация этого 
фактора наблюдается в таких типах опухолей, как: 
болезнь Ходжкина, острый лимфобластозный лей
коз, множественная миелома, рак молочной железы, 
толстой кишки, легкого, яичников, предстательной 
железы, различные виды лимфом, рак печени, мела
нома и др. [48, 49].
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Для подавления активности nFkB использу
ются несколько групп лекарственных средств: не
стероидные противовоспалительные средства, ин
гибирующие активность IKK и cOX2; природные 
и биодоступные ингибиторы IKKβ – флавониды, про
стагландины, BMS345541, PS1145, Sc514 и SPc839; 
а также ингибиторы протеасом, подавляющие актив
ность nFkB за счет предотвращения деградации 
IkB – бортезомиб (PS341), иринотекан, гемцитабин 
и др. препараты, широко используемые в терапии 
опухолей толстого и тонкого кишечника, желудка, 
поджелудочной железы и др. [67] 

Поскольку фактор nFkB является ключевым зве
ном tLrзависимого сигнального пути, то использо
вание его ингибиторов представляется перспектив
ным для подавления tLrзависимой стимуляции 
опухолевого роста. 

Другой перспективной мишенью, по нашему мне
нию, могут быть сами tLr. Поскольку tLr2 и tLr4 
(рецепторы, участвующие в стимуляции опухолево
го роста) экспрессируются на поверхности клетки, 
представляется возможным использовать специфи
ческие молекулы (антитела, химические ингибито
ры), подавляющие их функциональную активность. 
К настоящему моменту получены антитела, блоки
рующие активность tLr, однако данные по их кли
ническому использованию в доступной научной ли
тературе отсутствуют.

зАключеНие
ТLr входят в состав семейства Prr. Эффекты, свя
занные с их активацией, выходят за рамки реакций 
врожденного иммунного ответа. Участие в активации 
дендритных клеток, регуляции специфических им
мунных реакций на уровне Т и Вклеток, повыше
ние экспрессии IFn и др. обусловливают вовлечение 
ТLr в формирование эффективного ответа врожден
ной и адаптивной иммунной системы при попадании 
в организм различных патогенов или при поддержа
нии тканевого гомеостаза. Опубликованы результаты 
многочисленных исследований, согласно которым ли
ганды к tLr могут использоваться в качестве адъю
вантов для иммунотерапии злокачественных ново
образований. Однако известно, что активация ТLr 
на поверхности опухолевых клеток может приводить 
к усилению прогрессии опухолей различного проис
хождения. 

Такое различие в эффектах зависит, в первую 
очередь, от типа используемого лиганда. Как пока
зано в табл. 1, ТLr можно разделить на две груп
пы: индуцирующие и неиндуцирующие выработку 
IFn. Как правило, при введении агонистов tLr3, 4, 
7, 8, 9, активирующих IrF, наблюдается подавление 
роста опухоли. В то же время данные о противоопу

холевом действии агонистов tLr2, который в отли
чие от перечисленных рецепторов (tLr3, 4, 7, 8, 9) 
не способен активировать выработку IFn I типа, в на
стоящее время отсутствуют. Еще одна характерная 
особенность, обусловливающая различия в действии 
агонистов tLr на опухоль, – это способ их введения. 
Внутриопухолевое введение лигандов tLr3, 4, 7, 8, 
9 в подавляющем большинстве случаев вызывает 
гибель клеток опухоли и уменьшение ее размеров. 
Наиболее вероятное объяснение противоопухолевой 
активности этих tLr заключается в их способности 
в ответ на взаимодействие с лигандом: а) индуциро
вать локальную экспрессию IFn типа I и II, которые, 
как известно, способны вызывать гибель опухоле
вых клеток; б) активировать клеточный иммунитет. 
При этом гибель опухолевых клеток, их фагоцитоз 
и последующая презентация опухолеспецифических 
антигенов обусловливают дополнительную стимуля
цию специфического противоопухолевого иммуните
та. Однако в ряде работ [30, 55, 56] показано, что си
стемное введение лигандов к tLr4 наоборот часто 
ассоциировано со стимуляцией роста опухоли. По на
шему мнению, такое различие связано с тем, что вну
триопухолевые инъекции лиганда tLr4 (ЛПС) 
вызывают существенно большее накопление IFn не
посредственно в опухолях, чем при системном введе
нии лиганда. Поскольку IFn это короткодистантные 
эффекторные белки, действующие при достаточно 
высоких концентрациях, то их выработка вне опу
холи (при системном введении) не приводит к гибели 
опухолевых клеток, а следовательно, и к развитию 
противоопухолевого иммунитета. При этом индуци
руемые после локального или системного введения 
ЛПС провоспалительные цитокины и хемокины мо
гут играть двойную роль: при внутриопухолевом вве
дении ЛПС способствовать развитию противоопухо
левого иммунитета, а при системном – в отсутствие 
мишеней для иммунной системы – положительно 
влиять на рост опухоли, устойчивость ее клеток и их 
метастатический потенциал.

Таким образом, имеющиеся данные указыва
ют на двойственный эффект агонистов tLr на рост 
опухоли. Такое двоякое влияние ТLr говорит о бо
лее сложной функциональной роли tLr в биологии 
опухоли. Понятно, что подобная роль tLr выходит 
за рамки простой активации фактора nFkB. Изу
чать влияние различных лигандов tLr на опухоль 
необходимо с учетом многих факторов, включая уро
вень экспрессии tLr; тип ткани, из которой проис
ходит опухоль; микроокружение опухоли и многие 
другие. Системное исследование функций и роли 
ТLr на клетках опухоли может внести существен
ный вклад в разработку новых противоопухолевых 
средств с tLrзависимым механизмом действия. 
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РеФеРАТ Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) млекопитающих обладают рядом специфических 
свойств, делающих их уникальным объектом фундаментальных и прикладных исследований. Находясь 
в культуре, они способны неограниченно по времени поддерживать недифференцированное состояние 
и давать во время дифференцировки производные всех трех зародышевых листков: эктодермы, энтодермы 
и мезодермы, т.е. потенциально могут производить более 200 типов клеток, из которых состоит тело взрос-
лого млекопитающего. Эти свойства ЭСК называются самообновлением и плюрипотентностью. В обзоре 
рассмотрены основные сигнальные пути, участвующие в поддержании плюрипотентности ЭСК, дается 
характеристика основных генов, входящих в подсистему «внутренних регуляторов плюрипотентности», 
описываются кодируемые ими белки, их регуляция и взаимодействие с другими факторами. Кроме того, 
в обзоре описываются роль эпигенетических механизмов и микроРНК в системе поддержания самообнов-
ления и плюрипотентности ЭСК, а также связь плюрипотентности и процесса инактивации X-хромосомы 
у самок млекопитающих.
ключеВые слоВА эмбриональные стволовые клетки, плюрипотентность, транскрипционные факторы, 
инактивация X-хромосомы.
сокРАщеНия ЭСК – эмбриональные стволовые клетки, ТСК – трофобластные стволовые клетки, ИПСК – 
индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, ВКМ – внутренняя клеточная масса, ВКНП – высоко-
консервативные некодирующие последовательности.

эМбРиоГеНез МлекоПиТАющих  
и сТВолоВые клеТки . ПлюРиПоТеНТНые клеТки 
iN vivO и iN viTRO
Развитие организма любого млекопитающего начи
нается с единственной клетки – зиготы. В результате 
последовательного деления и дифференцировки кле
ток формируется организм, который состоит более 
чем из 200 типов клеток, каждый из которых, обра
зуя при взаимодействии с другими типами клеток 
ткани и органы, выполняет специфическую функ
цию. Специфичность выполняемых функций, био
химии и физиологии каждого типа клеток обеспечи
вается характерным паттерном экспрессии генов. Все 
разнообразие РНК, транскрибируемое в ядре клетки, 

носит название «транскриптом», который, в отличие 
от генома, различается между клетками разного типа 
в пределах организма. Транскриптом клетки опреде
ляется тесным взаимодействием генетической и эпи
генетической систем. К генетической системе можно 
отнести систему белков – транскрипционных фак
торов, модулирующих экспрессию геновмишеней 
на уровне транскрипции. В эпигенетическую систему 
входят белки, обеспечивающие дифференциальную 
транскрипцию генов через изменение и поддержание 
структуры хроматина путем химической модифика
ции ДНК промоторных областей генов (метилирова
ние цитозина в положении 5´, в cpGдинуклеотидах), 
метилирования и ацетилирования гистонов и других 
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модификаций. В регуляции транскрипции генов уча
ствует также система микроРНК, регулирующая 
экспрессию генов на посттранс крипционном уровне 
[1].

На различных стадиях онтогенеза млекопитающих 
можно выделить типы клеток, стоящие особняком 
от всех остальных, так называемые стволовые клет
ки. Стволовые клетки характеризуются уникальным 
транскриптомом и совокупностью компонентов гене
тической и эпигенетической систем, которые позволя
ют им поддерживать самообновление, т.е. оставаться 
стволовыми клетками (ограниченное или продолжи
тельное время, в зависимости от типа стволовых кле
ток), а также сохранять способность к дифферен
цировке в различные клеточные производ ные [2]. 
В зависимости от широты спектра клеточных типов, 
в которые могут дифференцироваться стволовые 
клетки, их разделяют на несколько видов [2].

Тотипотентные клетки – клетки, способные да
вать во время дифференцировки все возможные 
клеточные производные, из которых состоит орга
низм. Клетки, обладающие свойством тотипотент
ности, также участвуют в формировании экстраэм
бриональных органов и тканей, например, плаценты. 
У млекопитающих тотипотентными являются только 
зигота и бластомеры во время первых делений дроб
ления.

Плюрипотентные клетки – клетки, способные 
производить во время дифференцировки произ
водные трех примитивных зародышевых листков: 
эктодермы, энтодермы и мезодермы. В онтогенезе 
из плюрипотентных клеток может полностью сфор
мироваться тело взрослого организма. Однако эти 
клетки не способны дать начало экстраэмбриональ
ным органам и тканям. Плюрипотентными являются 
клетки внутренней клеточной массы и эпибласта эм
брионов млекопитающих, а также их производные – 
культивируемые in vitro эмбриональные стволовые 
клетки. Кроме того, плюрипотентными являются эм
бриональные герминальные клетки – производные 
предшественников гамет, и эпибластные стволовые 
клетки, получаемые из эпибласта постимпланта
ционных эмбрионов мыши [3–5]. В последние годы 
активно развиваются технологии получения плюри
потентных клеток из дифференцированных клеток 
взрослого организма путем экспрессии в них экзо
генных факторов. Этот тип клеток получил название 
индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
(ИПСК). К настоящему моменту получены ИПСК че
ловека, мыши и ряда других млекопитающих [6–8].

Мультипотентные клетки – это региональные 
стволовые клетки (стволовые клетки взрослого ор
ганизма, находящиеся среди дифференцированных 
клеток различных тканей), которые способны диф

ференцироваться в несколько типов клеток. Пример 
клеток такого типа – гематопоэтические стволовые 
клетки, дающие во время дифференцировки клетки 
крови. 

Унипотентные клетки – это клетки, являющиеся 
предшественниками только лишь одного типа клеток. 
Например, сперматогониальные стволовые клетки – 
предшественники мужских гамет.

Как уже упоминалось, у млекопитающих зигота 
и бластомеры эмбриона вплоть до 8клеточной ста
дии развития являются тотипотентными. Потен
циально из каждого бластомера 8клеточного эм
бриона можно получить все возможные клеточные 
производ ные, включая клетки, из которых состоят 
экстраэмбриональные органы. Это свойство бласто
меров подтверждается в экспериментах по получе
нию агрегационных химер. Однако уже на стадии 8 
бластомеров и при переходе к стадии 16 бластомеров 
(стадии морулы) происходит первое дифференци
ровочное событие в предым плантационном эмбрио
генезе млекопитающих. Каждый из 8 бластомеров 
подвергается либо симметричному делению, обра
зуя две полярные наружные клетки морулы, либо 
делится асимметрично, давая полярную наружную 
клетку и неполярную клетку меньшего размера, на
ходящуюся внутри эмбриона. Таким образом, после 
четвертого деления зиготы образуется эмбрион, 
состоящий из двух первых специализированных 
групп клеток: наружных полярных и внутренних 
неполярных [9]. В ходе последующих двух клеточ
ных делений наружные полярные клетки морулы 
формируют наружный клеточный слой бласто цисты 
– трофоэктодерму. Трофоэктодерма необходима 
для имплантации эмбриона в слизистую оболочку 
матки и формирования плаценты. При формирова
нии трофоэктодермы клетки располагаются таким 
образом, что образуют шарообразную структуру 
с полостью внутри – бластоцелью. Внутренние непо
лярные клетки морулы преобразуются во внутрен
нюю клеточную массу (ВКМ) эмбриона, расположен
ную на одном из полюсов бластоцисты с внутренней 
стороны слоя трофоэктодермы. Перед имплантаци
ей эмбриона в матку ВКМ разделяется на два слоя: 
эпибласт (примитивная/эмбриональная эктодерма) 
и гипобласт (примитивная/эмбриональная энтодер
ма). В ходе эмбрионального развития из эпибласта 
формируется тело эмбриона, все его ткани и органы, 
развивающийся гипобласт, в свою очередь, образу
ет желточный мешок. Таким образом, предымплан
тационный эмбрион млекопитающих – бластоциста 
– состоит из трех компартментов: трофоэктодермы, 
гипобласта и эпибласта, два из которых (трофоэкто
дерма и гипобласт) дают начало экстраэмбриональ
ным (внезародышевым) органам и тканям, а один 
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формирует во время эмбриогенеза все ткани тела 
эмбриона [10]. Структура предымплантационных 
эмбрионов очень схожа у различных видов млеко
питающих. Так, бластоцисты приматов очень сходны 
по структуре с бластоцистами грызунов, различия 
заключаются лишь в большем числе клеток, из ко
торых состоит эмбрион, и различной морфологии 
эмбриона после его имплантации. Однако, несмотря 
на схожесть структуры, бластоцисты приматов от
личаются от эмбрионов грызунов по времени разде
ления компартментов (трофоэктодерма, гипобласт 
и эпибласт), а также характеризуются более дли
тельным предымплантационным развитием (7–10 
сут у приматов против 4 сут у мыши) [11].

Все три компартмента предымплантационных эм
брионов млекопитающих: эпибласт, трофоэктодер
ма и гипобласт – являются источниками стабильных 
линий стволовых клеток, названных соответственно 
эмбриональными стволовыми клетками, трофобласт
ными стволовыми клетками и стволовыми клетками 
экстраэмбриональной энтодермы. Культивируемые 
стволовые клетки сохраняют большинство свойств, 
характерных для их предшественников. Это касается 
паттерна экспрессии генов, эпигенетических харак
теристик, многих биохимических и физиологических 
показателей. Наиболее наглядно «стволовой» статус 
и соответствие клеточных линий их предшествен
никам, существующим in vivo, доказывается путем 
инъекции клеток в реципиентную бластоцисту. По
сле инъекции ЭСК, ТСК и клетки экстраэмбриональ
ной энтодермы включаются в эмбриогенез, участвуя 
в формировании соответствующих эмбриональных 
либо экстраэмбриональных тканей и органов. Все три 
типа клеточных линий, получаемых из предымплан
тационных эмбрионов, нуждаются в специфических 
условиях культивирования для поддержания своего 
«стволового» статуса. К таким условиям относятся 
состав среды и наличие ростовых факторов, иногда 
требуется сокультивирование с другими типами кле
ток, выделяющими необходимые для поддержания 
недифференцированного состояния стволовых кле
ток факторы [12–18]. 

Среди трех типов стволовых клеток, получаемых 
из бластоцист, особое место занимают эмбриональ
ные стволовые клетки, обладающие свойствами са
мообновления и плюрипотентности. Самообновление 
подразумевает способность бесконечно симметрич
но делиться, давая две плюрипотентные клетки. 
Как уже упоминалось выше, плюрипотентность 
– это свойство стволовых клеток дифференциро
ваться в производ ные всех трех примитивных за
родышевых листков, но не внезародышевых тканей. 
Именно плюрипотентность делает ЭСК уникальной 
моделью для исследования процессов, происходя

щих во время дифференцировки клеток, открывает 
широкие перспективы использования ЭСК в фун
даментальных исследованиях биологических яв
лений, происходящих на ранних этапах онтогенеза 
млекопитающих (например, процесса инактивации 
Xхромосомы, эпигенетических изменений генома 
и др.). Кроме того, ЭСК находят применение и в при
кладных исследованиях, их уникальные свойства 
могут использоваться при тестировании новых ле
карственных препаратов, исследовании токсическо
го эффекта химических соединений. ЭСК являются 
перспективным источником материала для замести
тельной клеточной терапии заболеваний человека, 
хотя безопасность их применения в данной области 
по сей день тщательно изучается и обсуждается на
учным сообществом.

В настоящее время ведется активное исследование 
молекулярных основ самообновления и плюрипотент
ности эмбриональных стволовых клеток. На сегод
няшний день известно, что поддержание плюри
потентного статуса клеток предымплантационных 
эмбрионов и ЭСК обеспечивается сложной системой 
клеточноповерхностных белков, их молекулярных 
сигнальных путей и транскрипционных факторов, 
инициирующих или модулирующих транскрипцию 
геновмишеней. В поддержании плюрипотентности 
ЭСК принимают участие несколько сигнальных ка
скадов, или путей. Эти пути можно объединить в под
систему «внешних регуляторов плюрипотентности». 
Многочисленные экспериментальные данные говорят 
о том, что эта подсистема эволюционно не консерва
тивна. Сигнальные молекулы (например, LIF, BMP4) 
имеют противоположное влияние на самообновление 
ЭСК мыши и человека [19–21].

Помимо подсистемы «внешних регуляторов» су
ществует подсистема «внутренних регуляторов 
плюрипотентности», в которую входят три основ
ных транскрипционных фактора Oct4, SOX2 
и nAnOG. Данные факторы имеют широкий спектр 
геновмишеней в ЭСК мыши и человека, и, в отли
чие от сигнальных путей, их действие направлено 
исключительно на поддержание самообновления 
и плюрипотентности клеток у различных млекопи
тающих [22, 23]. 

Недавние исследования показали, что данные под
системы тесно взаимодействуют друг с другом, обе
спечивая стабильность системы поддержания само
обновления и плюрипотентности [24] (рис. 1). Кроме 
того, установлено, что подсистемы интегрированы 
не только между собой, но и с системами эпигенети
ческой регуляции экспрессии генов (белками группы 
Polycomb и др.), а также системой микроРНК, специ
фичных для ЭСК и различных дифференцированных 
клеточных производных. 
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сиГНАльНые кАскАДы, зАПускАеМые 
иНТеРлейкиНоМ LIF
Первые линии ЭСК мыши были получены с исполь
зованием в качестве питающего слоя митотически 
инактивированных эмбриональных фибробластов 

(фидерного слоя) либо кондиционной среды, на ко
торой некоторое время культивировали клетки те
ратокарциномы или эмбриональные фибробласты 
[12, 13]. Культивирование ЭСК мыши без фидерного 
слоя либо в некондиционной среде вызывало диффе
ренцировку клеток. Позже была выяснена природа 
действующего компонента, выделяемого эмбрио
нальными фибробластами и необходимого для под
держания недифференцированного состояния ЭСК. 
Им оказался интерлейкин LIF (leukemia inhibitory 
factor), относящийся к семейству IL6 [25]. В настоя
щее время рекомбинантный белок LIF активно при
меняется при получении и культивировании ЭСК 
мыши, что позволяет избежать использования фи
дера и кондиционной среды [26, 27]. Белок LIF, взаи
модействуя с гетеродимерным рецептором LIFrβ
gp130, находящимся на мембране клетки, способен 
к активации трех сигнальных каскадов: каскада JAK 
(tyrosine kinase Janus)StAt3, сигнального пути, опо
средованного фосфатидилинозитол3OHкиназой, 

и каскада митогенактивируемой протеинкиназы. 
Среди данных сигнальных путей только JAKStAt3 
активируется исключительно LIF, остальные два за
пускаются множеством сигнальных молекул [24]. 

В сигнальном пути JAKStAt3 LIF является пер
вичной сигнальной молекулой в пути, активирующем 
транскрипционный фактор StAt3 (signal transducer 
and activator of transcription3). Связывание интер
лейкина LIF с рецептором LIFrβgp130 вызывает ак
тивацию фосфопротеинкиназ. Тирозинкиназа Janus 
и иммунореактивная фосфотирозинкиназа фосфо
рилируют тирозиновые остатки цитоплазматической 
части гетеродимера LIFrβgp130. Транскрипцион
ный фактор StAt3 связывается с фосфотирози
новыми остатками активированного гетеродимера 
LIFrβgp130, подвергаясь при этом фосфорилиро
ванию и димеризации. Фосфорилированные димеры 
StAt3 транспортируются в ядро клетки, где взаимо
действуют с генамимишенями [25, 28]. 

Исследования убедительно показывают важную 
роль LIFStAt3сигнального пути в поддержании са
мообновления ЭСК мыши [29]. Однако многочисленные 
факты говорят о том, что поддержание плюрипотент
ности ЭСК человека и других приматов происходит 
по LIFStAt3независимому механизму [21, 30].

Рис. 1. Система дей-
ствия «внешних» и «вну-
тренних регуляторов 
плюрипотентности» 
ЭСК человека. Темны-
ми кругами показаны 
сигнальные молекулы, 
синими столбиками ре-
цепторы на плазматиче-
ской мембране клетки. 
Серыми, красными 
и зелеными овалами по-
казаны молекулы, уча-
ствующие в передаче 
сигнала от рецепторов 
в ядро клетки и в регу-
ляции экспрессии генов 
в ядре клетки совместно 
с транскрипционными 
факторами OCT4, SOX2 
и NANOG. Стрелками 
показано активирующее 
действие факторов, 
линиями с тупыми окон-
чаниями – подавляющее 
действие, а также актив-
ность SMAD1/5/8, вы-
зывающая дифференци-
ровку ЭСК человека. 
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До недавнего времени существовало относительно 
мало данных о том, каким образом интерлейкин LIF 
может участвовать в поддержании плюрипотентно
сти ЭСК мыши. Недавние исследования, проведенные 
Нива с коллегами [24], показывают, что молекуляр
ные каскады, запускаемые LIF, интегрированы в под
систему «внутренних регуляторов плюрипотент
ности», в которую входят гены Oct4, Sox2 и Nanog 
(рис.1). Эта интеграция происходит благодаря двум 
параллельным путям: JAKStAt3 и сигнальному 
пути, опосредованному фосфатидилинозитол3
OHкиназой (PI(3)K). В ходе исследования показано, 
что транскрипционный фактор StAt3 активирует 
экспрессию фактора KLF4, который, в свою очередь, 
позитивно регулирует ген Sox2. В то же время сиг
нальный путь фосфатидилинозитол3OHкиназы 
активирует ген, кодирующий другой транскрипцион
ный фактор – tBX3. Данный фактор, в свою очередь, 
активирует ген Nanog. Кроме того, показано, что при
менение ингибиторов митогенактивируемой проте
инкиназы, которая опосредует третий сигнальный 
каскад, активируемый LIF, вызывает аккумуляцию 
белка tBX3 в ядре клетки и активацию генов Tbx3 
и Nanog (рис. 2). Кроме того, LIF может активиро
вать транспорт tBX3 за счет действия через киназу 
MAPK (рис. 2), однако данный путь, повидимому, 
ингибируется какимито третьими факторами.

сиГНАльНые ПуТи TGFβ/ACTIVIN/NODAL, BMP 
и ФАкТоР bFGF (FGF2)
В суперсемейство tGFβ (transforming growth 
factorβ) входит большое число сигнальных молекул 
(в геноме человека обнаружено около 40 потенциаль
ных белковлигандов tGFβ). Данное суперсемейство 
можно разделить на две большие группы активато
ров: 

1) tGFβ/ActIVIn/nODAL, активирующие 
транскрипцию генов транскрипционных факторов 
SMAD2/3 (similar to mothers against decapentaple
gic homologue) посредством рецепторов ALK4, ALK5 
и ALK7; 

2) BMP (bone morphogenic protein)/GDF (growth 
differentiation factor) посредством рецепторов 
ALK1, ALK2, ALK3 и ALK6, активирующие факто
ры SMAD1/5. Кроме того, существуют два белка се
мейства SMAD, обладающие ингибирующими свой
ствами по отношению к белкам того же семейства: 
SMAD6, избирательно ингибирующий SMAD1/5, 
и SMAD7, подавляющий действие членов обеих 
групп суперсемейства tGFβ [31].

Показано, что сигнальный путь tGFβ/ActIVIn/ 
/nODAL играет существенную роль в поддержа
нии плюрипотентности ЭСК человека. Белки Ac
tIVIn и nODAL действуют через одни и те же ре

цепторы, подавляя дифференцировку ЭСК человека 
[32–34]. ЭСК человека экспрессируют как рецепторы 
AcVr1B и AcVr1B и корецептор tDGF1(crIPtO) 
для nODAL, так и сам nODAL [35]. В культурах ЭСК 
человека nODAL или ActIVIn могут действовать 
совместно с другими белковыми факторами, напри
мер, bFGF (FGF2) или Wnt при поддержании са
мообновления ЭСК человека [32, 34, 36, 37]. Белок 
ActIVIn может активировать выработку bFGF, не
обходимого для поддержания самообновления ЭСК 
человека при культивировании клеток в отсутствие 
сыворотки [36]. Оба белка ActIVIn и nODAL могут 
быть заменены tGFβ при культивировании ЭСК че
ловека. 

Белковый фактор nODAL выполняет множество 
различных функций во время раннего эмбриогенеза 
мыши. Он необходим для нормального развития эпи
бласта эмбрионов и поддержания экспрессии генов 
OcT4 и NANOg человека. В недифференцирован
ных ЭСК человека наблюдается высокая активность 
nODAL/ActIVIn/tGFβ, направленная на акти
вацию транскрипционных факторов SMAD2 и/или 

Рис. 2. Взаимодействие транскрипционных факторов 
и сигнальных путей, запускаемых LIF в эмбриональных 
стволовых клетках мыши [24].
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SMAD3 (рис. 1). Транскрипционные факторы SMAD2 
и SMAD3 участвуют в активации транскрипции гена 
NANOg. В недифференцированных ЭСК человека 
наблюдается высокий уровень фосфорилированной, 
т.е. активной формы SMAD2 и SMAD3. Подавление 
фосфорилирования SMAD2 и SMAD3 с помощью 
специфических ингибиторов вызывает уменьше
ние уровня экспрессии генов OcT4 и NANOg [32]. 
Во время дифференцировки уровень активности 
SMAD2 и SMAD3 падает, при этом возрастает уро
вень SMAD1/5/8, которые активирует BMP (рис. 1). 
Белки SMAD1/5/8 подавляют транскрипцию гена 
NANOg. Кроме того, действие SMAD2 и SMAD3, 
а также сигнальный путь, запускаемый FGF2 (bFGF), 
подавляет экспрессию BMP4, препятствуя спонтан
ной дифференцировке ЭСК человека [37].

В суперсемейство tGFβ входит белок GDF, кото
рый не только является ингибитором BMP, но и уси
ливает действие nODAL (рис. 1). Ген gDF экспресси
руется в плюрипотентных клетках человека и мыши, 
где участвует в подавлении дифференцировки, опо
средованной BMP. В конечном итоге, GDF влияет 
на самообновление ЭСК через установление баланса 
между белками SMAD2 и SMAD3 с одной стороны 
и SMAD1/5/8 с другой [38, 39] (рис. 1). 

Белковые факторы из группы BMP оказывают 
противоположное действие на самообновление ЭСК 
мыши. Присутствие в среде BMP4 подавляет ней
ральную дифференцировку и в комбинации с LIF 
поддерживает симметричное самообновление ЭСК 
мыши в отсутствие слоя фидера и сыворотки. BMP4 
мыши активирует экспрессию транскрипционного 
фактора SMAD4, который, в свою очередь, активи
рует транскрипцию генов, относящихся к семейству 
Id (inhibitor of differentiation). Вероятно, экспрессия 
генов Id1, Id2 и Id3 предотвращает эффект ранней 
экспрессии генов пронейральных транскрипцион
ных факторов (bHLH), таких, как гены группы Mash 
в ЭСК, тем самым препятствуя дифференцировке 
[40]. Однако в отсутствие LIF BMP4 может иметь про
тивоположное действие, активируя факторы из се
мейства SMAD (SMAD1/5/8), которые оказывают 
ингибирующее действие на гены семейства Id [40]. 

Таким образом, сигнальные пути, запускаемые 
BMP и LIFJAKStAt3, действуют разнонаправ
ленно на самообновление ЭСК мыши и человека. 
Однако это не единственные примеры видоспеци
фичного действия сигнальных молекул. Например, 
фактор bFGF является критичным для поддержания 
ЭСК человека в недифференцированном состоянии, 
но вызывает дифференцировку ЭСК мыши [41, 42]. 
ЭСК человека экспрессируют рецептор и сам bFGF 
[43, 44]. Действует bFGF через тирозинкиназные ре
цепторы (erK1 и erK2), ингибирование данного сиг

нального пути вызывает дифференцировку ЭСК че
ловека (рис. 1). Однако полностью механизм действия 
bFGF на ЭСК человека пока не расшифрован. 

сиГНАльНый ПуТь WNT
Недавние исследования показали, что сигнальный 
путь, в котором ключевым участником является 
Wnt, может участвовать в краткосрочном поддер
жании плюрипотентного состояния ЭСК мыши и че
ловека [45]. Ингибирование гликогенсинтазкиназы3, 
которое вызывает активацию сигнального пути Wnt, 
приводит к накоплению в ядрах клеток βкатенина 
и активации ряда геновмишеней, при этом в клетках 
поддерживается экспрессия специфичных для плю
рипотентных клеток генов транскрипционных факто
ров Oct4, Rex1 и Nanog даже в отсутствие фактора LIF 
[46] (рис. 1). Однако позже было показано, что для ста
бильного поддержания самообновления ЭСК человека 
необходимо присутствие таких факторов, как tGFβ 
и bFGF, а действие Wnt сводится к усилению про
лиферации [47, 48].

ТРАНскРиПциоННые ФАкТоРы OCT4, NANOG 
и SOX2
Транскрипционные факторы Oct4, nAnOG и SOX2 
занимают центральное место в подсистеме «вну
тренних регуляторов плюрипотентности». В отли
чие от системы сигнальных путей, действие которых 
носит четко выраженный видоспецифичный харак
тер, функции данных транскрипционных факторов 
при поддержании самообновления и плюрипотент
ности ЭСК человека и мыши существенно пере
крываются. Большой консервативностью обладают 
геномная организация генов Oct4, Sox2 и Nanog и до
менная организация белков Oct4, nAnOG и SOX2, 
существенной схожестью обладают спектры генов
мишеней данных факторов в ЭСК мыши и челове
ка. Как у мыши, так и у человека факторы Oct4, 
nAnOG и SOX2 часто действуют совместно, обра
зуя единую систему регуляции транскрипции генов, 
включая авторегуляцию собственных генов.

ТРАНскРиПциоННый ФАкТоР OCT4
Белок Oct4 относится к V классу POu (PIt, Oct, 
unc) семейства транскрипционных факторов. POu
домен состоит из двух структурно независимых 
субдоменов: POuспецифического (nконцевой, со
стоящий из 75 а.о.) и POuгомеодомена (cконцевой, 
60 а.о.). Оба субдомена соединены между собой ва
риабельным по длине подвижным линкером [49–51]. 
Экспрессия белка Oct4 характерна для ранних ста
дий эмбриогенеза человека, мыши и других млеко
питающих [52–56]. У мыши его экспрессия просле
живается от 2клеточной стадии и ограничивается 
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плюрипотентными клетками ВКМ и эпибласта бла
стоцисты. После имплантации эмбриона экспрессия 
Oct4 сохраняется только в герминальных клетках. 
У человека на стадии бластоцисты экспрессия Oct4 
обнаруживается не только в ВКМ, но и в клетках 
трофобласта [57]. Роль фактора Oct4 в эмбриогенезе 
была показана в экспериментах по нокауту гена Oct4 
(также известному как Pou5f1, Oct3, Oct3/4, OTF3, 
OTF4). Эмбрионы мыши, гомозиготные по мутации 
Oct4 (Oct4-/-), погибали во время имплантации вслед
ствие неспособности образовывать ВКМ, состоящую 
из плюрипотентных клеток, при этом трофобласт 
развивался нормально [53]. Позже Нива с соавтора
ми продемонстрировали влияние уровня экспрессии 
Oct4 на самообновление ЭСК мыши [58]. Было обна
ружено, что 50% колебание уровня транскрипции 
Oct4 вызывает дифференцировку ЭСК мыши в тро
фобластные либо энтодермальные производные [58]. 
Кроме того, активность Oct4 необходима для нор
мальной жизнедеятельности герминальных клеток 
мыши [59]. Подавление экспрессии гена Oct4 в ЭСК 
мыши и человека с помощью РНКинтерференции 
также вызывало дифференцировку в различные 
клеточные производные, экспрессирующие марке
ры трофобласта и энтодермы: cdx2, gata6, AFP [60, 
61]. Исследования геномной структуры, структуры 
регуляторной области и хромосомной локализации 
гена Oct4 у человека и других млекопитающих по
казали высокую степень консервативности молеку
лярной организации данного гена. Кроме того, по
казано, что у ряда видов млекопитающих ген Oct4 
входит в состав схожей синтенной группы [62–65]. 
У мыши и других животных ген Oct4 состоит из пяти 
экзонов и локализован в области главного комплекса 
гистосовместимости [62, 63, 65, 66]. Ген OcT4 челове
ка также локализован в пределах главного комплек
са гистосовместимости, однако у него обнаружены 
три альтернативных варианта сплайсинга: OcT4A, 
OcT4B и OcT4B1 [62, 67]. Белки, кодируемые дан
ными изоформами, поразному вовлечены в процесс 
поддержания плюрипотентности. Показано, что белок 
Oct4B не способен поддерживать плюрипотентность 
ЭСК и локализуется в основном в цитоплазме клеток 
[68]. Экспрессия Oct4A обнаружена на стадии ком
пактной морулы и бластоцисты человека, в то время 
как Oct4B экспрессируется во всех клетках эмбрио
на, начиная с 4клеточной стадии. Кроме того, Oct4B 
не экспрессируется в ЭСК человека [69]. В отличие 
от гена Oct4 животных, в настоящий момент в транс
крипте гена OcT4 человека выделяют четыре экзона. 
Второй экзон подразделяется на четыре субэкзона 
(2a, 2b, 2c, 2d), которые представлены в разных ком
бинациях в трех различных вариантах сплайсинга 
транскрипта. Вариант OcT4A состоит из экзонов 1, 

2b, 2d, 3 и 4; вариант OcT4B – 2a, 2b, 2d, 3 и 4; ва
риант сплайсинга OcT4B1 – 2a, 2b, 2c, 3 и 4. Таким 
образом, транскрипты гена OcT4 идентичны в 3’об
ласти (3–4 экзон), а все отличия касаются лишь 12 
экзонов. Транскрипт OcT4A кодирует белок разме
ром 360 а.о., размер белка OcT4B – 265 а.о., однако 
ввиду наличия полиморфизма в стартовом кодоне 
OcT4B (AU/gg) у части популяции не транслиру
ется данный вариант белка Oct4B [62, 70]. Благода
ря недавно обнаруженному альтернативному сайту 
посадки рибосом в области субэкзонов 2ab с транс
крипта OcT4B могут транслироваться еще две фор
мы белка: Oct4B190 и Oct4B164, которые состоят 
из 190 и 164 а.о. соответственно. Белкового продукта 
OcT4B1 не обнаружено, возможно, благодаря нали
чию стопкодона UgA в субэкзоне 2c, который отсут
ствует в OcT4B [67]. Ранее было показано, что белок, 
кодируемый изоформой OcT4A, локализуется в ядре 
клетки и принимает участие в регуляции транскрип
ции генов, в то же время белок Oct4B локализует
ся в цитоплазме клеток и не способен поддерживать 
плюрипотентность [57, 68]. Позже было установле
но, что белки Oct4B190 и Oct4B164, кодируемые 
OcT4B, локализуются диффузно в ядре и цитоплаз
ме [70], при этом уровень Oct4B190 существенно 
повышается в ЭСК человека в ответ на стрессовые 
условия и может оказывать подавляющее дей
ствие на процесс апоптоза. Экспрессия Oct4B265 
и Oct4B164 в ЭСК человека не обнаружена [70]. 

ТРАНскРиПциоННый ФАкТоР NANOG
Белок nAnOG относится к транскрипционным фак
торам, содержащим гомеодомен, и наиболее близок 
по аминокислотной последовательности и струк
туре к белкам семейства nK2 [71]. Экспрессия гена 
NANOg характерна для плюрипотентных клеток 
предымплантационных эмбрионов (ВКМ и эпибласта) 
и ЭСК мыши и человека [72–74]. Сверхэкспрессия 
гена Nanog способна поддерживать плюрипотент
ность ЭСК мыши даже в отсутствие интерлейкина 
LIF [72]. Мутационный анализ гена Nanog показал, 
что его экспрессия необходима для нормального раз
вития эпибласта эмбриона и поддержания самообнов
ления ЭСК мыши. ЭСК с генотипом Nanog-/- диффе
ренцировались в экстраэмбриональные производные 
[73]. Подавление экспрессии NANOg в ЭСК челове
ка вызывает дифференцировку, сопровождающу
юся повышением экспрессии маркеров энтодермы 
(gATA4, gATA6, LAMININ B1, AFP) и трофоэктодер
мы (cDX2, gATA2, hcg-α и hcg-β).

В молекуле белка nAnOG мыши выделяют не
сколько функциональных элементов, принимающих 
участие в трансактивации. Среди них гомеодомен, 
занимающий центральное положение в молекуле, 
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и три элемента в cтерминальной части молекулы: 
cтерминальный домен 1 (cD1), cтерминальный 
домен 2 (cD2) и триптофановый повтор (Wповтор), 
находящийся между cD1 и cD2. Наибольший вклад 
в трансактивацию nAnOG мыши вносят гомеодо
мен, cD2 и Wповтор [75, 76]. Недавние исследо
вания показывают, что Wповтор белка nAnOG 
мыши обеспечивает трансактивацию. Он участвует 
в димеризации белка nAnOG, которая необходима 
для LIFнезависимого поддержания плюрипотентно
сти ЭСК мыши [77, 78]. По всей видимости, функцио
нальную роль играют именно остатки триптофана. 
Замена триптофана на аланин вызывает существен
ное снижение трансактивационной способности белка 
nAnOG мыши, в то время как замена остальных ами
нокислот в пределах мономеров Wповтора не вызы
вает существенного изменения активности [76]. Еще 
одним важным трансактивационным элементом бел
ка nAnOG является cD2 [79]. Данный элемент необ
ходим для nAnOGопосредованного самообновления 
ЭСК мыши. Обнаружено, что активность домена cD2 
зависит от наличия в нем остатков ароматических 
аминокислот (фенилаланина и тирозина). Замена 
данных аминокислот вызывает падение активности 
cD2 и, как следствие, снижение активности целых 
молекул nAnOG и дифференцировку ЭСК [79]. Од
нако сравнение аминокислотных последовательно
стей cD2 различных видов млекопитающих показало 
низкую эволюционную консервативность большин
ства остатков ароматических аминокислот [80]. 

ТРАНскРиПциоННый ФАкТоР SOX2
Транскрипционный фактор SOX2 (SrYrelated 
HMG box) содержит ДНКсвязывающий HMG (high 
mobility group)домен. Экспрессия SOX2, как и Oct4, 
характерна для клеток ВКМ, эпибласта и герминаль
ных клеток эмбриона мыши [81]. 

Гомозиготные по мутации гена SOX2 эмбрионы гиб
нут во время имплантации вследствие недоразвития 
эпибласта. Из мутантных эмбрионов невозможно по
лучить стабильные линии ЭСК, при этом линии ТСК 
и клеток экстраэмбриональной энтодермы получают
ся нормально [81]. Кроме того, нормальная экспрес
сия гена Sox2 необходима для поддержания самооб
новления ЭСК мыши и человека [82, 83]. Подавление 
и сверхэкспрессия SOX2 вызывают трофоэктодер
мальную дифференцировку ЭСК человека [83]. 

ГеНы-МишеНи ТРАНскРиПциоННых ФАкТоРоВ 
OCT4, NANOG и SOX2
Oct4, nAnOG и SOX2 относятся к белкам, экспрес
сия которых необходима для поддержания плюри
потентности ЭСК мыши и человека в стандартных 
условиях культивирования. Безусловно, их важная 

роль в поддержании основных свойств ЭСК заклю
чается в функционировании как транскрипционных 
факторов. В настоящий момент существует огром
ный массив данных о спектре геновмишеней данных 
белков.

Было выяснено, что транскрипционный фактор 
Oct4 является активатором и репрессором мно
гих геновмишеней, большинство из которых тем 
или иным образом участвуют в процессе раннего эм
брионального развития: генов Fgf4, Opn, Utf1, генов, 
кодирующих α и βсубъединицы хорионального го
надотропина человека [84–88]. Транскрипционный 
фактор Oct4 может регулировать генымишени 
в виде мономера, гомо и гетеродимера [89]. Напри
мер, образуя гомодимер, белок Oct4 регулиру
ет транскрипцию гена Opn. Энхансерный элемент 
Opn содержит палиндромную последовательность, 
названную POre (palindromicoctregulatoryele
ment), которая включает в себя октамерный мотив 
ATgcAAAT (октамерный сайт посадки мономерной 
формы белка Oct4) и последовательность ATTTg, 
отделенную от октамерного мотива двумя парами ну
клеотидов. Рядом с POre локализуется сайт посадки 
фактора SOX2, однако он оказывает подавляющее 
действие на транскрипцию Opn [84].

Существуют примеры совместного действия факто
ров Oct4 и SOX2. Данные белки позитивно регулиру
ют гены Fgf4 и Utf1, их сайты посадки локализованы 
в энхансерах, расположенных в 3’-нетранслируемых 
областях этих генов [85, 86, 90]. Помимо POre, суще
ствует еще один элемент, с которым взаимодейству
ют мономеры и димеры Octфакторов, он был назван 
MOre (more of PORE, ATgcATATgcAT) [91, 92]. Эле
мент MOre существенно отличается от POre по от
носительному расположению POuспецифического 
и POuгомеодомена. Несмотря на то что MOre был 
изначально синтезирован искусственно, наличие по
добных элементов было обнаружено в регуляторных 
областях реальных генов [91–93]. Показано, что транс
крипционные факторы Oct1 и Oct4 могут действо
вать на транскрипцию геновмишеней через элемент 
MOre в ответ на генотоксический и оксидативный 
стрессы [93].

Развитие методов высокопроизводительного ана
лиза распределения транскрипционных факторов 
на уровне целого генома позволило существенно 
расширить наши знания о спектре геновмишеней 
транскрипционных факторов Oct4, nAnOG 
и SOX2. Две группы исследователей, используя 
методы chIPonchip и chIPPet (chomatin im
munoprecipitation – paredend ditag), локализова
ли Oct4, nAnOG и SOX2 в геномах ЭСК человека 
и мыши [22, 23]. 

В работе Бойер [22] с соавторами проанализиро
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вано распределение сайтов посадки транскрипцион
ных факторов Oct4, nAnOG и SOX2 в геноме ЭСК 
человека линии H9. Среди генов, ассоциированных 
с данными транскрипционными факторами, большую 
часть составляют гены транскрипционных факторов 
и компоненты сигнальных путей, которые, как было 
установлено ранее, задействованы в раннем эм
бриогенезе, дифференцировке клеток, органогене
зе и поддержании самообновления и плюрипотент
ности ЭСК в культуре. Например, это такие гены, 
как OcT4, SOX2, NANOg, LEFTY2/EBAF, cDX2, 
HAND1, DPPA4, gJA1/cONNEXIN43, FOXO1A, 
cRIPTO/TDgF1 и ZIc3 [94–102]. Затем тем же об
разом было установлено распределение сайтов по
садки факторов nAnOG и SOX2. В ЭСК человека 
транскрипционные факторы Oct4, nAnOG и SOX2 
совместно регулируют 353 гена, при этом они мо
гут выступать и как активаторы, и как репрессоры 
транскрипции [22]. Среди генов, позитивно регули
руемых Oct4, nAnOG и SOX2, большую долю за
нимают гены, кодирующие транскрипционные фак
торы, включая гены OcT4, NANOg и SOX2, а также 
гены, кодирующие компоненты сигнальных путей, 
принимающих участие в поддержании самообновле
ния клеток, например tGFβ (tDGF1, LeFtY2/eBAF) 
и Wnt (DKK1, FrAt2) [22]. В ЭСК мыши среди ге
нов, совместно позитивно регулируемых факторами 
Oct4 и nAnOG, также выявляются гены, кодирую
щие транскрипционные факторы, например Rcor2, 
Esrrb и Phc1 [23]. Кроме того, в списке генов, позитив
но регулируемых nAnOG в ЭСК мыши, также были 
гены Pou5f1 (кодирует транскрипционный фактор 
Oct4) и Sox2. Ранее полученные эксперименталь
ные данные говорят о том, что факторы Oct4 и SOX2 
принимают участие в регуляции генов Pou5f1, Sox2 
и Nanog [97, 99, 100, 103]. По всей видимости, авто
регуляция является общим свойством системы под
держания плюрипотентности у мыши и человека. 
Наличие большого числа генов транскрипционных 
факторов (таких, как reSt, SKIL, HeSX1 и StAt3) 
среди позитивно регулируемых генов говорит о том, 
что Oct4, nAnOG и SOX2 могут являться лишь 
вершиной более сложной системы регуляции транс
крипции в ЭСК. Среди негативно регулируемых генов 
также много генов транскрипционных факторов (на
пример, eSX1I, HOXB1, MeIS1, PAX6, LHX5, LBX1, 
MYF5, Onecut1), данные факторы задействованы 
в процессах дифференцировки во время эмбрио
нального развития [22]. Скорее всего, факторы Oct4, 
nAnOG и SOX2 принимают участие в репрессии 
данных генов как in vivo, так и in vitro.

В двух исследованиях [22, 23] было показано, 
что сайты посадки транскрипционных факторов Oct4, 
nAnOG и SOX2 ассоциированы с генами, кодирую

щими микроРНК. В ЭСК человека сайты связывания 
транскрипционных факторов Oct4, nAnOG и SOX2 
обнаружены в промоторах 14 генов микроРНК, причем 
в промоторах двух генов mir-137 и mir-301 они при
сутствуют совместно. В ЭСК мыши сайты связывания 
фактора nAnOG расположены в пределах 6 т.п.н. от 4 
генов микроРНК: mir-296, mir-302, mir-124a и mir-9-2. 
Более того, в случае генов mir-296, mir-124a и mir-9-2 
в ближайшем окружении сайта nAnOG не обнару
жено какихлибо иных генов. Для гена mir-135 сайт 
связывания nAnOG обнаружен в пределах 30 т.п.н., 
транскрипционный фактор Oct4 связывается в непо
средственной близости от сайта nAnOG около генов 
mir-296 и mir-302.

Сравнение данных по выявлению геновмишеней 
транскрипционных факторов Oct4 и nAnOG 
в ЭСК мыши и человека показывает, что толь
ко небольшая часть из них обнаруживается в ге
номах обоих видов одновременно. Так, только 9.1% 
Oct4ассоциированных генов и 13% nAnOG
ассоциированных генов перекрываются у этих двух 
видов. Это может говорить о существовании больших 
различий в составе сетей генов, контролируемых 
Oct4 и nAnOG. Однако существует группа из 32 
генов, регулируемых факторами Oct4 и nAnOG 
у мыши и человека, 18 из них кодируют транс
крипционные факторы, включающие Oct4, SOX2 
и nAnOG, что свидетельствует о важности этих ге
нов для поддержания плюрипотентности [23]. Разни
ца в составе геновмишеней, представленная в этих 
двух работах, вполне может быть связана с техниче
скими причинами, поскольку в работах применялись 
два различных метода (chIPonchip и chIPPet) 
получения данных и алгоритма их анализа.

Таким образом, транскрипционные факторы Oct4, 
nAnOG и SOX2 находятся в центре обширной сети 
регуляции, включающей транскрипционные факто
ры (гены которых позитивно или негативно регули
руются), компоненты сигнальных путей, микроРНК. 
Ее стабильное функционирование, по всей видимо
сти, необходимо для поддержания самообновления 
и плюрипотентности ЭСК человека и мыши. 

белок-белкоВые ВзАиМоДейсТВия В сисТеМе 
ПоДДеРжАНия ПлюРиПоТеНТНосТи 
эМбРиоНАльНых сТВолоВых клеТок
Исследования последних лет предоставляют мно
жество доказательств того, что транскрипционные 
факторы, задействованные в поддержании само
обновления ЭСК, не просто совместно регулируют 
транскрипцию геновмишеней, но при этом физиче
ски контактируют друг с другом [104–108]. Напри
мер, было показано, что nAnOG может подавлять 
индуцируемую BMP мезодермальную дифферен
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цировку ЭСК мыши, связываясь с белком SMAD1, 
и физически взаимодействовать с транскрипци
онным фактором SALL4, совместно позитивно ре
гулируя энхансеры генов Nanog и Sall4 [104, 106]. 
Однако это были лишь отдельные примеры белок
белковых взаимодействий транскрипционного фак
тора nAnOG, направленных на поддержание само
обновления ЭСК. Применение широкомасштабного 
анализа взаимодействий белка nAnOG, проведен
ного на ЭСК мыши, показало, что данный белок име
ет широкий спектр взаимодействий и совокупность 
белков, с которыми он физически контактирует, 
включает не только транскрипционные факторы, 
но и белки, задействованные в регуляции структуры 
хроматина [105]. В работе Ванга с соавторами [105] 
был применен метод, основанный на экспрессии бел
ка nAnOG, содержащего FLAGэпитоп, а также 
короткую аминокислотную последовательность, яв
ляющуюся субстратом для биотинлигазы Escherichia 
coli – BirA. Белок nAnOG, содержащий два добавоч
ных эпитопа, экспрессировали (на уровне пример
но 20% от эндогенного) в ЭСК мыши, которые также 
экспрессировали BirA, при этом клетки сохраняли 
самообновление и плюрипотентность. Комплексы 
nAnOG выделяли из ядерного экстракта при помо
щи стрептавидинагарозы или посредством иммуно
преципитации антителами к FLAG с последующей 
очисткой стрептавидинагарозой. Анализ и иденти
фикацию взаимодействующих с nAnOG белков про
водили с помощью массспектрометрии (wholelane 
liquid chromatography–tandem mass spectrometry 
(Lc–MS/MS)). 

По результатам данного эксперимента можно 
выделить несколько закономерностей. Вопервых, 
группа взаимодействующих с nAnOG белков силь
но обогащена факторами, необходимыми для нор
мальной жизнедеятельности и дифференцировки 
клеток ВКМ (плюрипотентный компартмент эм
бриона) бластоцист мыши. Кроме того, согласно 
имеющимся литературным данным, более чем 80% 
взаимодействующих с nAnOG белков необходи
мы для получения и сохранения основных свойств 
ЭСК [105]. Например, такие белки, как Oct4, DAX1, 
nAc1, ZFP281 и SALL4. 

Вовторых, большинство выявленных белков об
ладают сходным паттерном экспрессии, характер
ным для плюрипотентных клеток, и их экспрессия 
подавляется при дифференцировке ЭСК, что может 
говорить об их участии в схожих процессах и/или 
участии в одной системе регуляции [105]. 

Втретьих, выявлено, что значительная часть ге
нов, кодирующих взаимодействующие с nAnOG 
белки, являются потенциальными мишенями транс
крипционных факторов Oct4 и nAnOG в ЭСК че

ловека и мыши [22, 23, 63]. Наличие авторегуляции, 
положительных и отрицательных обратных связей 
характерно для системы, направленной на поддер
жание самообновления и плюрипотентности ЭСК 
мыши и человека, и, по всей видимости, необходимо 
как для устойчивого поддержания недифференци
рованного состояния клеток, так и для реализации 
четкой программы дифференцировки в конкретном 
направлении [97, 99, 100, 103]. Поддержание плюри
потентности и/или направление дифференцировки 
клеток, вероятно, зависит от стехиометрических со
отношений молекул различных факторов. Эту ги
потезу подтверждают экспериментальные данные 
по разнонаправленной дифференцировке ЭСК, за
висящей от уровня транскрипции генов Oct4, Nanog 
и Sox2 [58, 83, 109].

Вчетвертых, nAnOG через своих партнеров мо
жет взаимодействовать с множеством белков, задей
ствованных в эпигенетической регуляции экспрессии 
генов. Белок nAnOG путем взаимодействия с Oct4, 
DAX1, nAc1, ZFP281 или SALL1/4 может образо
вывать комплексы с компонентами комплекса nurD 
(P66B и HDAc2), обладающего гистондеацетилазной 
активностью, белками группы Polycomb (YY1, rnF2 
и rYBP) и компонентами ремоделирующего хрома
тин комплекса SWI/SnF (BAF155) [105]. Взаимодей
ствие nAc1 и SALL1 с деацетилазами гистонов было 
экспериментально доказано в более ранних работах 
[110, 111]. 

Комплексы nAnOG с другими белками, по
видимому, являются функциональными, а не случай
но существующими короткое время и выявленными 
в конкретном эксперименте. Например, показано, 
что комплекс nAc1, ZFP281 и nAnOG взаимодей
ствует с промотором гена gata6, который является 
маркером энтодермальной дифференцировки, веро
ятно, подавляя его. 

Взаимодействие транскрипционного факто
ра Oct4 с другими белковыми молекулами также 
было описано ранее в целом ряде работ [85, 112–114]. 
В данных работах в основном описываются взаимо
действия Oct4 с транскрипционными факторами, 
необходимые для регуляции транскрипции генов
мишеней в виде гетеродимеров. Кроме того, с ис
пользованием дрожжевой двугибридной системы 
и коиммунопреципитации были найдены белки, 
взаимодействующие с Oct4 и оказывающие на него 
ингибирующее действие [115]. Показано, что с Oct4 
взаимодействует SuMOлигаза PIASy, а также бел
ки PIAS1 и PIAS3, относящиеся к тому же семей
ству. Несмотря на то что PIASy является известной 
SuMOлигазой и белок Oct4 содержит сайты сумо
илирования, было экспериментально установлено, 
что ее ингибирующее действие не зависит от данной 
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активности. PIASy оказывает подавляющее дей
ствие на трансактивационную способность Oct4, 
действующего в виде мономера, гомо или гетеро
димера, в то время как PIAS1 и PIAS3 не обладают 
такой функцией. Кроме того, белки PIASy, PIAS1 
и PIAS3 вызывают релокализацию Oct4, переме
щая его на периферию ядра [115]. 

Недавно двумя группами исследователей было 
проведено исследование паттерна белокбелковых 
взаимодействий фактора Oct4, а также его извест
ных партнеров: SALL4, tcFcP2L1, DAX1 и eSrrB – 
в ЭСК мыши [107, 108]. В своих исследованиях авторы 
также использовали подход, основанный на экспрес
сии химерного белка (в данном случае Oct4), содер
жащего известные эпитопы, необходимые для выделе
ния его комплексов с другими белками из клеточного 
или ядерного экстракта. В одной из работ использо
валась экспрессия Oct4 под его естественным промо
тором [107]. Как и в работе Ванга с соавторами [105], 
среди белков, взаимодействующих с Oct4, обна
ружены компоненты комплексов nurD, SWI/SnF 
и Prc1, участвующие в регуляции структуры хро
матина [107, 108]. Кроме того, в комплексах Oct4 об
наружены отдельные ферменты, принимающие уча
стие в эпигенетической регуляции экспрессии генов, 
такие, как MYSt2 (гистонацетилтрансфераза H4), 
DnMt3A (de novo ДНКметилтрансфераза) и дру
гие. Обнаружены также белки, участвующие в пост
трансляционной модификации самого Oct4, напри
мер OtG, фермент, присоединяющий Oсвязанный 
nацетилглюкозамин, который модифицирует Oct4 
в ЭСК человека [107, 108, 116]. Среди партнеров Oct4 
также выявлены транскрипционные факторы, необхо
димые для поддержания самообновления ЭСК, такие, 
как KLF4, SOX2, SALL4 и ZFP281. Анализ функций 
партнеров Oct4 с помощью информации, представ
ленной в базах данных, показал, что значительная их 
часть вовлечена в процессы раннего развития и диф
ференцировки клеток и их нокаут вызывает гибель 
во время раннего развития эмбриона [107]. Все гены, 
определенные как партнеры Oct4 в ЭСК мыши, име
ют гомологи у человека. Более того, аминокислотные 
последовательности белков, кодируемых данными 
генами, имеют очень высокую (около 94%, средняя го
мология на уровне геномов 77%) гомологию между мы
шью и человеком. У человека эти гены тесно связаны 
с развитием наследственных заболеваний (в основном 
с нарушением развития) и раковыми заболеваниями 
[107]. 

Таким образом, регуляция генов, направленная 
на поддержание самообновления и плюрипотент
ности, является более комплексным процессом, чем 
представлялось ранее. В регуляции задействованы 
не просто подавление или активация геновмишеней 

отдельными белковыми молекулами транскрипци
онных факторов. В регуляции принимают участие 
комплексы молекул, в которые, помимо транскрип
ционных факторов, могут входить белки, меняющие 
структуру хроматина. Количественное соотношение 
молекул в каждой отдельной клетке может непосред
ственно или опосредованно влиять на самообновле
ние и направление дифференцировки. 

эПиГеНеТическАя РеГуляция 
ПлюРиПоТеНТНосТи клеТок
ЭСК обладают практически неограниченным потен
циалом к самообновлению и дифференцировке в са
мый широкий спектр клеточных типов. При диффе
ренцировке клеток происходит глобальное изменение 
морфологии, физиологии, скорости деления клеток 
и других параметров. Данные изменения обуслов
лены и сопровождаются глобальной сменой паттер
на экспрессии генов. В настоящий момент известно, 
что экспрессия генов жестко регулируется на эпи
генетическом уровне. Эпигенетическая регуляция 
включает в себя ковалентные модификации гистонов 
(белков, образующих нуклеосомы) и метилирование 
ДНК промоторных областей генов. Известно множе
ство видов модификаций гистонов, заключающихся 
в присоединении химических групп и регулятор
ных пептидов (убиквитин, SuMO) к аминокислотам 
в составе молекул гистонов, например ацетилирова
ние, метилирование, фосфорилирование, убиквити
нилирование и др. Модификации гистонов меняют 
физические свойства нуклеосом, делая хроматин 
более или менее доступным для факторов, обеспе
чивающих транскрипцию генов. Выделяют моди
фикации, ассоциированные с активным хроматином 
и активно транскрибирующимися генами, и модифи
кации, ассоциированные с неактивным хроматином 
и чаще всего связанные с подавлением транскрип
ции. К «активным» модификациям, в частности, от
носятся ацетилированные формы гистонов H3 и H4, 
а также триметилированный гистон H3 в положении 
К4 (H3К4me3) (К – аминокислота лизин согласно 
однобуквенной номенклатуре). «Неактивными» мо
дификациями хроматина являются метилирование 
гистона H3 в положении К9 (H3К9me2 и H3К9me3) 
и ди и триметилирование гистона H3 в положении 
К27 (H3К27me2 и H3К27me3). Кроме того, «неактив
ный» хроматин характеризуется деацетилированием 
гистонов. 

При метилировании ДНК у млекопитающих моди
фикации подвергаются цитозины в пределах cpG
динуклеотидов. Наличие скоплений, или «островков», 
cpGдинуклеотидов часто наблюдается в промотор
ных областях генов, и их гиперметилирование чаще 
всего связано с подавлением транскрипции.
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Исследования по локализации модифицированных 
форм гистонов в геномах эмбриональных стволовых 
клеток показывают, что распределение активных 
и неактивных модификаций является довольно не
обычным и специфичным для плюрипотентных кле
ток. 

Так, в геномах ЭСК мыши было показано наличие 
бивалентных доменов, одновременно содержащих 
метки активного и неактивного хроматина (H3К4me3 
и H3К27me3) [117]. Анализ распределения активной 
и неактивной модификаций гистона H3 осуществлял
ся в пределах 56 областей, обогащенных высококон
сервативными некодирующими последовательностя
ми (ВКНП). Области, богатые ВКНП, относительно 
бедны генами, однако в них содержится сравнитель
но большое число генов, кодирующих транскрипци
онные факторы, которые участвуют в регуляции раз
вития. Например, в данных областях расположены 
все четыре кластера генов семейства HOX. В рабо
те Бернтейна с соавторами [117] в пределах ВКНП 
было обнаружено 343 области обогащения H3К4me3 
со средним размером 3.4 т.п.н., 63% которых солока
лизуются с точками старта транскрипции известных 
генов. Кроме того, в ВКНП были обнаружены 192 об
ласти обогащения H3К27me3, которые имели макси
мальный размер 18 т.п.н. в кластерах генов семейства 
HOX. Сравнение данных по распределению H3К4me3 
и H3К27me3 выявило домены, содержащие обе моди
фикации. В кластерах HOX обнаружено 9 подобных 
доменов, в других обогащенных ВКНП областях – 95, 
в контрольных локусах идентифицировали только 5 
бивалентных доменов [117]. 

Большинство бивалентных доменов обогащенных 
ВКНП областей ассоциированы с точками начала 
транскрипции генов, кодирующих транскрипцион
ные факторы. Данные гены входят в состав семейств 
SOX, FOX, PAX, IrX и POu, отдельные члены кото
рых играют важные роли в дифференцировке кле
ток в развитии. 26 бивалентных доменов обнаруже
но вне точек старта транскрипции генов, однако они 
также ассоциированы с участвующими в развитии 
генами. Например, бивалентные домены обнаруже
ны в 3’областях генов Npas3, Meis2, Pax2 и Wnt8b. 
Бивалентные домены выявлены в пределах генов, 
не кодирующих транскрипционные факторы, одна
ко участвующих в развитии нервной системы – Fgf8 
и Prok1 [117]. 

В исследованных авторами дифференцированных 
клетках: эмбриональных фибробластах, первичных 
фибробластах легкого, миобластах c2c12 и клетках 
линии нейробластомы neuro2a – было обнаруже
но крайне небольшое число бивалентных доменов. 
В то же время обнаружены протяженные районы, 
обогащенные H3К4me3 или H3К27me3 по отдель

ности. Среди бивалентных доменов, определенных 
в ЭСК мыши, в дифференцированных клетках по
давляющее большинство доменов содержат про
тяженные области, представленные только одной 
из изученных модификаций в зависимости от типа 
клеток [117]. 

Гены, точки старта транскрипции которых ассо
циированы с бивалентными доменами, характери
зуются низким уровнем транскрипции, несмотря 
на наличие метки активного хроматина H3К4me3, 
что говорит о «доминировании» H3К27me3 по от
ношению к H3К4me3. Авторы изучили распреде
ление модификаций в бивалентных доменах, ассо
циированных с точками старта транскрипции генов 
при направленной дифференцировке ЭСК в предше
ственники нейральных клеток. Оказалось, что гены, 
транскрибирующиеся после дифференцировки 
на высоком уровне, теряли модификацию H3К27me3, 
гены, транскрибирующиеся на низком уровне, увели
чивали обогащение H3К4me3, сохраняя H3К27me3, 
а нетранскрибирующиеся гены сохраняли H3К27me3 
и теряли H3К4me3 [117].

Таким образом, в ЭСК существует специфиче
ская система эпигенетической регуляции генов, за
действованных в дифференцировке клеток. По всей 
видимости, она позволяет плюрипотентным клеткам 
сохранять определенные гены в состоянии «низкого 
старта» и быстро запускать их транскрипцию в за
висимости от программы дифференцировки и типа 
образующихся дифференцированных клеток.

Молекулярные механизмы, которые лежат в осно
ве эпигенетической регуляции экспрессии генов 
в ЭСК, активно изучаются. Одними из основных 
участников системы эпигенетической регуляции 
в эмбриональном развитии организмов и ЭСК явля
ются белки группы Polycomb [118]. Многочисленные 
биохимические и генетические исследования пока
зывают, что белки группы Polycomb образуют два 
независимых комплекса: Prc (Polycomb repressive 
complex) 1 и Prc2. Основные компоненты данных 
комплексов проявляют большую эволюционную кон
сервативность и необходимы для нормального эмбри
онального развития различных организмов от дрозо
филы до мыши и человека [118–122]. 

В работе Бойер с соавторами был проведен ана
лиз локализации основных компонентов комплексов 
Prc1 (PHc1, rnF2) и Prc2 (SuZ12, eeD) в обла
стях, фланкирующих точки старта транскрипции 
(от 8 до +1 т.п.н) около 16 тыс. генов в ЭСК мыши 
[123]. Авторы данной работы обнаружили, что бел
ки Prc1 и Prc2 в основном локализуются в преде
лах 1 т.п.н от точек старта транскрипции 512 генов, 
что может говорить об их участии в регуляции дан
ных генов. Ранее было показано, что Prc2 отвеча
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ет за установление маркера неактивного хромати
на H3К27me3. Исследование показало, что все 512 
генов, в 5’областях которых локализуются белки 
Prc1 и Prc2, имеют обогащение H3К27me3. Среди 
них значительную долю занимают гены, кодирую
щие содержащие гомеодомен транскрипционные 
факторы. Сюда относятся и ранее известные мише
ни белков группы Polycomb – факторы из семейства 
HOX и другие транскрипционные факторы из та
ких семейств, как DLX, IrX, LHX, POu, PAX и SIX. 
Общей чертой факторов, относящихся к данным 
семействам, является их участие в процессах диф
ференцировки клеток, регуляции эмбрионального 
развития и органогенеза. Кроме того, были выяв
лены гены, продукты которых хотя и не содержа
ли гомеодомен, также были вовлечены в регуляцию 
развития. Это белки из семейств FOX, SOX, GAtA 
и tBX. В клетках, гомозиготных по мутации eeD 
(одного из компонентов Prc2), наблюдается повы
шение экспрессии генов, относящихся к различным 
семействам, которые подвергаются сайленсингу 
в ЭСК без мутации [123]. 

Таким образом, было показано, что в ЭСК мыши 
множество генов, участвующих в дифференциров
ке и эмбриональном развитии, являются мишенями 
для Prc. Следовательно, Prc1 и Prc2 могут играть 
существенную роль в поддержании самообновления 
и плюрипотентности ЭСК. 

Схожие результаты были получены в работе 
по локализации белка SuZ12 (еще одного компо
нента Prc2) в геноме ЭСК человека [124]. Авторам 
этой работы также удалось показать, что компо
ненты Prc2 локализуются вблизи точек старта 
транскрипции генов, вовлеченных в многочислен
ные процессы, связанные с дифференцировкой 
клеток во время эмбрионального развития. Кроме 
того, в ЭСК человека белок SuZ12 был локализован 
в промоторах генов, кодирующих белки, которые яв
ляются компонентами сигнальных путей, задейство
ванных в процессах гаструляции, дифференцировки 
в онтогенезе, а также в процессах самообновления 
и дифференцировки ЭСК в культуре. Среди данных 
генов встречаются компоненты сигнальных путей, 
запускаемых tGFβ, BMP, Wnt, FGF. SuZ12 лока
лизован как в отдельных промоторных областях, 
так и в довольно протяженных участках, захваты
вающих несколько генов, являющихся компонента
ми одного сигнального пути, например Wnt (Wnt1, 
Wnt2, Wnt6) и tGFβ (BMP2, GDF6). Ранее было 
показано, что данные сигнальные пути участвуют 
в регуляции самообновления и плюрипотентности 
ЭСК мыши и человека [46]. Следовательно, Prc2, 
регулируя компоненты этих сигнальных путей, мо
жет непосредственно влиять на свойства ЭСК. Одна

ко позже были получены данные, согласно которым 
ЭСК мыши, мутантные по eeD, сохраняют плюрипо
тентность [125]. ЭСК, гомозиготные по мутации eeD, 
экспрессируют транскрипционные факторы Oct4 
и nAnOG, а также образуют химеры. Хотя в дан
ной работе взрослых химерных животных получено 
не было, высокая степень химеризации наблюдалась 
в 12.5дневных эмбрионах. Попытка получить куль
туру эмбриональных фибробластов, являющихся 
производными мутантных ЭСК, потерпела неудачу, 
повидимому, вследствие низкой жизнеспособности 
дифференцированных мутантных клеток. Химер
ные эмбрионы (с большим процентом химеризации) 
также имели ряд дефектов: гипертрофированный 
аллантоис, недоразвитую нейроэктодерму и эмбри
ональную мезодерму, что, вероятно, являлось при
чиной эмбриональной гибели на стадии около 10.5 
дней после оплодотворения [125]. 

Одной из интересных закономерностей, описанных 
в работе Ли с соавторами [124], является высокая ча
стота солокализации SuZ12 с уже упоминавшими
ся ранее высококонсервативными некодирующими 
последовательностями (ВКНП), в зонах обогащения 
которыми локализованы бивалентные хроматиновые 
домены. Примерно 8% из ранее обнаруженных 14 тыс. 
ВКНП [126] содержат обогащение SuZ12, причем, 
чем выше эволюционная консервативность элемента, 
тем выше степень обогащения [124].

Кроме того, было обнаружено, что одна треть генов, 
регулирующих развитие и связывающихся с Prc2, 
также регулируется хотя бы одним из трех транс
крипционных факторов Oct4, SOX2 или nAnOG, 
являющихся ключевыми в системе поддержания 
плюрипотентности ЭСК человека и мыши [22, 124]. Это 
гены, вовлеченные в развитие экстраэмбриональных 
тканей, а также экто, мезо и энтодермы (например, 
ESX1L, ONEcUT1, HAND1 и HOXB1). Транскрипци
онные факторы, входящие в систему поддержания 
плюрипотентности, могут напрямую регулировать 
гены, кодирующие компоненты Prc2. Так, показано, 
что транскрипционные факторы Oct4 и StAt3 (его 
активность зависит от присутствия интерлейкина 
LIF) позитивно регулируют ген Eed в ЭСК мыши [127]. 
В то же время установлено, что в ЭСК мыши транс
крипционный фактор Oct4 негативно регулирует 
ген Hdac4, кодирующий гистондеацетилазу [128]. Эти 
факты являются примерами совместной работы си
стемы эпигенетической регуляции экспрессии генов 
и системы поддержания плюрипотентности в ЭСК. 

Гены, участвующие в поддержании плюрипо
тентности и самообновления ЭСК, подвергаются 
эпигенетическим изменениям во время диффе
ренцировки в эмбриогенезе и при индуцированной 
или спонтанной дифференцировке in vitro. Ген Oct4 
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несколько выделяется в ряду остальных генов 
(Dppa3/Stella/Pgc7, Nanog и Sox2), экспрессия 
которых характерна для плюрипотентных кле
ток, по механизму эпигенетического сайленсинга 
при дифференцировке [129]. В дифференцированных 
клетках эмбриональной карциномы P19 и постим
плантационных эмбрионах мыши для промоторной 
области Oct4 характерно наличие меток неактивного 
хроматина: метилированного H3К9 и гетерохрома
тинового белка HP1. Такой же тип эпигенетического 
сайленсинга наблюдается у гена Rex1, транскрип
ция которого позитивно регулируется транскрип
ционным фактором Oct4 (для генов Nanog и Sox2 
такого механизма не выявлено). Наличие H3К9me 
и HP1 способствует привлечению de novo ДНК
метилтрансфераз DnMt3A и DnMt3B, которые 
производят метилирование ДНК в промоторном 
районе гена Oct4, что необходимо для полного и ста
бильного подавления транскрипции. То, что метили
рование ДНК является вторичным процессом по от
ношению к метилированию H3К9, было доказано 
при исследовании дифференцировки ЭСК мыши, го
мозиготных по мутациям генов, кодирующих гистон
метилтрансферазу G9a, и генов Dnmt3a, Dnmt3b, 
кодирующих ДНКметилтрансферазы. Также было 
показано, что мутации, нарушающие метилирование 
H3К9 и метилирование ДНК, способствуют подавле
нию способности ЭСК к дифференцировке [129]. 

Недавно было установлено, что белки эухромати
на также необходимы для поддержания плюрипо
тентности ЭСК мыши [130]. Репрессия транскрип
ции гена chd1 подавляет рост клеточной культуры 
ЭСК и активность промотора гена Oct4. Данный ген 
кодирует эухроматиновый белок, который солока
лизуется с меткой активного хроматина  H3К4me3 
и РНКполимеразой II в ЭСК мыши. Подавление 
транскрипции chd1 приводит к повышению экс
прессии нейральных маркеров в ЭСК, а также на
рушению дифференцировки клеток в примитивную 
энтодерму и, как следствие, в мезодермальные кар
диальные производные. При этом дифференциров
ка по эктодермальному типу происходит нормально. 
Кроме того, обнаружено, что подавление chd1 резко 
снижает эффективность получения индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток из эмбриональ
ных фибробластов [130]. Следует отметить, что в ЭСК 
в пределах гена chd1 локализуются транскрипци
онные факторы, необходимые для поддержания 
плюрипотентности клеток, таких, как Oct4, SOX2, 
nAnOG, SMAD1, ZFX и e2F1 [131].

Связь плюрипотентности с эпигенетическими 
механизмами прослеживается и в экспериментах 
по получению индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток мыши и человека. В нескольких 

работах было показано, что использование специ
фических ингибиторов ферментов, участвующих 
в эпигенетической модификации гистонов и ДНК, 
существенно увеличивает эффективность полу
чения ИПСК и даже способно заменить некоторые 
из «факторов плюрипотентности». В настоящий мо
мент подобные свойства известны для ингибиторов 
деацетилаз гистонов (вальпроевая кислота (VPA), 
трихостатин А (tSA) и SAHA (suberoylanilide 
hydroxamic acid)) [132, 133], ингибитора гистон
метилтрансферазы G9a – BIX01294 [134, 135], 
а также ингибиторов ДНКметилтрансфераз – 
5азацитидина и rG108 [132–136]. Кроме того, было 
показано, что использование РНКинтерференции 
против Dnmt увеличивает эффективность репро
граммирования за счет усиления перехода частич
но репрограммированных клеток в полностью ре
программированное состояние [136]. Во множестве 
работ, посвященных получению индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток человека и жи
вотных, показано, что репрограммирование сомати
ческих клеток к плюрипотентному состоянию сопро
вождается деметилированием ДНК в промоторных 
районах генов Oct4 и Nanog, в то время как в сома
тических клетках и ТСК мыши они гиперметилиро
ваны [137, 138]. 

МикроРНк и ПлюРиПоТеНТНосТь
Многочисленные исследования показывают, что ми
кроРНК играют важную роль в регуляции экспрес
сии множества генов во время эмбрионального разви
тия организмов. В частности, показано, что мутация 
в гене Dicer, кодирующем РНКазу, необходимую 
для процессинга малых некодирующих РНК, вызы
вает раннюю гибель эмбрионов мыши [139]. Подобный 
эффект наблюдается также при мутации гена Dgcr8 
(его белковый продукт входит в состав комплекса Mi
croprocessor, который также участвует в биогенезе 
микроРНК). ЭСК, мутантные по генам Dicer и Dgcr8, 
характеризуются нарушениями клеточного цикла 
и способности к дифференцировке [140–142]. 

В настоящее время известно более 500 различных 
микроРНК, экспрессия которых характерна для раз
личных тканей и типов дифференцированных кле
ток. Существуют семейства микроРНК, экспрессия 
которых ограничивается недифференцированными 
ЭСК. Для ЭСК мыши это семейство mir-290 (mir-290, 
mir-291a, mir-291b, mir-292, mir-293, mir-294, mir-
295) и кластер mir-302 (mir-302a, mir-302b, mir-302c, 
mir-302d, mir-367). Для ЭСК человека характерна 
экспрессия микроРНК семейства mir302, а также 
mir-371 (mir-371, mir-372, mir-373), представители 
которого гомологичны представителям семейства 
mir-290 мыши [143]. 
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На сегодняшний день имеется множество экспе
риментальных доказательств того, что система регу
ляции экспрессии генов, опосредованная микроРНК, 
и система транскрипционных факторов плюрипо
тентности, включающая Oct4, nAnOG, SOX2 и др., 
тесно связаны между собой. Транскрипционные фак
торы могут регулировать транскрипцию отдельных 
генов и целых кластеров микроРНК, в то же время 
микроРНК способны регулировать экспрессию Oct4, 
Nanog и Sox2 на посттранскрипционном уровне [22, 
23, 143]. Например, показано, что mir-134, mir-296 
и mir-470, экспрессия которых повышается при ин
дуцированной дифференцировке ЭСК мыши, могут 
в разных комбинациях регулировать Oct4, Nanog 
и Sox2, вызывая снижение уровня соответствующих 
белков [144]. Повышение уровня транскрипции одной 
mir-134 может вызывать дифференцировку ЭСК 
мыши по эктодермальному пути. Мишенями mir-134 
являются мРНК генов Nanog и LRH1, белковые про
дукты которых позитивно регулируют ген Oct4 [145]. 

Позже было показано, что в ЭСК мыши микроРНК 
mir-200c, mir-203 и mir-183 способны совместно ре
прессировать Sox2 и Klf4, которые также необходимы 
для поддержания плюрипотентности [146]. Индукция 
данной микроРНК вызывает снижение способности 
клеток к самообновлению и индукцию маркеров диф
ференцировки. Для ЭСК человека также обнаружена 
микроРНК, активация которой вызывает дифферен
цировку, – это mir-145. В недифференцированных 
ЭСК человека транскрипция mir-145 репрессируется 
транскрипционным фактором Oct4 [147].

Локализация транскрипционных факторов в ге
номах ЭСК человека и мыши показала, что гены, ко
дирующие микроРНК, выявляются среди мишеней 
Oct4, SOX2 и nAnOG [22, 23]. 

Высокоточное картирование распределения транс
крипционных факторов Oct4, SOX2, nAnOG и tcF3 
в ЭСК мыши показало, что данные транскрипцион
ные факторы солокализуются в пределах 55 локусов 
микроРНК, включая три полицистронных кластера, 
что составляет 20% всех аннотированных микроРНК 
млекопитающих [143]. Среди этих микроРНК есть 
как активно транскрибирующиеся в ЭСК, так и мол
чащие. Следовательно, транскрипционные факторы 
плюрипотентности могут выступать как активаторы, 
так и репрессоры транскрипции микроРНК в ЭСК. 
В промоторных областях генов микроРНК, репрес
сируемых Oct4, SOX2, nAnOG и tcF3, кроме того, 
обнаружены белки группы Polycomb, производящие 
ди и триметилирование гистона H3 в положении K27 
(метка неактивного хроматина) (рис. 3). При диффе
ренцировке клеток происходит перестройка транс
крипции, в результате которой в каждом из типов 
дифференцированных клеток формируется специ
фический паттерн экспрессии микроРНК [143].

По всей видимости, микроРНК могут играть роль 
и при репрограммировании клеток. Было показано, 
что ЭСКспецифичные микроРНК mir-291-3p, mir-
294 и mir-295 могут повышать эффективность полу
чения индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток мыши без использования гена c-Myc [148]. 
Кроме того, индуцированные плюрипотентные ство
ловые клетки человека были успешно получены с ис
пользованием эктопической экспрессии генов OcT4, 
SOX2, KLF4 и LIN28. Белковый продукт гена LIN28 
является ингибитором продукции микроРНК семей
ства let7, которые участвуют в дифференцировке 
клеток [149]. 

ТРАНскРиПциоННые ФАкТоРы OCT4, SOX2 
и NANOG и иНАкТиВАция X-хРоМосоМы
Система поддержания плюрипотентности и самооб
новления клеток, центральное место в которой за
нимают транскрипционные факторы Oct4, SOX2 

Рис. 3. Гены микроРНК, ассоциированные с транскрип-
ционными факторами OCT4, SOX2, NANOG и TCF3 
(показаны стрелками), также совместно регулируе-
мые данными факторами и PRC1 (SUZ12) в эмбрио-
нальных стволовых клетках мыши и человека [143].
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и nAnOG, имеет связь с фундаментальными гене
тическими процессами, происходящими в раннем эм
бриогенезе млекопитающих, например с процессом 
инактивации Xхромосомы. 

У самок высших млекопитающих одна из двух ге
нетически эквивалентных Xхромосом подвергается 
инактивации, что выражается в гетерохроматизации 
и транскрипционном молчании большинства ее генов. 
Процесс инактивации состоит из нескольких стадий 
и управляется сложным генетическим локусом – цен
тром инактивации, расположенным на Xхромосоме 
[150]. Во время самых ранних стадий развития во всех 
бластомерах эмбрионов мыши наблюдается имприн
тированная инактивация, т.е. инактивации подверга
ется исключительно Xхромосома, унаследованная 
от самца. После отделения плюрипотентного компар
тмента бластоцисты – ВКМ, в ней происходит ре
активация инактивированной Xхромосомы. После 
имплантации импринтированная инактивация сохра
няется в экстраэмбриональных тканях, в то время 
как в клетках эпибласта при дифференцировке уста
навливается случайная инактивация Xхромосомы. 
Ключевую роль в процессе инактивации играют два 
гена центра инактивации: Xist и Tsix, которые транс
крибируются антипараллельно с комплементарных 
цепей ДНК [151–153] (рис. 4). Оба гена кодируют не
транслируемые ядерные РНК. РНК гена Xist распро
страняется вдоль Xхромосомы, запуская инакти
вацию. Транскрипция Tsix оказывает подавляющее 
действие на транскрипцию гена Xist [152]. 

В ЭСК, как и в клетках ВКМ, обе Xхромосомы 
активны, уровень мРНК гена Xist в них крайне 
низок [154]. С помощью флуоресцентной in situ
гибридизации транскрипт Xist выявляется в виде 
точечного сигнала на обеих Xхромосомах. Во время 
дифференцировки ЭСК происходит случайная инак
тивация одной из родительских Xхромосом, так же 

как и в клетках эпибласта эмбрионов после имплан
тации в матку. Таким образом, очевидно, что су
ществует корреляция между плюрипотентностью 
и инактивацией Xхромосом в клетках самок. Моле
кулярная природа данной корреляции была до не
давнего времени не выяснена.

Недавно была обнаружена связь между транс
крипционными факторами Oct4, SOX2 и nAnOG, 
играющими ключевую роль в поддержании плюрипо
тентности ЭСК, и инактивацией Xхромосомы [155]. 
Показано, что белки Oct4, SOX2 и nAnOG совмест
но связываются с участком ДНК в первом интроне 
гена Xist, подавляя его транскрипцию в недифферен
цированных ЭСК мыши (рис. 4). В ЭСК, гомозиготных 
по мутации гена Nanog, при нормальном связывании 
белков Oct4 и SOX2 с первым интроном Xist наблю
дается обратимая, ограниченная активация гена Xist. 
В то же время репрессия всех трех факторов Oct4, 
SOX2 и nAnOG сопровождается быстрой аккумуля
цией РНК Xist в ядрах ЭСК. Таким образом факторы 
плюрипотентности могут напрямую репрессировать 
ген Xist по Tsixнезависимому механизму.

Однако позднее было показано, что транскрипци
онные факторы Oct4 и SOX2 могут принимать уча
стие в регуляции гена Xist, активируя транскрипцию 
его репрессоров – Tsix и Xite [156] (рис. 4). Исполь
зование биоинформационного анализа выявило один 
сайт посадки транскрипционного фактора SOX2 
и два сайта посадки фактора Oct4 в центре инак
тивации Xхромосомы мыши. Один из сайтов Oct4 
расположен в непосредственной близости к сайтам 
посадки факторов ctcF и YY1 (Сайт e) на расстоя
нии 1 т.п.н. от регуляторного элемента DXPas34, ко
торый также содержит несколько сайтов посадки 
ctcF и YY1 (cайт D). Композиционный сайт посадки 
транскрипционных факторов Oct4 и SOX2 был об
наружен в пределах области размером 1.2 т.п.н., кото

Рис. 4. Схема локуса 
Xist/Tsix мыши с распо-
ложением сайтов транс-
крипционных факторов 
OCT4, SOX2 и NANOG, 
а также взаимодейству-
ющих с ними белков YY1 
и CTCF. Синими пря-
моугольниками показаны 
экзоны гена Xist, зеле-
ными прямоугольника-
ми – экзоны Tsix. Крас-
ным прямоугольником 
обозначен энхансер Xite. 
Стрелками показаны на-
правления транскрипции 
генов.
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рая известна как энхансер Xite (рис. 4). Факт связы
вания фактора Oct4 с последовательностью сайта e, 
а также факторов Oct4 и SOX2 с нуклеотидной по
следовательностью Xite подтвержден in vitro с помо
щью гельретардации и in vivo методом иммунопре
ципитации хроматина. Было показано, что область 
энхансера Xite, содержащая нативные сайты Oct4 
и SOX2, способна существенно повышать активность 
мажорного промотора гена Tsix в составе люцифе
разных репортерных конструкций, временно транс
фицированных в ЭСК мыши. Мутация сайтов Oct4 
и SOX2 существенно снижала способность энхансера 
Xite активировать промотор Tsix. Подавление экс
прессии гена Oct4 с помощью РНКинтерференции 
вызывало существенное снижение уровня РНК Tsix 
и Xite в ЭСК самок мыши. В то же время подавление 
экспрессии Sox2 даже немного повышало уровень 
РНК Tsix/Xite. По всей видимости, транскрипцион
ный фактор SOX2 играет гораздо менее существен
ную роль в трансактивации Tsix, чем Oct4. 

Кроме взаимодействий белок–ДНК, Oct4 и SOX2 
характеризуются и белокбелковыми взаимодей
ствиями, которые напрямую связаны с процессом 
инактивации Xхромосомы. Транскрипционный фак
тор Oct4 взаимодействует с белком ctcF, в то вре
мя как SOX2 – с белком YY1 (рис. 4). Ранее было 
показано, что ctcF и его кофактор YY1 участвуют 
в сближении Xхромосом на стадиях подсчета и вы
бора будущей неактивной хромосомы. Подавление 
экспрессии Oct4 в ЭСК мыши нарушает сближение 
Xхромосом так же, как это наблюдается при репрес
сии ctcf, тогда как снижение уровня экспрессии Sox2 
не оказывает существенного влияния на данный про
цесс. При образовании эмбриоидных телец из ЭСК 
с подавленной экспрессией Oct4 наблюдалась абер
рантная, биаллельная экспрессия Xist, что могло быть 
вызвано нарушением процесса подсчета Xхромосом. 
Биаллельная экспрессия Xist не наблюдалась при по
давлении экспрессии ctcf и Sox2 [156].

Если принимать во внимание результаты двух вы
шеописанных работ, можно предположить, что транс
крипционный фактор Oct4 регулирует ген Xist дву
мя путями: напрямую репрессируя транскрипцию 
Xist, совместно с факторами SOX2 и nAnOG, а так
же путем активации гена Tsix. Во время дифферен
цировки клеток фактор Oct4 в кооперации с ctcF 
опосредует нормальное спаривание Xхромосом 
в области Tsix/Xite, обеспечивая подсчет и выбор 
активной и неактивной хромосомы. Снижение уров
ня транскрипции гена Oct4 вызывает потерю свя
зывания фактора Oct4 на одной из Xхромосом, 
репрессию Tsix и активацию Xist, именно эта хромо
сома становится неактивной. На будущей активной 
Xхромосоме остаточное количество белка Oct4 по

прежнему поддерживает экспрессию Tsix и репрес
сию Xist. Данная модель, безусловно, очень элегант
но представляет связь между плюрипотентностью 
и статусом Xхромосом в клетках самок млекопи
тающих. Однако попрежнему остается невыяснен
ным ряд вопросов. Например, вопрос о том, как до
стигается разница в силе связывания или количестве 
белков Oct4, SOX2 и nAnOG на будущих активной 
и неактивной Xхромосомах во время дифференци
ровки. Логично предположить, что при случайной 
инактивации Xхромосомы это тоже происходит слу
чайно. Но как тогда быть с импринтированной инак
тивацией, когда инактивации подвергается только 
Xхромосома, пришедшая от самца? Активная и не
активная Xхромосомы генетически эквивалентны, 
т.е. разница в связывании белков не может объяс
няться различием в нуклеотидной последовательно
сти. Очевидно, что необходим поиск дополнительных 
белковых молекул или эпигенетических факторов, 
которые могут модулировать данный процесс.

Другой интересный вопрос связан со статусом 
Xхромосомы в ЭСК человека. Первая получен
ная линия ЭСК человека (H9) имела две активные 
Xхромосомы, как это наблюдается в ЭСК мыши 
[15, 157], транскрипция гена XIST в данных клет
ках не детектировалась. Во время дифференциров
ки H9 наблюдалась случайная инактивация одной 
из Xхромосом и повышение экспрессии XIST. Од
нако позже было установлено, что отдельные субкло
ны H9 могут экспрессировать XIST, РНК которого 
покрывает неактивную хромосому даже в недиф
ференцированных клетках [158]. Кроме того, были 
обнаружены другие линии ЭСК человека, экспрес
сирующие XIST и несущие неактивную Xхромосому 
[157–159]. По данным международного консорциума 
по стволовым клеткам, около половины из проана
лизированных линий ЭСК, полученных в разных ла
бораториях, экспрессируют ген XIST одновременно 
с маркерами плюрипотентного состояния, такими, 
как Oct4, SOX2 и nAnOG [159]. Анализ одиннадца
ти линий ЭСК человека, проведенный Сильва с соав
торами [160], позволил разделить ЭСК на три груп
пы: 1) клетки, имеющие две активные Xхромосомы, 
одна из которых инактивируется в процессе диффе
ренцировки; 2) клетки, имеющие одну неактивную 
хромосому в недифференцированном и дифференци
рованном состоянии; 3) клетки, не экспрессирующие 
XIST в недифференцированном и дифференциро
ванном состоянии [160]. Последующие эксперименты 
показали, что, несмотря на отсутствие транскрип
ции XIST, клетки третьей группы имеют неактивную 
Xхромосому [160]. Все приведенные выше примеры 
говорят о том, что у человека транскрипция XIST 
и инактивация Xхромосомы всетаки не связаны на
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прямую с плюрипотентностью и действием факторов 
Oct4, SOX2 и nAnOG. 

зАключеНие
Эмбриональные стволовые клетки являются уни
кальным объектом фундаментальных и прикладных 
исследований. Их уникальность основана на двух 
свойствах – самообновлении и плюрипотентно
сти. Современные методы клеточной биологии 
и молекулярногенетического анализа позволили по
новому взглянуть на молекулярные основы и фак
торы, контролирующие самообновление и плюрипо
тентность. Было установлено, что основные свойства 
эмбриональных стволовых клеток контролируются 

сложной, многокомпонентной системой, включающей 
транскрипционные факторы, сигнальные каскады, 
а также систему эпигенетической регуляции и ми
кроРНК. Безусловно, полученные знания помогут по
нять природу многих процессов, происходящих в эм
бриогенезе животных и человека. Кроме того, новые 
знания позволят полнее использовать ЭСК в при
кладных исследованиях, понять причины многих 
наследственных заболеваний человека и, возможно, 
разработать методы их лечения.  

Работа финансировалась Программой Президиума 
РАН «Молекулярная и клеточная биология».
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РеФеРАТ Пенициллинацилазы широко используются на практике для получения полусинтетических 
β-лактамных антибиотиков и хиральных соединений. В данном обзоре рассмотрены последние достижения 
по получению рекомбинантных ферментов, а также результаты по белковой инженерии пенициллинаци-
лазы G с помощью различных подходов.
ключеВые слоВА пенициллинацилаза, Escherichia coli, экспрессия, структура, белковая инженерия.
сПисок сокРАщеНий ПА – пенициллинацилаза, EcПА – пенициллинацилаза из Escherichia coli, 
АfПА – пенициллинацилаза из Alcaligenes faecalis, 6-АПК – 6-аминопенициллановая кислота, ФГА – 
D-фенилглицинамид, ФУК – фенилуксусная кислота, ФГМ – метиловый эфир D-фенилглицина, ЦА – це-
фалоспоринацилаза из Penicillium diminuta.

ВВеДеНие
Пенициллинацилаза (ПА, КФ 3.5.1.11) была откры
та 60 лет назад как катализатор гидролиза амидной 
связи в антибиотиках пенициллинового ряда [1]. Этот 
фермент относится к классу гидролаз, подклассу 
амидогидролаз и является представителем семей
ства так называемых nконцевых нуклеофильных 
гидролаз. ПА была найдена в бактериях, дрожжах 
и низших грибах. Физиологическая роль фермента 
до конца не ясна. Повидимому, он служит для ути
лизации гетероциклических соединений в качестве 
источника углерода.

ПА изучается уже более 50 лет. На практике этот 
фермент нашел широкое применение в производстве 
6аминопенициллановой кислоты – основного синтона 
для получения антибиотиков пенициллинового ряда. 
Также ПА применяется непосредственно для син
теза различных полусинтетических βлактамных 
антибиотиков. Такие свойства этого фермента, 
как широкая субстратная специфичность, высокие 
регио, хемо и стереоселективность обуславлива
ют его применение для получения оптически чистых 
соединений (они все больше используются в фарма
цевтической промышленности), а также для защиты 
гидроксильных и аминогрупп в пептидном и тонком 
органическом синтезе.

В настоящее время наиболее широко применяется 
пенициллинацилаза из Escherichia coli (ЕсПА). Среди 

других пенициллинацилаз этот фермент изучен луч
ше всего, однако эффективность катализируемого 
EcПА ацильного переноса на βлактамные ядра не
достаточна для того, чтобы полностью вытеснить уже 
устаревшие методы химического синтеза существу
ющих антибиотиков. В то же время изза активного 
распространения патогенов, резистентных к суще
ствующим антибиотикам, очень остро стоит проблема 
поиска новых антибактериальных препаратов с не
природными заместителями, для синтеза которых 
эффективность ПА дикого типа будет очень низкой. 
Поэтому задача получения новых мутантных форм 
фермента с улучшенными синтетическими харак
теристиками по отношению к неприродным субстра
там имеет большое практическое и фундаментальное 
значение. Другой, не менее важной и актуальной за
дачей является повышение стереоселективности ПА 
в реакциях ацилирования аминоспиртов или гидро
лиза их nацильных производных, так как стереосе
лективность ПА в реакциях получения аминоспиртов 
на порядок ниже, чем для аминокислот. 

Для получения новых форм ферментов с улучшен
ными свойствами могут быть использованы самые 
разнообразные подходы, например, различные ме
тоды неупорядоченного мутагенеза (направленная 
эволюция, генная мозаика и т.д.) или направленное 
введение аминокислотных замен на основе анализа 
пространственной структуры белковой глобулы (ра
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циональный дизайн). В настоящее время все более 
широко используется последний подход, однако он 
требует знания трехмерной структуры фермента, 
которая может быть получена или эксперименталь
но (рентгеноструктурный анализ, ЯМР), или с помо
щью компьютерного моделирования. В данном обзоре 
мы рассмотрим последние достижения по получению 
рекомбинантных пенициллинацилаз с улучшенными 
свойствами.

клАссиФикАция ПеНициллиНАцилАз
Пенициллинацилазы относятся к βлактамным аци
лазам и классифицируются по типу гидролизуемого 
субстрата: на ферменты, гидролизующие преимуще
ственно пенициллин G, пенициллин V и ампициллин. 
В 1963 г. была предложена классификация, вклю
чающая пенициллинацилазы класса I и класса II [2]. 
Ферменты, относящиеся к классу I, преимущественно 
гидролизуют пенициллин V (феноксиметилпеницил
лин), а ПА класса II – пенициллин G (бензилпеницил
лин). Позднее к этой классификации был добавлен 
класс III – ферменты, отвечающие за гидролиз ампи
циллина (Dαаминобензилпенициллин) [3–6].

Современная классификация ацилаз βлактамов 
по предпочитаемому «ядру» и соответствующим при
родным боковым радикалам [7] приведена на рис. 1. 
Согласно этой классификации, ПА класса II допол
нительно подразделяются еще на две подгруппы: 
класс IIа – ферменты, относящиеся к этой группе, 
осуществляют предпочтительный гидролиз арома
тических амидов, и класс IIb – предпочтительный 
гидролиз алифатических амидов [7, 8].

исТочНики и локАлизАция 
ПеНициллиНАцилАз
Впервые пенициллинацилазная активность была 
описана японскими учеными в 1950 г. [1]. Авторы об
наружили, что мицелий грибов Penicillium chrysoge-
num и Aspergillus oryzae способен превращать бен
зилпенициллин в фенилуксусную кислоту и некое 
вещество, названное авторами «пеницин», которое 
позже было идентифицировано, как 6аминопени
циллановая кислота (6АПК) [1, 9, 10]. Более деталь
ные и тщательные исследования этого фермента 
относятся уже к 60м годам XX века. Именно в это 
время появляется большое число публикаций, по
священных изучению свойств и способов, а также 
перспектив применения данного фермента, причем 
число статей, посвященных пенициллинацилазам, 
с каждым годом только увеличивается.

Пенициллинацилазная активность была обнару
жена в бактериях, дрожжах и низших грибах [11–14]. 
В настоящее время описаны ПА более чем из 40 раз
личных микроорганизмов. Еще большее количество 
генов пенициллинацилаз было найдено при анноти
ровании геномов микроорганизмов.

В зависимости от источника фермент может быть 
локализован как вне, так и внутри клетки. Для пени
циллинацилаз G (класс II) характерна локализация 
активного фермента в периплазматическом простран
стве клетки. Внеклеточная экспрессия встречается 
у штаммовпродуцентов как пенициллин ацилаз V 
(класс I), так и пенициллинацилаз G (класс II). Фи
зиологическая роль ПА до сих пор не ясна, несмотря 
на то, что этот фермент изучается уже около 60 лет. 

Ацилазы β-лактамов

Пенициллины Цефалоспорины

Пенициллин G

Фенилацетил

Класс I II III IV

Феноксиацетил α-Аминоацил δ-Аминоадипил Глутарил

Пенициллин V Ампициллин Цефалоспорин 
С

Глутарил-7-АЦК

Ацилгидролазы α-ациламино-β-лактамов

Рис. 1. Современ-
ная классификация 
ацилаз β-лактамов 
по типу гидроли-
зуемого субстрата 
[7]. 7-АЦК – 7-ами-
ноцефалоспорано-
вая кислота.
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Вероятнее всего, ПА служит для утилизации ами
дов ароматических соединений в качестве источника 
углерода [15]. В табл. 1 приведены основные харак
теристики для некоторых наиболее хорошо изучен
ных пенициллинацилаз.

особеННосТи эксПРессии 
ПеНициллиНАцилАзы G
Ген ПАG кодирует фермент в виде неактивного 
предшественника. Он состоит из 4 структурных эле
ментов: сигнального пептида, α и βсубъединицы 
и межсубъединичного спейсера. Зрелый фермент 
в случае ПАG представляет собой гетеродимер об
щей массой 86 кДа. Он состоит из двух субъединиц, 
α и β, массой 23 и 63 кДа соответственно [23, 24]. 
Также в состав молекулы ПА входит связанный атом 
кальция, который, согласно некоторым данным, спо
собствует процессингу фермента [18]. 

Посттрансляционная модификация ПАG являет
ся многостадийным процессом и была довольно хоро
шо изучена на примере фермента из E. coli. На первом 
этапе с помощью сигнального пептида происходит 
транспорт неактивного белкапредшественника 
из цитоплазмы в периплазматическое пространство 
клетки, затем сигнальный пептид отщепляется. Да
лее происходит выщепление спейсера с образовани
ем активного гетеродимера [23, 25, 26].

В клетках E. coli большинство ферментов перено
сится через мембрану с помощью Secтранслоказы. 

Secсистема распознает сигнальные пептиды, 
не имеющие совпадений в аминокислотной после
довательности, но обладающие похожими физико
химическими свойствами. SecBшаперон распознает 
короткую последовательность, включающую аро
матический и положительно заряженный амино
кислотные остатки, которая затем обрабатывается 
Secтранслоказой [27]. SecB – основной компонент, 
участвующий в транслокации многих секреторных 
и периплазматических белков. В работе [28] было по
казано, что белок SecB необходим для образования 
EcПАG в активной форме.

Другой путь секреции белков – tatсистема (twin 
arginin translocation). Считают, что она позволяет 
транспортировать через мембрану свернувшиеся 
белки, содержащие кофакторы. tatсистема, по
видимому, является полностью независимой от Sec
системы. Для транспорта с помощью tatсистемы не
обходимо наличие в последовательности сигнального 
пептида мотива SrrXFLK, содержащего два остатка 
аргинина [29]. Последовательность сигнального пеп
тида в белкепредшественнике EcПА содержит два 
остатка аргинина, разделенных остатком аспарагина 
(рис. 2). В литературе есть данные, что такой сигналь
ный пептид также может обеспечивать процессинг 
фермента с помощью tatсистемы. Более поздние 
по сравнению с работой [28] исследования показыва
ют, что сигнальный пептид фермента из E. coli обе
спечивает транслокацию белкапредшественника 

Таблица 1. Основные характеристики пенициллинацилаз из различных источников

Класс Источник Гидролизуемые  
субстраты* Индуцибельность Локализация 

в клетке Ссылка

Класс I
ПАV

Streptomyces lavendulae ПенV, ПенK нет вне [3]

Dermatophytes ПенV да внутри [3]

Penicillium chrysogenum ПенV, ПенK да внутри [3]

Bacillus sphaericus ПенV н.д. вне [16]

Fusarium sp. ПенV н.д. вне [17]

Класс II
ПАG

E. coli ПенG, ПенX да внутри [18]

Bacillus megaterium
ПенG, цефалексин, 

цефалоглицин,  
цефалоридин

н.д. вне [19]

Alcaligenes faecalis ПенG н.д. внутри [20]

Providencia rettgeri ПенG н.д. внутри [21]

Класс III 
AmpПА Pseudomonas melanogenum Амп, цефалоглицин, 

цефадрин, цефалексин н.д. внутри [22]

* Амп – ампициллин, ПенG – пенициллин G, ПенV – пенициллин V, ПенK – пенициллин K, ПенX – пенициллин X.
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именно за счет tatсистемы [30]. В случае ПА из Al-
caligenes faecalis для транспорта используется Sec
система [31].

Эксперименты с белкомпредшественником, 
не содержащим сигнальный пептид, свидетель
ствуют, что межсубъединичный спейсер сначала 
отщепляется от nконца βсубъединицы. В резуль

тате образуется свободная βсубъединица и поли
пептид, состоящий из αсубъединицы и спейсера 
[23]. В процессе созревания белкапредшественника 
ПА непосредственно в клетке отщепление спейсе
ра также происходит в две стадии [23]. Этими же 
авторами было показано, что отщепление спейсе
ра от nконца βсубъединицы возможно только 

Таблица 2. Влияние условий культивирования на выходы рекомбинантных ПА 

Источник  
фермента

Штамм
продуцент

Про мо
тор

Анти
био 

тико
устой

чивость

Индук тор Т, °С Среда Добавки Выход фермента Ссылка
орга
низм штамм

E. coli

E. coli JM109 trc
ИПТГ/ 

арабино
за

30 LB 112 Ед/л/А
600

, 
193 Ед/л/А

600

[66]

E. coli
JM109, 
BL21, 
HB101

Т7 Kn арабино
за 30 LB глицерин

330 Ед/л/А
600

,  
820 Ед/л,

440 Ед/л/А
600

,
690 Ед/л

[63]

E. coli GM48
HB101

t7 
trc Kn ИПТГ 30 LB 84 Ед/л/А

600
[32]

E. coli Mc1000 lacZ Kn ИПТГ 28 M9 ФУК 14–650 Ед/г [67]

E. coli DH5α tac 
lacI cmr ИПТГ [68]

E. coli x6212 trc ИПТГ 1000 Ед/л, 
700 Ед/г [69]

E. coli
JM101, 
JM103, 
JM105

lac Kn ИПТГ,
галактоза М9

глюкоза, 
галактоза, 
глюкоза+ 
галактоза

20–800 Ед/л [70]

E. coli SecB
шаперон 40–126 Ед/л/А

600
[28]

E. coli cm ИПТГ 28 М9 ca2+ 1 г/л 
1700 Ед/г [31]

E. coli
trc 
t7 

araB

Kn 
cm

ИПТГ, 
арабино

за

degP
шаперон

ПА: 20800 Ед/л, 
ПА: 10450 Ед/л [65]

E. coli BL21 
(De3) t7 [60, 71]

E. coli
HB101, 
JM109, 
Mc4100

araB
cm 
Kn 

Amp

degP
шаперон

14–470 Ед/л,  
570 Ед/л/А

600

[60]

A. faecalis

E. coli cm ИПТГ М9 ca2+ 2.3 г/л, 14000 
Ед/г(AfПА) [31]

E. coli HB101 1000 Ед, 23 мг/л [20]

E. coli JM109 rhaBAD Amp рамноза M9 
LB

глюкоза, 
пролин

4500 Ед/л,  
0.96 Ед/мг [72]

E. coli JM109 
(De3) t7 Kn ИПТГ LB (200–270)×103 

Ед/л [21]

K. 
citrophila E. coli BL21 

(De3) t7 Kn ИПТГ

Ye 
tH 
M9 
Mr

13460 Ед/л  
1190 Ед/л/А

600
  

28056 Ед/л  
1576 Ед/л/А

600

[60]
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в периплазме, в то время как отщепление спей
сера от cконца αсубъединицы также возможно 
и в цитоплазме клетки. В то же время результаты 
работы [26] свидетельствуют, что первой сворачи
вается αсубъединица, которая затем выступает 
в качестве «матрицы» для правильного сворачива
ния βсубъединицы. Позже было показано, что от
щепление межсубъединичного спейсера является 
автокаталитическим процессом [25]. Критическую 
роль в правильном сворачивании фермента играют 
остатки Lys299 и thr263 (нумерация аминокислот
ных остатков неактивного предшественника). Ами
нокислотные замены в этих положениях приводят 
к существенному снижению выхода активного фер
мента и преимущественному образованию неактив
ного предшественника [25, 32].

Суммируя литературные данные, следует отме
тить, что все стадии процессинга ПАG играют важ
ную роль в экспрессии фермента в активной и рас
творимой форме. Введение аминокислотных замен 
может повлиять на любую из стадий созревания 
белкапредшественника, поэтому получение новых 
мутантных ферментов в активной форме потребу
ет тщательного индивидуального подбора условий 
культивирования.

эксПРессия РекоМбиНАНТНых ПА В E. coli
Для клонирования и экспрессии рекомбинантных 
ферментов в зависимости от задач можно использо
вать множество различных систем: бактерии [33–36], 
дрожжи [37–40], растения [41–43], клетки насекомых 
[44–47] или искусственные бесклеточные системы 
[48–51]. Поскольку ПАG встречается только в бак
териях, то для ее экспрессии, как правило, выбира
ют бактериальные системы на основе клеток E. coli. 
Ниже мы рассмотрим различные варианты экспрес
сии ПАG в клетках E. coli.

Выбор промотора и вектора для экспрессии 
В литературе содержится большое количество ин
формации по гетерологической и гомологической экс
прессии ПА в E. coli. В качестве вектора использовали 
как низкокопийные, так и высококопийные плазмиды, 
а для контролируемой экспрессии использовали самые 
разные типы промоторов: lac, tac, trc, T7 и araB. Гены 
ПАG были клонированы из E. coli [52, 53], Actino-
myces viscosus [54], Providencia rettgeri [55], Kluyvera 
citrophila [56], Bacillus megaterium [35, 57] и A. faecalis 
[20]. Влияние типа промотора на выход ПА из различ
ных источников суммировано в табл. 2. Строгой зави
симости между типом промотора и выходом активного 
фермента нет. Как правило, более сильные промото
ры (например, промотор РНКполимеразы фага Т7) 
приводят к высокому уровню экспрессии, однако за

частую именно это препятствует правильному свора
чиванию фермента и приводит к образованию целе
вого белка преимущественно в нерастворимой форме 
в виде так называемых телец включения. Использова
ние менее сильных промоторов часто позволяет уве
личить долю растворимого фермента. В каждом слу
чае для конкретного фермента отдельно подбирался 
оптимальный вариант экспрессирующего вектора. 

Фактором, определяющим уровень экспрес
сии фермента, может быть как транскрипция, 
так и трансляция [53]. Лимитирующая стадия опре
деляется выбранным вектором и зависит от приро
ды штаммахозяина. В любом случае большинство 
исследователей выбирают сильные промоторы – tac 
и t7, а в качестве индуктора используют изопропил
βDтиогалактозид (ИПТГ). Проблему увеличения 
доли растворимого белка в клетке решают за счет 
оптимизации параметров культивирования.

Влияние температуры 
В работе [58] было показано определяющее влия
ние температуры культивирования на выход ак
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Рис. 3. Филогенетическое дерево пенициллинацилаз G.
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тивной ПА. Эксперименты по экспрессии проводили 
при трех температурах: 22, 28 и 37°С. Для всех ком
бинаций плазмида/штаммхозяин наибольшие выхо
ды активного фермента наблюдались при 22°С. Такой 
эффект, вероятнее всего, связан с тем, что при пони
женной температуре фермент успевает пройти все 
стадии посттрансляционной модификации и свер
нуться в правильную конформацию, за счет этого 
увеличивается доля растворимого и активного фер
мента в клетке. При повышении температуры куль
тивирования происходит ускорение синтеза белка, 
и фермент накапливается в цитоплазме в нераство
римой форме.

Влияние состава среды и различных добавок 
Многочисленные исследования показали, что среда 
для культивирования оказывает большое влияние 
на уровень экспрессии фермента и на его выход в ак
тивной форме. В работе [59] было показано, что наи
большие выходы активной ПАG достигались при ис
пользовании минимальной среды М9 и глюкозы 
в качестве источника углерода. По сравнению с дру
гими использованными средами доля периплазмати
ческого фермента в противовес внутриклеточному 
возрастала на 2 порядка. В другом случае [60] мак
симальный выход фермента наоборот был получен 
при использовании самой богатой среды Ye из всех 
рассмотренных (Ye, tH, Mr, M9).

Одним из важнейших параметров при культиви
ровании ПА является наличие ионов кальция в среде 
для культивирования. Са2+ необходим как для роста 
клеток [61], так и для формирования ПА в активной 
и растворимой форме, поскольку он входит в струк
туру молекулы активной ПА [24, 60]. По мнению 
исследователей, ca2+ необходим для транспорта 
белкапредшественника через мембрану, а также 
для корректного сворачивания фермента и созрева
ния белкапредшественника в периплазме [31].

Еще один подход, позволяющий повысить долю 
растворимой ПА в клетке, – это добавление в бога
тые среды низкомолекулярных источников углеро
да. Дополнительный источник углерода позволяет 
не только увеличить выход биомассы, но и приводит 
к снижению доли нерастворимого фермента в клет
ке [62]. В качестве таких источников углерода ис
пользуют лактозу, глюкозу, арабинозу и глицерин. 
В работах [62, 63] показано, что добавление глице
рина приводит к снижению нерастворимой фракции 
фермента в периплазматическом пространстве клет
ки. Как считают некоторые авторы, глицерин может 
выступать не только в качестве источника углерода, 
но и как «химический шаперон», облегчая сворачива
ние и созревание фермента.

Регулирование посттрансляционной модификации 
В работе [59] в дополнение к подбору оптимального 
штамма для экспрессии с одновременной оптимиза
цией состава среды была модифицирована система 
транслокации ПА за счет замены сигнального пепти
да. Как отмечалось выше, сигнальный пептид EcПА 
обеспечивает транспорт белкапредшественника 
с помощью tatсистемы [31], в то же время, соглас
но литературным данным [64], Secзависимый экс
порт белков происходит быстрее. Замена системы 
транслокации позволила существенно увеличить 
долю растворимого фермента в периплазматической 
фракции.

Использование шаперонов для правильного фолдин-
га ПА 
Еще один активно развивающийся в последние де
сятилетия подход – это использование шаперонов 
при оптимизации экспрессии ферментов. В случае 
ПА большинство исследователей используют degP
шапероны, или же шапероны Secсистемы, если фер
мент транспортируется внутри клетки с ее помощью 
[65]. Использование этого метода позволяет увели
чить выходы активного фермента в несколько раз.

Суммируя все вышесказанное, следует отметить, 
что экспрессия ПАG зависит от множества факто
ров. Для создания штаммасуперпродуцента реком
бинантной ПА необходимо иметь детальное пред
ставление о лимитирующих стадиях экспрессии 

Рис. 4. Структура активного гетеродимера ПА-G из  
E. coli (PDB 1PNK) [24]. Желтым и темно-синим цветом 
изображены α- и β-субъединицы соответственно. 
Красным цветом указан каталитический остаток βSer1, 
зеленым цветом – ион Ca2+.
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для каждого конкретного организма и экспрессион
ной системы. Выходы активного фермента также мо
гут быть увеличены за счет использования штаммов, 
дефектных по протеиназам, и изменения системы 
транслокации фермента.

сТРукТуРА ПеНициллиНАцилАз G

Первичная структура ПА-G
В настоящее время в базах данных (GeneBank) 
имеются полные нуклеотидные и аминокислотные 
последовательности ПАG из 40 различных источ
ников. На рис. 2 представлено выравнивание амино
кислотных последовательностей ПАG из некоторых 
источников. Для сравнения были отобраны фермен
ты, наиболее отличающиеся друг от друга. Полно
стью на рисунке приведена последовательность ПА 
из E. coli, для остальных ферментов для наглядности 
указаны только отличающиеся остатки. Темносерым 
цветом выделены строго консервативные остатки, 
а светлосерым – подобные. 

Как видно из рисунка, в области сигнальных пеп
тидов не наблюдается никаких консервативных 
остатков или консенсусных последовательностей. 
Все они отличаются не только по последовательно
сти аминокислотных остатков, но и по их количеству. 
Межсубъединичные спейсеры также существенно 

отличаются и не имеют консервативных аминокис
лотных остатков в своей последовательности.

В приведенных последовательностях ПАG мож
но выделить два основных консервативных моти
ва: AQ(D/e)rXXQ(M/L)(e/D) в αсубъединице 
и nXXYADXXGnI(G/A)Y в βсубъединице. Кроме 
этих двух участков встречаются еще несколько вы
сококонсервативных остатков, в частности первый 
и второй аминокислотные остатки в βсубъединице – 
каталитически важный остаток серина и следующий 
за ним остаток аспарагина. Общее число высококон
сервативных аминокислотных остатков в последова
тельностях ПАG не превышает 7%.

На рис. 3 представлено филогенетическое дере
во пенициллинацилаз G. Как видно из рисунка, наи
большее число этих ферментов встречается в про
теобактериях.

Четвертичная структура ПА-G
Первая трехмерная структура пенициллинацилазыG 
была определена в 1995 г. для ПА из E. coli c разре
шением в 1.9 Å (PDB 1PnK) [24]. Она представле
на на рис. 4. Активный фермент – это гетеродимер 
массой 86 кДа, состоящий из двух субъединиц: α – 
меньшего размера (24 кДа) и β – большего размера 
(62 кДа). На nконце βсубъединицы расположен 
каталитический остаток серина (на рис. 4 выделен 
красным цветом). Гетеродимер имеет усредненные 
размеры 70 x 50 x 55 Å. Полипептидные цепи двух 
субъединиц формируют пирамидальную структуру 
с глубокой чашеобразной выемкой в центре, на дне 
которой находится активный центр.

Как и все ntnгидролазы, ПАG содержит типич
ный мотив укладки αββα [73]. ПА содержит один αββα-
домен, состоящий из α и βсубъединиц [24], который 
является одним из самых больших αββα-доменов сре
ди всех известных ntnгидролаз [73].

Со структурной точки зрения, вся белковая гло
була разделяется на три региона – А, В и c. Регион 
С включает 8 высококонсервативных для всего се
мейства ntnгидролаз элементов вторичной структу
ры. Эти 8 элементов образуют три слоя из 4слойных 
αββαмотивов, и все они антипараллельны. Регионы A 
и В объединяют похожие элементы вторичной струк
туры, пространственное расположение которых со
впадает для всех ntnгидролаз, а положение этих 
элементов в полипептидной цепи различно для раз
ных представителей семейства. Для ПАG регионы 
A, B и С в полипептидной цепи чередуются в порядке 
СВА.

В конце 2009 г. в базе трехмерных структур белков 
PDB была выложена структура ПА рекомбинантной 
пенициллинацилазы из A. faecalis (AfПА), экспрес
сированной в клетках E. coli (PDB 3K3W) (рис. 5), 

Рис. 5. Структура активного гетеродимера ПА-G из  
A. faecalis (PDB 3K3w). Желтым и темно-синим цве-
том изображены α- и β-субъединицы соответствен-
но. Красным цветом указан каталитический остаток 
βSer1, зеленым цветом – ион Ca2+. Малиновым 
цветом указана дисульфидная связь в β-субъединице 
между остатками Cys492 и Cys525 в ферменте дикого 
типа. Вставка справа показывает фиксацию N-конца 
α-субъединицы и С-конца β-субъединицы за счет ди-
сульфидной связи (выделена оранжевым цветом), по-
лученной в результате парной аминокислотной замены 
αQ3C/ βP751C.
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хотя впервые этот фермент был выделен и охарак
теризован еще в начале 90х годов прошлого века. 
В мае 2010 г. в PDB была депонирована вторая струк
тура AfПА, полученная из орторомбического кри
сталла (PDB 3ML0). Особый интерес к AfПА связан 
с тем, что ее термостабильность одна из самых высо
ких среди известных пенициллинацилаз G. Анализ 
структуры этого фермента свидетельствует, что по
вышенная температурная стабильность связана с на
личием в βсубъединице дисульфидной связи между 
остатками cys492 и cys525 (на рис. 5 выделены мали
новым цветом), которой нет в EcПА. Структура AfПА 
демонстрирует высокую пространственную гомоло
гию с таковой для EcПА. Компьютерное наложение 
структур этих ферментов показывает, что молекула 
AfПА обладает такой же пространственной орга
низацией полипептидной цепи, особенно в области 
активного центра. Небольшие отклонения в укладке 
полипептидной цепи обнаруживаются только на «пе
риферии» во внешней оболочке фермента. Следует 
отметить, что обе структуры AfПА имеют низкое 
по современным меркам разрешение – 3.3 и 3.5 Å 
для PDB3K3W.ent и PDB3ML0.ent соответственно. 
Такое разрешение не позволяет судить о положении 
и взаимодействии отдельных остатков в области ак

тивного центра, что особенно важно при обсуждении 
их роли в катализе.

сТРукТуРА АкТиВНоГо цеНТРА ЕсПА

Строение каталитического домена
В ранних работах по изучению ПА было показано, 
что ключевую роль в катализе играет остаток серина. 
Ковалентная модификация этого остатка при помощи 
фенилметилсульфонилфторида (ФМСФ) приводит 
к полной потере ферментом каталитической актив
ности [74]. Данные рентгеноструктурного анализа 
ковалентного комплекса ПА с ФМСФ (PDB 1PnM) 
[18] уточнили, что этим ключевым остатком являет
ся nконцевой остаток серина βцепи. Вблизи остат
ка βSer1 нет имидазольных и карбоксильных групп, 
которые обычно присутствуют в активном центре 
сериновых протеиназ и принимают участие в ката
литических актах ацилирования и деацилирования 
посредством переноса протона. Поэтому ПА отнесли 
к классу так называемых гидролаз с nконцевым ну
клеофилом или ntnклассу (nterminal nucleophile) 
[75]. 

На основании данных по структуре EcПА в 1995 г. 
была предложена модель каталитического механиз
ма ntnгидролаз [24]. nКонцевой остаток серина 
βSer1 выступает в роли нуклеофила (на рис. 6 пока
зан красным). В ходе реакции ковалентный интерме
диат формируется через образование переходного 
состояния, которое стабилизируется так называемым 
оксианионным центром. Рядом с нуклеофилом βSer1 
расположен остаток βGln23 (рис. 6, показан оран
жевым). Этот остаток повышает нуклеофильность 
каталитического серина. Оксианионный центр обра
зуют остатки βAsn242 и βAla69 (на рис. 6 выделены 
малиновым).

Сравнение аминокислотных последовательностей 
ПАG из различных источников (рис. 3) свидетель
ствует, что остаток βAsn242 строго консервативен 
для всех представленных ферментов, в то время 
как остаток βAla69 встречается только в половине 
последовательностей, а в остальных четырех случа
ях на этом месте располагается остаток аспарагина.

Строение субстратсвязывающего домена
Субстратсвязывающий домен активного центра со
стоит из двух поддоменов – S1 и S2. Наиболее вы
сокую специфичность проявляет субдомен S1, он 
отвечает за связывание ацильной части субстрата 
и состоит в основном из гидрофобных остатков. За
крытая структура этого домена и его гидрофобность 
делают фермент очень селективным по отношению 
к бензольному кольцу с небольшими заместителями 
у cαатома или ароматического кольца. Основными 

Рис. 6. Ключевые остатки активного центра ПА из  
E. coli (cтруктура PDB 1AI4). Красным и оранжевым 
соответственно указаны каталитический остаток βSer1 
и остаток βGln23, регулирующий нуклеофильность 
каталитического остатка. Остатки оксианионного цен-
тра выделены малиновым. Зеленым выделены остатки 
субдомена S1 (связывание ацильной части субстрата), 
желтым – остатки субдомена S2 (связывание нуклео-
фильной части субстрата), синим цветом указан оста-
ток αPhe146, который входит в оба субдомена.
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остатками, которые формируют закрытую структуру 
домена S1, являются следующие: αMet142, αPhe146, 
βPhe24, βPhe57, βtrp154, βIle177 и βSer67 (на рис. 6 
выделены зеленым). Их дополняют остатки βPro22, 
βGln23, βVal56, βthr68, βPhe71, βLeu253 и βPhe256 
[24, 73] (на рис. 6 не показаны). Как видно из пере
численного списка, только два остатка принадлежат 
αсубъединице, а большинство гидрофобных остатков, 
играющих основную роль в связывании ацильной ча
сти субстрата, находятся в βцепи. Стерически огра
ниченная гидрофобная полость в свободном состоянии 
имеет термодинамически невыгодный контакт с окру
жающей средой. В результате гидрофобного взаимо
действия субстрата с ферментом имеет место двойной 
выигрыш в энергии. Вопервых, за счет энергии пере
носа гидрофобного субстрата из воды в гидрофобную 
полость фермента и, вовторых, за счет вытеснения 
воды из активного центра.

Предполагаемые π-πвзаимодействия существуют 
между бензольными кольцами фенилуксусной кис
лоты (ФУК) и βPhe24, которые располагаются па
раллельно друг другу. Остаток αPhe146 находится 
на противоположной стороне гидрофобного кармана. 
Он также взаимодействует с ФУК и при этом экра
нирует активный центр от растворителя. Еще один 
остаток фенилаланина, βPhe57, локализован на дне 
полости. Наименьшее расстояние между ним и инги
битором составляет 4.7 Å, что слишком много для пря
мого взаимодействия. Однако этот остаток может быть 
важен для поддержания структуры сайта связыва
ния, поскольку находится на расстоянии 3.5 и 3.9 Å 
от остатков βPro22 и βPhe24 соответственно, которые 
непосредственно участвуют в связывании субстрата.

Второй важный субдомен субстратсвязывающего 
участка активного центра – поддомен S2, отвечаю
щий за связывание нуклеофильной части. Он пред
ставляет собой дно чашеобразной выемки в центре 
структуры и обеспечивает довольно широкую специ
фичность фермента к нуклеофильной части. Кроме 
того, этот субдомен энантиоселективен и дает воз
можность использовать фермент для разделения 
оптических изомеров аминов. Домен S2 составляют 
остатки αArg145, αPhe146, βPhe71 и βArg263 (рис. 6, 
выделены желтым) [76–80].

Как показывает анализ структуры комплекса не
активного мутанта ЕсПА βAsn241Ala с пеницилли
ном [79], антибиотик на первом этапе связывается 
в открытой конформации, что позволяет объемной 
амидной части субстрата войти в активный центр 
фермента. В открытой конфомации фенильное коль
цо остатка βPhe71 оказывается в плоскости, парал
лельной βлактамному кольцу субстрата. Более того, 
в результате сорбции субстрата возникают вандер
ваальсовы взаимодействия между метильной груп

пой пенициллина и Сδ1атомом αPhe146, что также 
усиливает связывание.

Комплекс нативного фермента с «медленным» 
субстратом сульфоксидом пенициллина G (PDB 
1PnM) дает представление о структуре фермента 
перед актом катализа [78]. Позиции остатков αArg145 
и αPhe146 в данном случае соответствуют закрытой 
конформации, а амидная группа βAsn241 образует 
водородную связь с карбонильным кислородом суб
страта.

Мутационный анализ остатков αArg145 и βArg263 
показывает, что оба остатка существенны для ката
лиза, а βArg263 необходим также для автокатали
тического созревания [77]. Полученные структур
ные и кинетические данные также указывают на то, 
что остаток βArg263 принимает участие в стабили
зации переходного состояния, положительный за
ряд которого увеличивает полярность оксианионного 
центра. Следует отметить, что остатки как βArg263, 
так и αArg145 консервативны и присутствуют в пе
нициллинацилазах G почти из всех известных ис
точников (см. рис. 2).

Еще одной особенностью каталитического меха
низма ПА является существование активного центра 
в открытой и закрытой конформации, что было пока
зано в работе [80], в которой были определены струк
туры EcПА в комплексе с различными лигандами. 
Открытая конформация необходима для связывания 
субстрата, а для катализа необходимо экранирование 
активного центра от растворителя, что достигается 
в закрытой конформации. 

белкоВАя иНжеНеРия ПА-G
Раньше основным подходом для увеличения эффек
тивности промышленно значимых процессов была 
оптимизация условий биокаталитического процесса. 
Такая оптимизация проводилась на основании ки
нетических параметров ферментативной реакции 
и физикохимических свойств компонентов реак
ционной среды. Такой подход вполне оправдывает 
себя и дает возможность получить очень хорошие 
результаты. Однако в настоящее время этот подход 
практически полностью реализовал свой потенциал 
и уходит на второй план, уступая место дизайну са
мих ферментов.

Рентгеноструктурный анализ ПА, ее мутантов 
и комплексов с различными субстратами открыл 
совершенно новые возможности как для понима
ния структурнофункциональных взаимосвязей, 
так и для рационального дизайна активного центра 
фермента. Цель такого дизайна улучшение свойств 
фермента, в первую очередь тех, которые могли бы 
увеличить эффективность ПА в реакциях синтеза 
антибиотиков и разделения энантиомеров. 
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В силу термодинамических причин для синтеза 
антибиотиков используется не прямая конденсация, 
а реакция нуклеофильного замещения. Минимальная 
схема приведена ниже:

Минимальная схема получения полусинтетических 
β-лактамных антибиотиков с помощью реакции ну-
клеофильного замещения. E, S и ES – фермент, суб-
страт (донор ацильной части) и фермент-субстратный 
комплекс соответственно, ЕА, Nu и EANu – ацилфер-
мент, нуклеофил и двойной комплекс ацилфермент-
нуклеофил соответственно. K

s
, K

n
 и K

p
 – константы свя-

зывания субстрата, нуклеофила и продукта синтеза со 
свободным ферментом Е, ацилферментом ЕА и сво-
бодным ферментом E соответственно.

В работах [81, 82] приведен подробный анализ этой 
схемы, а также различных ее модификаций. Основ
ным результатом проведенного анализа является 
вывод о том, что для описания эффективности про
цесса нельзя использовать «привычные» энзимоло
гам параметры, такие, как величины каталитической 
константы, константы Михаэлиса и констант ингиби
рования продуктами реакции. Вместо них использу
ют параметры α, β и γ. Параметр α = (k

4
/K

p
)/(k

2
/K

s
) 

характеризует специфичность фермента по отноше
нию к продукту и исходному ацильному донору, па
раметр β

 
= k

4
/(k

3
·K

n
) – максимальную нуклеофиль

ную активность акцептора, а γ = k
5
/k

4
 – способность 

тройного комплекса eAnu превращаться по гидро
литическому или синтетическому пути (соотношение 
скоростей синтеза и гидролиза S/H при превращении 
комплекса eAnu). В связи с вышесказанным, именно 
эти параметры и будут нами использованы для оцен
ки эффективности экспериментов по белковой инже
нерии ПА при исследовании мутантных ферментов 
в синтезе антибиотиков.

Получение химерных ПА с помощью генной мозаики
В настоящее время для получения мутантных фермен
тов с улучшенными свойствами широко используются 
самые различные подходы, основанные как на упоря
доченном, так и на неупорядоченном введении амино
кислотных замен и даже целых фрагментов полипеп
тидной цепи. Одним из таких методов, который стал 
популярен в последние годы и который успешно ис

пользуется для улучшения свойств ферментов, вовле
ченных в технологические процессы, является генная 
мозаика (DnA shuffling). Этот метод основан на реком
бинации генов гомологичных ферментов из различных 
организмов, в результате чего получаются химерные 
белки с самым разнообразным набором отдельных 
фрагментов из исходных ферментов.

Методика генной мозаики была применена для пе
нициллинацилаз из E. coli, K. cryocrescens и P. rettgeri 
[83]. Степень идентичности между генами этих фер
ментов составляет 77% (E. coli – K. cryocrescens), 61% 
(E. coli – P. rettgeri) и 61% (K. cryocrescens – P. rettgeri). 
Анализ 81 трансформанта выявил 3 гибридных фер
мента как с более высокой каталитической актив
ностью (vPs

), так и с улучшенными синтетическими 
свойствами (табл. 3). 

Интересно отметить, что для гибрида 6B11 из
бирательно улучшаются все параметры, при этом 
уменьшение α, что было показано в независимом 
эксперименте, вызвано двукратным увеличением K

P
 

для продукта синтеза – ампициллина, а для гибрида 
73С4 увеличение α вызвано двукратным увеличени
ем K

S
 для DФГА. 

Секвенирование показало, что гибридные мутан
ты 6B11 и 73С4 получены за счет включения в ген ПА 
из E. coli участков гена ПА из K. cryocrescens. Также 
были найдены случайные мутации, не относящие
ся ни к одному из родительских генов, большинство 
из которых находилось далеко от активного центра. 
Однако даже такие мутации могут быть достаточно 
эффективны. Так, мутация остатка βGly385Ser, на
ходящегося на расстоянии 13.5 Å от активного центра 
и найденная в гибриде 6G8, может влиять на доступ
ность активного центра в целом. Для изучения вклада 
этой мутации в синтетические свойства гибрида 6G8 

Таблица 3. Синтетические свойства родительских и ги-
бридных ПА (15 мМ D-ФГА, 25 мМ 6-АПК, рН 7.0)

Фермент α β, 
мМ1 γ P

max
, мМ v

Ps
, %

ПА E. coli 7.8 78 0.14 2.2 100

ПА K. cryocre-
scens 12.7 98 0.19 2.1 110

ПА P. rettgeri 5.8 32 0.30 1.9 59

ПА 6G8 11.1 130 0.12 2.6 149

ПА 73c4 11.6 120 0.12 2.4 95

ПА 6B11 6.4 115 0.13 2.5 115
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авторы сделали соответствующую одиночную замену 
в ПА E. сoli. Полученные результаты впечатляют сво
ей непредсказуемостью: максимальный выход про
дукта увеличился на 22%, а соотношение S/H на 80% 
по сравнению с ферментом дикого типа в идентичных 
условиях, при этом также не наблюдалось увеличения 
параметра α. Аналогично была обнаружена случайная 
мутация αAsp148Gly, которая для вновь созданного 
одиночного мутанта дает увеличение выхода в синте
зе ампициллина на 20% при увеличении S/H на 80%. 
В отличие от предыдущего случая, этот эффект мож
но объяснить тем, что остаток αAsp148 расположен 
в основании каталитической αпетли, ответственной 
за конформационные переходы в активном центре, и, 
как было показано на примере мутагенеза остатков 
αArg145 и αPhe146, любые изменения в этой петле мо
гут привести к изменению как субстратной специфич
ности, так и каталитической активности. 

Таким образом, метод генной мозаики можно ис
пользовать не только как инструмент получения ги
бридных мутантов ПА с улучшенными свойствами, 
но и как многообещающий инструмент поиска новых 
мишеней для сайтнаправленного мутагенеза, кото
рые невозможно было бы предсказать на основании 
изучения трехмерной структуры фермента.

Комбинационный насыщающий мутагенез
В работе [84] для трех аминокислотных остатков, рас
положенных вблизи от активного центра фермента, 
αr160, αF161 и βF24, был использован подход, соче
тающий насыщающий мутагенез каждого остатка 
с комбинированием введенных мутаций (т.е. получали 
как одинарные, так и двойные, и тройные мутанты). 
С помощью вырожденных праймеров был проведен 
неупорядоченный мутагенез этих остатков и получена 
библиотека, содержащая более 700 различных клонов. 
Скрининг проводился с помощью высокоэффективной 

жидкостной хроматографии по способности получен
ных мутантов к синтезу ампициллина. В результате 
были отобраны три мутанта с повышенными ката
литическими характеристиками в реакции синтеза 
ампициллина (табл. 4). Причем один из мутантов – 
βF24A, также проявляет повышенные каталитические 
характеристики в реакции синтеза цефалексина.

Однако метод неупорядоченного мутагенеза в слу
чае ПА не нашел широкого применения изза отсут
ствия простой системы скрининга полученных му
тантов. Наиболее широкое распространение получил 
метод направленного мутагенеза.

РАциоНАльНый ДизАйН

Участок связывания ацильной части
Для эффективного гидролиза природных антибио
тиков с целью получения βлактамных ядер жела
тельна низкая специфичность к побочному продук
ту гидролиза бензилпенициллина – фенилуксусной 
кислоте, конкурентному ингибитору ПА. Для эффек
тивного синтеза полусинтетических неприродных 
антибиотиков важна высокая специфичность к Сα
замещенным производным ФУК (Dфенилглицин, 
миндальная кислота, cαметилФУК), при этом до
стигается более полное насыщение по ацильному 
донору. Для природных ПА значения константы 
Михаэлиса для Сαзамещенных производных ФУК 
составляют величину порядка 10–100 мМ, что в 100–
1000 раз выше, чем для ФУК [85]. В связи с этим по
лучение мутантов с низкими значениями константы 
Михаэлиса для Сαзамещенных ФУК и высокими 
константами ингибирования для ФУК представляет 
большой практический интерес. 

В работе [86] были получены точечные βPhe24Ala 
и αPhe146tyr и двойной βPhe24Ala/αPhe146tyr 
мутанты, отвечающие этим требованиям. Напри

Таблица 4. Каталитическая эффективность мутантных EcПА в реакциях синтеза антибиотиков [84]

Фермент Донор ацильной 
части

Ампициллин Цефалексин

α β, мМ1 1/γ α β, мМ1 1/γ

PAS2
ФГА 13.2 0.5 6 7.3 0.5 59

ФГМ 16.4 0.5 6 9.1 0.5 59

αr160K 
αF161L 
βF24M

ФГА 218 6.3 364 58.8 18.4 69

ФГМ 8.8 6.3 364 2.4 18.4 69

βF24A
ФГА 209 10.2 286 88.8 21.5 154

ФГМ 11.6 10.2 286 4.9 21.5 154

αr160P 
αF161A 
βF24A

ФГА 200 4.9 167 57.2 21.1 58

ФГМ 7.6 4.9 167 2.2 21.1 58
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мер, в случае мутанта ЕсПА βPhe24Ala ингибиро
вание ФУК по сравнению с ферментом дикого типа 
было снижено в 18 раз (K

p
 = 1.1 и 0.06 мМ соответ

ственно), а сродство к Сαзамещенным производным 
ФУК было увеличено в 5 раз. При конструировании 
мутантов авторы предположили, что замена ги
дрофобных остатков, составляющих основу центра 
связывания ацильной части, может существенно 
изменить специфичность фермента по отношению 
как к Сαзамещенным ФУК, так и к самому природ
ному субстрату.

Рентгеноструктурные данные, полученные для этих 
мутантов в комплексе с различными производными 
ФУК, объясняют наблюдаемые эффекты. Так, удале
ние ароматического кольца в мутанте βF24A приводит 
к структурным перестройкам в активном центре, в ре
зультате чего в этом мутанте ФУК связывается в от
крытой конформации в отличие от фермента дикого 
типа, где ФУК связывается в закрытой конформации. 
В результате такого связывания исчезают водородные 
связи между карбонильным кислородом ФУК и остат
ками βAla69 и βAsn241, образующими оксианионный 
центр, что объясняет многократное увеличение кон
станты ингибирования. 

В отличие от ФУК cαметилФУК в мутанте βF24A 
связывается в закрытой конформации. При этом cα
cH

3
 занимает место удаленной фенильной группы, 

что приводит к десятикратному улучшению связы
вания. 

Интересно также заметить, что мутация по остат
ку βPhe24 оказывает сильное влияние на стереоспе
цифичность фермента по отношению к (R)изомерам 
cαзамещенных производных ФУК и может рассма
триваться как потенциальная мишень для изменения 
энантиоизбирательности фермента с целью получения 
оптически чистых Сαзамещенных производных ФУК.

Замена фенилаланина на тирозин в мутанте 
αF146Y не приводит к конформационным перестрой
кам в активном центре, что объясняет связывание 
ФУК, сравнимое с ЕсПА дикого типа. Однако при свя
зывании cαзамещенных ФУК образующиеся ван
дерваальсовы контакты между cα-заместителем 
и αtyr146:OH делают связывание более продуктив
ным. 

В работе [87] была изменена природная пеницил
линовая специфичность ПА E. coli на цефалоспори
новую, что открыло возможность использования ПА 
для получения 7аминоцефалоспорановой кислоты. 
Для установления соответствия остатков, ответ
ственных за связывание ароматической гидрофоб
ной ацильной части пенициллина в ПА и линейной 
гидрофильной (глутарильной) ацильной части це
фалоспорина в цефалоспоринацилазе из P. diminuta 
(ЦА), было проведено выравнивание аминокислот

ных последовательностей ЕсПА и ЦА. На основании 
проведенного сравнения семь остатков гидрофобного 
кармана ЕсПА заменили на соответствующие семь 
остатков из ЦА. Полученный таким образом много
точечный мутант характеризовался восьмикратным 
улучшением специфичности по отношению к це
фалоспорину С. К сожалению, эти результаты пока 
представляют собой не более чем научную ценность, 
так как величина удельной активности полученного 
мутанта была намного ниже активности природного 
цефалоспоринового фермента.

Направленный мутагенез на участке связывания 
нуклеофила
Одного лишь улучшения связывания ацильной ча
сти субстрата недостаточно для повышения синте
тических способностей фермента. Как было показа
но в работе [88] для мутанта βPhe24Ala, улучшение 
связывания Dфенилглицинамида приводит также 
к увеличению связывания продукта синтеза – ампи
циллина и, как следствие, к увеличению параметра α. 
Однако интересным оказался тот факт, что мутации 
по остаткам βPhe24 и αPhe146, отвечающим за свя
зывание ацильной части, приводят также к улучше
нию нуклеофильности 6АПК более чем в 2 раза.

С одной стороны, это не противоречит базовым 
принципам структурной организации белковой мо
лекулы в том, что изменение или удаление одного 
из звеньев белковой цепи может привести к струк
турным перестройкам в близлежащих областях. Му
тации на участке связывания ацильной части могут, 
в принципе, привести к изменениям на участке свя
зывания нуклеофила, при том что остатки βPhe24 
и αPhe146 находятся на пограничной области, обра
зуя горлышко гидрофобного кармана (рис. 6).

С другой стороны, нельзя точно определить какой 
из факторов – улучшение связывания нуклеофи
ла (Kn

) или уменьшение реакционной способности 
воды (k

3
, k

5
), играет решающую роль. Так, замена 

βPhe24Ala могла спровоцировать изменение поло

Таблица 5. Кинетические параметры синтеза ампициллина 
для EcПА дикого типа и мутантов по αArg145 (15 мМ D-ФГА, 
25 мМ 6-АПК, pH 7.0)

Фермент α β.,  мМ1 γ P
max

, мМ 

EcПА дикий тип 7.7 80 0.14 2.2

EcПА αArg145Gly 29 420 0.04 3.6

EcПА αArg145Ser 14 350 0.05 3.3

EcПА αArg145Leu 15 280 0.06 2.8
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жения соседнего остатка, βGlu23, координирующего 
деацилирующую молекулу воды и, таким образом, 
уменьшить скорость гидролиза. Однако на основании 
имеющихся данных совершенно точно установлено, 
что улучшение специфичности фермента по отноше
нию к нуклеофилу приводит к увеличению β, поэтому 
эффекты от мутаций на участке связывания нуклео
фила являются наиболее предсказуемыми. В работе 
[89] авторы добились значительного увеличения пара
метра β за счет мутаций по остатку αArg145, который 
по данным рентгеноструктурного анализа взаимодей
ствует с карбоксильной группой пенициллина в за
крытой конформации и может также влиять на эф
фективность связывания 6АПК. Для изучения всех 
возможных эффектов от замены αArg145 был прове
ден насыщающий мутагенез. Предварительные иссле
дования реакций ферментативного синтеза ампицил
лина в разбавленных растворах показали, что у всех 
19 мутантов возрастает способность к переносу ациль
ной группы на 6АПК. Далее были отобраны три наи
более перспективных мутанта EcПА – αArg145Leu, 
αArg145Gly, αArg145Ser, и проведено детальное изу
чение их кинетических параметров (табл. 5).

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что удаление положительного заряда в позиции α145 
приводит к значительному увеличению нуклео
фильной способности 6АПК. Почти синхронное уве
личение α наводит на мысль о том, что улучшение 
связывания нуклеофила (Kn

, см. схему выше), вы
раженное в увеличении β, неизбежно ведет к улуч
шению связывания продукта синтеза (K

p
, см. схему 

выше) и невозможно улучшить оба параметра сра
зу. Однако негативное влияние α можно в какойто 
степени нивелировать, если выводить ампициллин 
из реакционной среды. 

С целью уточнения влияния эффекта от замены 
остатка αPhe146, который, по данным рентгено
структурного анализа, взаимодействует с метильной 
группой пенициллина при его связывании в откры
той конформации и, в принципе, может оказывать 
влияние на связывание βлактамного кольца 6АПК, 
был произведен аналогичный мутационный анализ. 
Предварительные исследования реакций синтеза ам
пициллина показали, что практически у всех 19 му
тантов возрастает способность к переносу ацильной 
группы на 6АПК, однако каталитическая активность 
падает по крайней мере на порядок, что не позволяет 
авторам более детально исследовать их синтетиче
ские способности.

Ярким примером эффективности использования 
рационального дизайна для улучшения каталитиче
ских свойств ЕсПА является работа [90]. Авторами 
были проведены анализ структуры и компьютерное 
моделирование связывания в активном центре EcПА 

ряда лигандов. Результаты моделирования показали, 
что мутация по остатку βPhe71 изменяет ориентацию 
субстрата и усиливает взаимодействие субстратов 
с оксианионным центром, поэтому следовало ожидать, 
что мутация по этому остатку может увеличить ката
литическую активность пенициллинацилазы и изме
нить стереоселективность, так же как и специфичность 
фермента по отношению к уходящей группе. Было 
получено четыре мутанта – βPhe71Lys, βPhe71Glu, 
βPhe71Leu и βPhe71Arg. Три мутанта показали более 
высокие каталитические характеристики при синтезе 
антибиотиков, а два мутанта – более высокую стерео
селективность при разделении энантиомеров, однако 
эффект введения определенной аминокислоты для вы
шеописанных процессов был противоположный. На
пример, мутант с заменой βPhe71Leu имел наиболее 
высокие каталитические характеристики в синтезе ан
тибиотиков, в то время как его энантиоселективность 
была почти на порядок хуже, чем у фермента дикого 
типа. Самый большой эффект увеличения энантиосе
лективности наблюдался для мутанта βPhe71Lys, од
нако его эффективность в синтезе антибиотиков была 
намного ниже по сравнению с мутантом βPhe71Leu. 
На основании полученных данных был сделан вы
вод, что одновременное улучшение всех основных 
каталитических свойств фермента для использова
ния в биокатализе вряд ли представляется возмож
ным, и для решения конкретной задачи в зависимости 
от структуры субстрата необходимо проводить тонкую 
индивидуальную настройку фермента.

Получение пермутированного фермента
Еще один подход к изменению свойств фермен
та – это получение так называемых пермутиро
ванных ферментов. Как видно из рис. 4 и 5 в ПА из 
E. coli и A. faecalis nконец αсубъединицы сближен 
с Сконцом βсубъединицы, что позволяет получить 
пермутированный одноцепочечный фермент за счет 
соединения этих концов гибким спейсером. Создание 
такого одноцепочечного фермента позволит полу
чать рекомбинантный фермент прямо в цитоплазме, 
в этом случае будут исключены стадии транспорти
ровки белкапредшественника в периплазму и вы
щепления межсубъединичного спейсера, которые, 
как было показано выше, являются основными при
чинами низкого выхода фермента в существующих 
системах экспрессии ПАG. В настоящее время 
для ПАG известна всего одна работа по получению 
пермутированного фермента [91]. В качестве сшив
ки была выбрана последовательность из четырех 
случайных аминокислотных остатков. Была создана 
библиотека мутантных клонов с геном пермутиро
ванного фермента. В результате скрининга этой би
блиотеки было найдено 20 клонов, продуцирующих 
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активный фермент, однако по величине специфиче
ской активности все полученные варианты значи
тельно уступали ферменту дикого типа.

Стабилизация AfПА за счет образования дисуль-
фидных связей
Как уже отмечалось выше, ПА из A. faecalis является 
одной из самых термостабильных среди известных 
пенициллинацилаз [20], и это свойство обусловлено 
наличием в структуре AfПА дисульфидной связи 
внутри βсубъединицы (рис. 5). Для дальнейшей ста
билизации фермента было решено ввести дополни
тельную дисульфидную связь [92]. Поскольку на мо
мент проведения экспериментов (2006 г.) структура 
фермента еще не была определена, то авторы по
строили модельную структуру методом гомологич
ного моделирования на основе известной структуры 
EcПА. Для поиска возможных положений введения 
дисульфидной связи авторы использовали програм
му MODIP. В результате компьютерного анализа 
модельной структуры программой было предложено 
32 варианта введения дисульфидной связи, из кото
рых после дополнительного анализа авторы выбрали 
только два варианта – парные аминокислотные за
мены αQ3c/βP561c и αt52c/αY64c. В случае первой 
пары замен должна была образоваться ковалентная 
связь между nконцом αсубъединицы и Сконцом 
βсубъединицы (рис. 5, вставка), который практи
чески не структурирован (рис. 5). В случае второй 
пары замен образующаяся дисульфидная связь 
должна была стабилизировать петлю, соединяющую 
две αспирали. Анализ свойств полученных мутан
тов показал, что введение точечных замен αGlu3cys 
и βPro561cys не влияло на скорость термоинакти
вации, в то время как в случае двойной замены тем

пература, при которой фермент терял 50% активно
сти, за 20 мин возросла на 3оС – с 50 до 53оС. В случае 
второй пары замен термостабильность фермента 
не изменилась. Отсутствие эффекта стабилизации 
для второй пары замен позволяет предположить, 
что стабильность двух αспиралей не является кри
тической для общей стабильности белковой глобулы. 
Это предположение согласуется с последними дан
ными рентгеноструктурного анализа, согласно кото
рым эти αспирали имеют дополнительные контакты 
со структурными элементами βсубъединицы.

ВыВоДы
Несмотря на большое количество работ по белковой 
инженерии пенициллинацилаз, проблема направлен
ного изменения каталитических свойств и стабиль
ности ПА еще очень далека от решения. Как видно 
из приведенных данных, на катализ влияют остат
ки в радиусе 15–20 Å вокруг каталитического цен
тра фермента. Поэтому задача детального изучения 
роли аминокислотных остатков в области активно
го центра в катализе и субстратной специфичности 
и получение информации об их влиянии на кон
кретные каталитические характеристики с теми 
или иными субстратами являются очень актуаль
ными как с точки зрения практической биотехноло
гии, так и с позиций фундаментальной науки. Можно 
надеяться, что выделение и изучение свойств пени
циллинацилаз из других источников также позволит 
выявить основные закономерности во взаимосвязи 
структура–функция этого фермента. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных 
исследований (грант № 10-04-01334-а).
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РеФеРАТ Фактор дифференцировки из пигментного эпителия PEDF (Pigment epithelium-derived factor), 
гликопротеин с молекулярной массой 50 кДа принадлежит к семейству неингибиторных серпинов. PEDF 
регулирует большое число физиологических процессов: стимулирует дифференцировку клеток ретинобла-
стомы в нейроны, потенцирует рост и жизнеспособность фоторецепторных клеток и нейронов центральной 
нервной системы. Более того, этот фактор защищает нейрональные клетки от апоптоза. PEDF является 
не только нейротрофным фактором, но и природным ингибитором ангиогенеза. Точные молекулярные 
механизмы действия PEDF в настоящее время еще не полностью ясны. Тем не менее, учитывая огромный 
нейропротекторный, нейротрофный и антиангиогенезный потенциал PEDF, а также его биологически ак-
тивных фрагментов, к этому белку проявляется огромный интерес исследователей как к перспективному 
препарату для терапии широкого спектра нейродегенеративных, офтальмологических и онкологических 
заболеваний. В обзоре суммированы современные данные о структурных особенностях, биохимических 
свойствах PEDF, его многомодальных функциях.
ключеВые слоВА PEDF (pigment epithelium-derived factor, фактор дифференцировки из пигментного 
эпителия), серпин, нейротрофный фактор, ангиогенез.

ВВеДеНие
Фактор PeDF (Pigment epitheliumDerived Factor – 
фактор дифференцировки из пигментного эпителия) 
был впервые идентифицирован в 1989 г. группой 
американских исследователей под руководством 
L.V. Johnson в культуральной среде клеток пигмент
ного эпителия сетчатки глаза, выделенных из пло
да человека [1, 2]. При изучении действия данной 
среды на клетки ретинобластомы линии Y79 было 
обнаружено, что она вызывает остановку неограни
ченного роста и деления клеток. При этом более 90% 
клеток приобретают морфологические и биохимиче
ские характеристики зрелых нейронов [1]. С помо
щью электрофоретических и хроматографических 
методов из культуральной среды был выделен белок 
с молекулярной массой около 50 кДа, обладающий 
указанным действием на клетки Y79. Как было уста
новлено позднее, PeDF человека состоит из одной по
липептидной цепи, содержащей 418 а.о. (рис. 1) [3].

Практически одновременно PeDF был выделен 
из культуры легочных фибробластоподобных клеток 
человека линии WI38 [4]. Был также обнаружен и его 

мышиный аналог, каспин [5]. Степень гомологии кДНК 
человеческого PeDF и каспина составляет 82.7%, а их 
аминокислотных последовательностей – 85.6%. 

К настоящему времени известно, что PeDF экс
прессируется почти во всех тканях млекопитающих 
и птиц и выполняет множество функций. К их чис
лу относятся: дифференцирующее действие на эм
бриональные и опухолевые клетки; протекторное 
действие на зрелые нейроны и другие клетки, вхо
дящие в состав нервной ткани; антиангиогенная ак
тивность – способность ингибировать образование 
новых сосудов. Поэтому данный белок представляет 
большой интерес как регуляторный фактор развития 
клеток и тканей.

 
особеННосТи ПеРВичНой сТРукТуРы PEDF 
и коДиРующеГо еГо ГеНА

Ген PEDF человека и кодируемый им белок
Ген pedf человека локализован в коротком плече хро
мосомы 17 на его дистальном участке – 17p13.3 [6, 7]. 
Он имеет длину около 16 т.п.н. и включает в себя 8 эк
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зонов, разделенных 7 интронами. Экзонинтронные 
контакты подчиняются консенсусному правилу 
Gc/AG. Длина экзонов варьирует от 92 до 377 п.н. 
Промоторный регион гена расположен в 5'фланки
рующей области; при этом СААТблок находится 
в позиции 43 относительно точки инициации транс
крипции. В 5'концевой области гена pedf, вплоть 
до 5 т.п.н., находится кластер Aluповторов, вклю
чающий 8 полных и 3 частичных Aluэлемента [8]. 

Ген pedf кодирует последовательность из 418 а.о. 
[3]. В nконцевой части PeDF, сразу после инициа
торного метионина, находится 17членный гидрофоб
ный участок с последовательностью, характерной 
для сигнального фрагмента, обеспечивающего секре
цию белка из клетки [3, 9]. Однако, по некоторым дан
ным, последовательность зрелого PeDF, секретируе
мого из клетокпродуцентов, начинается с позиции 
Asn21; в соответствии с этим, зрелая полипептид
ная цепь содержит 398 а.о. [10, 11]. Посттрансляци
онные модификации PeDF плазмы крови включают 
nконцевой остаток пироглутаминовой кислоты, об
разующийся в результате дезаминирования остат
ка Gln2, и канонический сайт nгликозилирования 
AsnLeuthr в положениях 285–287. Присоединяе
мые полисахаридные структуры гетерогенны и име
ют молекулярный вес около 4 кДа; их наличие объяс
няет разницу между расчетной и реальной массами 
фактора [12]. По данным двумерного электрофоре
за, секретируемый клетками пигментного эпителия 
человека PeDF существует в четырех изоформах, 
изоэлектрические точки которых равны 6.0; 6.2; 6.4 
и 6.6 [13].

PEDF – член семейства неингибиторных серпинов
На основании анализа первичной структуры бел
ка и соответствующей ему кДНК, PeDF был отне
сен к семейству серпинов – ингибиторов сериновых 
протеиназ [14]. Гомология аминокислотной после

довательности фактора с α1
антитрипсином со

ставляет 27% (с учетом равноценных замен – 42%), 
с α

1
антихимотрипсином и α

2
плазминовым инги

битором – 27 и 26% (с учетом равноценных замен – 
44 и 43% соответственно) (рис. 2) [3]. Идентичность 
51 а.о., необходимых для формирования простран
ственной структуры серпинового типа [15], в PeDF 
и других серпинах составляет более 76% [16]. Несмо
тря на высокую гомологию первичных и третичных 

Рис. 1. Аминокислотная последовательность фактора PEDF. Жирным красным шрифтом выделена связь 
Leu382–Thr383. Желтым фоном – серпиновая петля, голубым – сайт N-гликозилирования. Зеленым – пептид, 
ответственный за антиангиогенную функцию; сиреневым – пептид, ответственный за нейротрофную функцию. 
Серым – сайты фосфорилирования. Синим – кластер отрицательно заряженных аминокислот, коричневым – по-
ложительно заряженных аминокислот.
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Рис. 2. Сравнение аминокислотных последователь-
ностей PEDF человека и α

1
-антитрипсина человека 

(HUMA1AT). Двоеточием отмечены одинаковые ами-
нокислоты, точками – консервативные замены [3]. 
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структур с ингибиторами сериновых протеиназ, сам 
фактор не является ингибитором этих ферментов 
[17]. Возможно, это объясняется структурными осо
бенностями экспонированной реакционной петли 
фактора. Хотя она имеет равную с другими серпина
ми длину (17 а.о., Glu366Leu382) [18, 19], в ее составе 
отсутствуют характерные для ингибиторных серпи
нов элементы – Alaобогащенная последовательность 
(положения в петле с 9 по 12) и thr в положениях 8 
и 14, но присутствуют нехарактерные для них остат
ки пролина [16]. 

В структуре PeDF, как и в структурах прочих сер
пинов, имеется наиболее подверженная протеолизу 
связь, расположенная в экспонированной в цитоплаз
му петле [14]. При ограниченном протеолизе PeDF 
многими сериновыми протеиназами (химотрипси
ном, эластазой, субтилизином и др.) его молекуляр
ная масса уменьшается примерно на 4 кДа. Уста
новлено, что данные протеиназы гидролизуют связь 
Leu382–thr383, что приводит к отделению от моле
кулы 36членного фрагмента с Сконца. В отличие 
от ингибиторных серпинов, ковалентная связь между 
молекулой PeDF и активным центром протеиназы 
не образуется. PeDF с отщепленным Сконцевым 
фрагментом в полной мере сохраняет свою способ
ность вызывать дифференцировку клеток линии 
Y79 в зрелые нейроны [20]. 

После отделения 36членного фрагмента (в ре
зультате протеолиза связи Leu382–thr383) на
блюдается уменьшение общей эллиптичности мо
лекулы, что свидетельствует об уменьшении ее 
αспиральности. При этом в противоположность 
ингибиторным серпинам устойчивость молекулы 
к термической денатурации снижается. Конформа
ционные изменения, однако, не носят глобального 
характера и затрагивают лишь Сконцевую часть 
молекулы, приближенную к экспонированной петле. 
Функциональная роль последней, а также отделяе
мого при ее расщеплении Сконцевого фрагмента мо
лекулы PeDF изучены недостаточно. По некоторым 
данным, остатки, расположенные в этой части моле
кулы, наряду с nконцевым сигнальным пептидом 
необходимы для секреции PeDF из клеток. 

Удаление фрагментов Pro415Pro418 и Pro373
Ala380, а также точечные замены какоголибо 
из остатков Gly376, Leu377, Pro393, Phe394 
или Phe396 (первые два расположены в экспони
рованной петле) приводят к изменению простран
ственной структуры молекулы или изменению ее 
взаимодействия с другими белками, предположи
тельно, переносчиками. Нарушается транспорт 
PeDF из эндоплазматического ретикулума в ком
плекс Гольджи, вследствие чего он не секретирует
ся [16, 21].

Пространственная структура PEDF. Асимметричное 
расположение положительных и отрицательных за-
рядов в молекуле PEDF
Зрелая молекула фактора представляет собой глобу
лу с радиусом <3.05 нм. Около 60% а.о. PeDF участву
ют в образовании десяти αспиралей и трех βслоев 
[22]. В положениях Ser24, Ser114 и Ser227 находят
ся сайты фосфорилирования. Фактор содержит две 
аминокислотные последовательности, 34членную 
(Asp34Asn77) и 44членную (Val78thr121), ответ
ственные за антиангиогенные и нейротрофные взаи
модействия соответственно (рис. 3) [23].

Характерной структурной особенностью молеку
лы PeDF является наличие кластеров положительно 
и отрицательно заряженных аминокислот, располо
женных на разных сторонах глобулы. Они обуслов
ливают способность фактора к электростатическому 
связыванию с элементами внеклеточного матрикса – 
гликозаминогликанами и коллагеном [24–25].

Кластер отрицательно заряженных остатков Asp 
и Glu локализован в двух областях полипептидной 
цепи, расположенных на поверхности глобулы и про
странственно сближенных: Glu41Asp64 (остатки 
Glu41, Glu42, Glu43, Asp44, Asp64) и Asp256Glu304 

Рис. 3. Трехмерная кристаллическая структура PEDF. 
Показаны две проекции молекулы по вертикальной 
оси со сдвигом в 90°. Ответственный за антиангио-
генную функцию пептид выделен зеленым, ответ-
ственный за нейротрофную функцию – оранжевым. 
Красным цветом показаны отрицательно заряженные 
аминокислоты, образующие коллагенсвязывающий 
кластер, фиолетовым – положительно заряжен-
ные, формирующие «ядро» гликозаминогликан-
связывающего кластера. Сайты фосфорилирования 
(Ser114 и Ser227) показаны желтым, сайт гликозилиро-
вания Asn285 с присоединенными остатками сахаров – 
голубым [23].
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(остатки Asp256, Asp258, Glu290, Glu291, Glu296, 
Asp300, Glu304). Наличие этого кластера обусловли
вает сродство PeDF к коллагенам типов I, II и III [25]. 
Связывание PeDF как с коллагенами, так и с глико
заминогликанами, имея электростатическую приро
ду, ослабляется при повышении ионной силы окру
жающей среды. Пептидные фрагменты Val40Arg67 
и Phe277Ile301, участвующие в образовании класте
ра, эволюционно чрезвычайно консервативны от мле
копитающих до рыб [16].

Кластер положительно заряженных аминокислот, 
включающий 12 остатков Arg, Lys и His, расположен 
в области Lys134Lys214. Остатки Lys134, Lys137, 
Lys189, Lys191, His212 и Lys214 формируют «ядро» 
кластера, остатки Arg141, Lys146, Lys147, Arg149, 
Arg165, Arg167 расположены по его краям. За счет 
локального положительного заряда молекула PeDF 
способна связываться с полианионными матрицами, 
богатыми отрицательно заряженными сульфогруп
пами – гепарином, хондроитинсульфатом и др. Дан
ный кластер принимает участие во взаимодействии 
PeDF с гликозаминогликанами интерфоторецептор
ного матрикса сетчатки [24]. 

Помимо цитоплазмы, PeDF был обнаружен 
во внутриядерном пространстве. По всей вероятно
сти, положительно заряженный фрагмент фактора 
Lys146Arg149 может представлять собой сигнал 
внутриядерной локализации. Следует отметить, 
что только 10 из 6000 изученных белков, подобно 
PeDF, имеют Сконцевой сайт гликозилирования; 
при этом все они – ядерные белки [16]. Возможно, 
PeDF в качестве ядерного белка принимает участие 
в регулировании клеточного цикла. 

Заряды расположены на поверхности молекулы 
PeDF асимметрично – кластеры кислых и основных 
аминокислот находятся на противоположных сторо
нах глобулы. Это обеспечивает PeDF возможность 
взаимодействовать с гликозаминогликанами и кол
лагеном одновременно. Взаимодействие с гликозами
ногликанами усиливает сродство PeDF к коллагену 
и наоборот [25]. Таким образом, PeDF способен к мо
дуляции процессов клеточной адгезии, включающих 
в себя интегринколлагеновое взаимодействие. По
скольку клеточная адгезия является одной из клю
чевых стадий ангиогенеза, этим может объясняться 
антиангиогенное действие фактора [25].

Степень фосфорилирования молекулы PEDF влия-
ет на его антиангиогенную и нейротрофную актив-
ности
На поверхности молекулы PeDF расположены три 
сайта фосфорилирования (Ser24, Ser114 и Ser227). 
Выделяемый из плазмы крови человека фактор явля
ется фосфопротеином. Фосфорилирование осущест

вляется в процессе циркуляции фактора в крови фер
ментами казеинкиназой 2 и протеинкиназой А [26]. 
Казеинкиназа 2 фосфорилирует фактор по остаткам 
Ser24 и Ser114, протеинкиназа А – по единствен
ному остатку Ser227. Показано, что фосфорилиро
вание PeDF обеими киназами существенно влияет 
на его физиологические функции. Фосфорилирован
ный только по сайтам казеинкиназы 2 фактор имеет 
сниженную нейротрофную активность; при этом его 
антиангиогенная активность значительно повышена. 
Фосфорилированный только протеинкиназой А фак
тор имеет сниженную антиангиогенную и практиче
ски не измененную нейротрофную активности. Пол
ностью фосфорилированный фактор имеет высокие 
и антиангиогенную, и нейротрофную активности. 
При добавлении к отрицательному заряду, образо
вавшемуся в результате фосфорилирования факто
ра казеинкиназой 2, отрицательного заряда в сайте 
фосфорилирования протеинкиназой А усиливается 
способность фактора ингибировать клеточную про
лиферацию. Следует отметить, что в составе PeDF 
имеются и другие потенциальные сайты фосфорили
рования, однако при нормальном фолдинге молекулы 
они остаются недоступными для киназ.

Фосфорилирование по сайтам казеинкиназы 2 
пред отвращает возможное модифицирование тре
тьего сайта протеинкиназой А, в то время как фос
форилирование по Ser227 никак не влияет на вза
имодействие PeDF с казеинкиназой 2. Потеря 
протеинкиназой A способности взаимодействовать 
с фактором при уже фосфорилированных Ser24 
и Ser114 объясняется конформационной маскировкой 
Ser227 при фосфорилировании сайтов казеинкина
зы 2, несмотря на то, что эти два сайта расположены 
в разных областях молекулы [27].

Распространенность и эволюционная консерватив-
ность фактора PEDF
Ген pedf эволюционно консервативен − он присут
ствует в геномах различных видов от человека до рыб 
(рис. 4, 5) [16].

Методом ДНКРНКгибридизации установлено 
наличие мРНК PeDF почти во всех из 44 исследо
ванных тканей взрослого человека и человеческого 
эмбриона. Предположительно, PeDF экспрессиру
ется главным образом теми типами клеток, кото
рые не утратили способность к делению in vivo [28]. 
В различных отделах глаза и слоях сетчатки взрос
лого человека и эмбриона антитела к полипептиду 
PeDF взаимодействовали с цитоплазмой развиваю
щихся фоторецепторов, глиальным слоем, отдель
ными клетками слоя нейробластов и пигментными 
гранулами клеток пигментного эпителия с 8й недели 
эмбрионального развития. У взрослого организма они 
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Рис. 4. Сравнение 
аминокислотных 
последовательно-
стей фактора PEDF. 
Четырнадцать по-
следовательностей 
фактора разных 
биологических видов 
(человек, Homo 
sapiens; шимпанзе, 
Pan troglodytes; 
бык, Bos taurus; 
свинья, Sus scrofa; 
собака, Canis canis; 
мышь, Mus muscu-
lus; крыса, Rattus 
norvegicus; курица, 
Gallus gallus; тро-
пическая лягушка, 
Xenopus tropicalis; 
шпорцевая лягуш-
ка, Xenopus laevis; 
японская рисовая 
рыбка, Oryzias 
latipes; рыба фугу, 
Takifugu rubripes; 
радужная форель, 
Oncorhynchus 
mykiss; данио рерио 
(zebra fish), Danio re-
rio) проанализирова-
ны с помощью про-
граммы Clustalw. 
Звездочкой отмече-
ны позиции, зани-
маемые полностью 
консервативным 
остатком. Двоето-
чие – консервативна 
одна из «сильных» 
функциональных 
групп; точка – кон-
сервативна одна 
из «слабых» групп. 
Синей линией обо-
значена лидерная 
последовательность 
PEDF. Двойной крас-
ной линией выделе-
ны области высокой 
консервативности 
между всеми 
последовательно-
стями PEDF. Про-
черки использованы 
для максимального 
выравнивания по-
следовательностей 
[16].
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взаимодействовали с ядрами палочек (но не колбо
чек), цитоплазмой некоторых клеток во внутреннем 
ядерном и глиальном слоях, с клетками пигментного 
эпителия, хориокапиллярным слоем роговицы, зрач
ком, а также цилиарным эпителием [29]. 

Наибольшей видовой консервативностью среди 
пептидных фрагментов фактора обладают следую
щие последовательности [16]. Эволюционно консер
вативен лидерный nконцевой участок фактора, 
ответственный за секрецию PeDF из клетки [30]. 
Высоко консервативна последовательность Asn285
Xthr287, являющаяся сайтом nгликозирования. 
Также консервативными участками являются четы
ре пептидных фрагмента, два из которых уникальны 
для PeDF и образуют кластер отрицательно заря
женных аминокислот, а два других (в положениях 
Val78Gly95 и Phe384Pro415) имеют высокую гомо
логию с другими серпинами. Видимо, присущие им 
функции фундаментальны для всех серпинов. 

эФФекТы, окАзыВАеМые PEDF НА клеТки 
и ТкАНи РАзличНоГо ПРоисхожДеНия

Дифференцирующее действие PEDF и его влияние 
на метаболизм
Дифференцирующее действие нейротрофного фак
тора PeDF было показано и изучено на тканях ней
рального происхождения – как на эмбриональных 
(незрелые нейроны, развивающиеся фоторецепто

ры) [31, 32], так и на опухолевых (нейробластома, 
ретинобластома, карцинома) [3, 33, 34]. Человече
ский и бычий PeDF оказывают дифференцирую
щее действие in vitro на клетки культуры незрелых 
двигательных нейронов спинного мозга, выделен
ных из эмбрионов цыплят в возрасте 5.5 сут [35]. 
PeDF – основной фактор, обеспечивающий нор
мальный морфогенез и метаболизм фоторецептор
ных и глиальных клеток при эмбриональном раз
витии сетчатки глаза [32, 36, 37]. 

PeDF оказывает дифференцирующее и антипро
лиферативное воздействие на клетки ретинобласто
мы линии Y79 [1, 3]. Противоопухолевое действие 
фактора распространяется и на нейробластому. 
При этом заболевании клинический прогноз бывает 
тем лучше, чем больше в популяции дифференци
рованных нейронов и Шванновских клеток, культу
ральная среда которых обладает противоопухоле
выми свойствами [38]. Именно PeDF, являющийся 
секреторным продуктом Шванновских клеток, опре
деляет противоопухолевые свойства их культураль
ной среды [33]. 

PeDF оказывает противоопухолевое действие 
на карциному эпителия яичников, являющуюся 
наиболее летальной из гинекологических раковых 
опухолей. Уровень экспрессии PeDF в раковых опу
холях яичников и их клеточных линиях значитель
но снижен по сравнению с нормальным эпителием 
яичников. Экзогенный PeDF ингибирует рост клеток 

 Hs Chimp Bt Pig Dog Mm Rt Chick Xt Xl Fugu Trout Zebra 

Hs 100             

Chimp 99 100            

Bt 87 88 100           

Pig 88 88 90 100          

Dog 90 90 87 88 100         

Mm 86 85 84 84 87 100        

Rt 83 83 82 82 87 93 100       

Chick 63 63 63 63 62 63 63 100      

Xt 55 55 55 56 56 56 56 55 100     

Xl 56 57 57 58 57 57 56 53 89 100    

Fugu 34 35 36 36 36 36 35 35 34 35 100   

Trout 37 37 39 38 36 37 37 39 38 38 64 100  

Zebra 40 40 41 41 41 40 39 42 41 40 56 65 100 

Рис. 5. Межви-
довая гомология 
аминокислотных 
последователь-
ностей фактора 
PEDF в процентах. 
Таблица получена 
с помощью про-
граммы PSI- Blast 
[16].



80 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 3 (6)  2010

ОБЗОРЫ

линий нормального и ракового эпителия яичников, 
в то время как снижение активности эндогенного 
PeDF путем введения ингибиторов усиливает рост 
этих клеток.

Действие PeDF в клетках эпителия яичников 
в значительной степени регулируется эстрогенами. 
Обработка культивируемых клеток 17βэстрадиолом 
снижает экспрессию фактора и его мРНК, угнетая 
транскрипцию гена pedf. В регуляции принимает 
участие рецептор эстрогена. 17βЭстрадиол способ
ствует росту нормальных и раковых клеточных ли
ний эпителия яичников, в то время как совместная 
обработка 17βэстрадиолом и PeDF отменяет росто
вое стимулирование [34]. 

В некоторых линиях клеток карциномы яичника 
делетирован участок 17й хромосомы 17p13.3, имею
щий длину 15 т.п.н. и включающий в себя почти весь 
ген pedf [39]. На эти клеточные линии 17βэстрадиол 
не оказывает пролиферативного воздействия, что по
зволяет предположить делецию участка его воздей
ствия, расположенного в 5'фланкирующей области 
гена фактора. Эпигенетические изменения, такие, 
как гиперметилирование промотора, могут служить 
альтернативным механизмом регуляции уровня экс
прессии фактора [34]. 

PeDF в клетках пигментного эпителия стимули
рует синтез и накопление меланина [40], о важности 
которого в развитии нейронов сетчатки свидетель
ствует тот факт, что все млекопитающие альбиносы 
независимо от причин альбинизма имеют те или иные 
нарушения передачи зрительного сигнала [41]. Фак
тор также повышает активность промотора гена ти
розиназы – фермента, ответственного за синтез ме
ланина [42].

Нейропротекторное действие PEDF
Показана способность PeDF предотвращать апоп
тотическую гибель клеток культуры сетчаточных 
нейронов под действием H2

O
2
 [43]. Предварительная 

обработка фактором защищает пигментный эпите
лий от вызываемых H

2
O

2
 нарушений его барьерных 

функций. Он также предохраняет клетки от вызы
ваемых перекисью водорода перераспределения си
наптических белков окклудина и nкадгерина в со
ставе клеточных мембран пигментного эпителия, 
от реорганизации актина и активации сигнального 
каскада белка теплового шока p38/27кДа, который 
ее опосредует [44].

Фактор оказывает протекторное действие на куль
туру первичных гранулярных клеток мозжечка, вы
деленных из 8дневных крысят, значительно замед
ляя апоптоз клеток этой культуры, происходящий 
спонтанно или же вызванный депривацией сыво
ротки [45, 46]. Также PeDF предохраняет грануляр

ные клетки мозжечка [47], нейроны гиппокампа [48] 
и двигательные нейроны спинного мозга [49] от токси
ческого действия глутамата. По некоторым данным, 
основой механизма антиапоптотического действия 
PeDF на гранулярные клетки является активация 
транскрипционного фактора nFκB [50]. 

Антиангиогенное действие PEDF
PeDF является одним из наиболее мощных анти
ангиогенных факторов. Он ингибирует рост сосудов 
в роговице крысы, стимулированный сильнейшим 
ангиогенным фактором – bFGF. Действующая кон
центрация PeDF меньше, чем для наиболее мощных 
из известных антиангиогенных агентов – ангиостати
на, эндостатина и тромбоспондина [51]. Фактор уча
ствует в комплексном сбалансированном контроле 
ангиогенеза, противодействуя эффекту ангиогенных 
факторов, прежде всего VeGF (vascular endothelial 
growth factor) и bFGF (basic fibroblast growth factor) 
[52–55].

Насыщение тканей кислородом влияет на концен
трацию PeDF. При гипероксигенации у животных 
формируется сетчатка с пониженным количеством 
сосудов, при этом уровень экспрессии PeDF ока
зывается повышенным [56]. Гипероксигенация сти
мулирует выработку фактора; гипоксия, напротив, 
угнетает ее. 

В настоящее время выясняется механизм антиан
гиогенного эффекта PeDF. Эндотелиальные клетки 
обладают положительным хемотаксисом в отношении 
ангиогенных факторов. Соответственно один из пред
положительных механизмов такого действия PeDF 
заключается в ингибировании хемотаксиса эндоте
лиальных клеток, образующих стенки кровеносных 
сосудов, по отношению ко всем исследованным ан
гиогенным факторам – VeGF, PDGF, IL8 и др. [51].

По другим данным, причиной антиангиогенного эф
фекта PeDF является апоптоз эндотелиальных кле
ток [57]. Характерной особенностью фактора явля
ется селективное влияние только на развивающиеся 
сосуды, повреждения уже существующих он не вы
зывает [58]. Причиной такого избирательного дей
ствия служит инициация апоптоза, опосредованная 
Fasлигандом [59]. Ангиогенные агенты стимулируют 
экспрессию эндотелиальными клетками ряда анти
апоптотических молекул, повышающих их жизне
способность [60], а также экспрессию Fasрецепторов. 
Показано, что PeDF индуцирует выработку эндоте
лиальными клетками Fasлигандов, что при наличии 
достаточной плотности Fasрецепторов ведет к Fas
индуцированному апоптозу клеток развивающихся 
сосудов [59]. В сформированных же сосудах клетки 
эндотелия находятся в состоянии «ростового запре
та» и в плотном контакте друг с другом; экспрессия 
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Fasрецепторов в них снижена [61], что делает их за
щищенными от апоптотического действия PeDF. 

Однако, помимо того что PeDF может вызывать 
апоптоз путем увеличения экспрессии Fas/FasL, 
должны быть дополнительные способы его воздей
ствия на клетки, так как оно сохраняется у нока
утных по Fas и FasL мышей [57, 62, 63]. Показано, 
что PeDF способен активировать p38 MAPK в куль
туре эпителиальных клеток пупочной вены человека 
(HuVec), способствуя их фосфорилированию. Акти
вация p38 приводит к дальнейшей активации каспаз 
3, 8 и 9 и апоптотической гибели клетки [64].

Следует отметить, что фактор VeGF тоже способ
ствует фосфорилированию p38, причем при совмест
ной обработке с PeDF происходит потенцирование 
эффекта. Одной из важнейших функций VeGF яв
ляется защита эндотелиальных клеток от апопто
за, в том числе и в условиях обеднения среды. Ак
тивация киназы p38 VeGF связана с регуляцией ее 
транскрипции [65, 66], реорганизацией цитоскелета 
и миграцией клеток [67]. Представляется вероятным, 
что пороговая концентрация фосфорилированной 
p38 MAPK, необходимая для проявления проангио
генных эффектов, ниже концентрации, требуемой 
для активизации клеточной гибели. Опосредованное 
PeDF повышение уровня содержания активирован
ной p38 может приводить к превышению апоптотиче
ской пороговой концентрации белка и гибели клетки 
[64].

Стимулируя апоптоз эндотелиальных клеток, 
PeDF в то же время предотвращает апоптоз различ
ных клеток нейрального происхождения. На эндо
телиальные клетки разных фенотипов PeDF может 
оказывать и противоположное по характеру воздей
ствие [68]. Вероятно, в таких случаях действие фак
тора реализуется по разным, не связанным между 
собой механизмам. 

РецеПТоР PEDF
Разнообразные функции PeDF, очевидно, реализу
ются по разным механизмам. Однако представляется 
вероятным, что в большинстве случаев взаимодей
ствие PeDF с клеткой идет по лигандрецепторному 
типу; эффекты фактора блокируются антителами
антагонистами связывания с клеточной поверхно
стью [47, 69, 70]. 

Недавно в клетках сетчатки глаза методом двух
гибридной системы был идентифицирован ген [72], 
белковый продукт которого представляет собой 
рецептор PeDF, названный PeDFr. Ген локали
зован на участке 11p15.5 11 хромосомы и содержит 
10 экзонов и 9 интронов. мРНК транскрипты pedf-
r содержат 2122 основания. Они кодируют белко
вую последовательность из 504 аминокислот (масса 

55.315 кДа), содержащую четыре консенсусных сайта 
nгликозилирования. Экспрессируемый в эукариоти
ческих системах рецептор имеет массу около 81 кДа, 
близкую к массе ранее идентифицированных в клет
ках линии ретинобластомы человека Y79, а также 
в гранулярных нейронах мозжечка крысы и в сет
чатке быка, PeDFсвязывающих белков клеточной 
поверхности [70, 71]. 

Рецептор встречается главным образом в клетках 
ретинального пигментного эпителия, на внутренних 
сегментах фоторецепторов и нейрональных клет
ках сетчатки, хотя во внешних сегментах палочек 
он не обнаружен. Помимо нормального ретинального 
пигментного эпителия, PeDFr присутствует также 
в ряде других тканей и органов − в оптическом нерве, 
сосудистой оболочке глаза, в клетках ретинобласто
мы и раковых опухолей различного происхождения, 
а также в клетках мозга животных в условиях ис
тощения серотонина и катехоламинов. Ген рецептора 
у млекопитающих эволюционно консервативен. Наи
большая его консервативность показана для PeDF
r человека и мыши (89%) и для PeDFr человека 
и крысы (также 89%). Гомологичные гену PeDFr 
последовательности обнаружены в геномах нематод 
(caenorhabditis elegans) и комаров (Anopheles gam-
biae). 

PeDFr представляет собой трансмембранный бе
лок, имеющий четыре трансмембранных, два внекле
точных и три внутриклеточных домена; n и Сконцы 
молекулы экспонированы во внутриклеточное про
странство (рис. 6) [72]. 

PeDFr способен связываться с  PeDF с 
Kd

 ~ 3.03 ± 0.716 нM как в растворе, так и в усло
виях иммобилизации одного из белков, не теряя 
эту способность даже после денатурации и ре
фолдинга. Посттрансляционные модификации, 
в частности nгликозилирование, не являются не
обходимым условием для связывания фактора с ре

Рис. 6. Прогнозируемая по аминокислотной после-
довательности топология PEDF-R. Жирными линиями 
показаны трансмембранные участки [72].

N1

С
504

внеклеточное 
пространство

мембрана

цитоплазма
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цептором – экспрессированный в бактериальных 
системах PeDFr взаимодействует с PeDF с прак
тически неизменной константой диссоциации. Иден
тифицирован ответственный за связывание фактора 
фрагмент PeDFr – 12с (Gln250Arg383). Показано, 
что этот фрагмент высокогомологичен коллагену I 
крысы. Вероятно, однако, что не только этот фраг
мент отвечает за связывание PeDF, поскольку фак
тор взаимодействует с полноразмерным рецептором 
с более высокой аффинностью, константа диссоциа
ции последнего почти на 2 порядка выше, чем у фраг
мента 12с (K

d.12с
 ~ 134 нM). 

Во взаимодействии фактора с рецептором при
нимает участие фрагмент молекулы PeDF Val78
thr121. Его синтетический 44членный пептидный 
аналог сохраняет способность связываться с рецеп
тором [70].

Помимо способности связывать PeDF, PeDFr 
проявляет фосфолипазную активность и классифи
цирован как член семейства кальцийнезависимых 
фосфолипаз А

2
. В последовательности PeDFr иденти

фицировано 2 пространственно сближенных пататин
подобных фрагмента (Asn39Ala54 и Ser158tyr177), 
образующих каталитическую диаду Ser47/Asp166, 
присутствующую в активных центрах пататина B

2
 

и цитозольных фосфолипаз A
2
 человека [73]. 

Фосфолипазы A
2
 высвобождают лизофосфолипи

ды, участвующие в клеточной сигнализации и влия
ющие на развитие и функционирование всех систем 
органов млекопитающих [74]. Также фосфолипазы 
A

2
 высвобождают из клеточной мембраны биологи

чески активные жирные кислоты, служащие вто
ричными мессенджерами или предшественниками 
эйкозаноидов, опосредующих передачу сигналов [75]. 
Наиболее часто встречающиеся в мембранах клеток 
сетчатки и центральной нервной системы арахидо
новая и докозагексаеновая кислоты способны влиять 
на выживаемость клеток сетчатки и нервных клеток 
[76, 77] и подобно PeDF обладают противоопухолевой 
и антиангиогенной активностями [78, 79]. 

PeDFr способен расщеплять арахидоноилsn
глицерин3фосфохолин, высвобождая арахидоно
вую кислоту [80]; и, хотя в настоящий момент нет 
эмпирических данных о высвобождении PeDFr 
докозагексаеновой кислоты, показано, что PeDF 
в субнаномолярных концентрациях способен акти
вировать синтез и высвобождение ее производных 
в клетках линии ArPe19 человека [81, 82]. Эти дан
ные говорят о том, что PeDF может способствовать 
выживанию клеток сетчатки посредством влияния 
на липидные сигнальные пути, связанные с PeDF
r. При взаимодействии PeDF со своим рецептором 
PeDFr происходит высвобождение из клеточных 
мембран жирных кислот и лизофосфолипидов, дей

ствующих как пара, так и аутокринно, с одной сто
роны повышая выживаемость и способность к диф
ференцировке нейрональных клеток, а с другой 
вызывая необратимую гибель опухолевых и эндоте
лиальных клеток [72]. 

PEDF кАк субсТРАТ MMP-2 и MMP-9
Как уже упоминалось выше, регуляция ангиогене
за тесно связана с количественным соотношением 
между факторами дифференцировки VeGF и PeDF. 
Показано, что при возрастании концентрации эк
зогенного PeDF в модели хороидальной неоваску
ляризации стимулируется продукция VeGF эндо
телиальными клетками. Увеличение концентрации 
VeGF, в свою очередь, может индуцировать продук
цию матриксных металлопротеиназ MMP2 и 9 (или 
соответственно желатиназ A и B). Активированные 
протеиназы расщепляют компоненты внеклеточного 
матрикса, а также связанный с ними PeDF, не воз
действуя при этом на VeGF. Таким образом, в ответ 
на повышение концентрации PeDF усиливается его 
инактивация MMP, возрастает соотношение факто
ров VeGF/PeDF и стимулируется ангиогенез. 

Наиболее доступным для протеолиза MMP2 и 9 
сайтом в составе PeDF является участок экспони
рованной петли, содержащий в своем составе связь 
Leu382–thr383. Однако, помимо этой связи, последо
вательность PeDF содержит ряд частично или пол
ностью “скрытых” третичной структурой сайтов 
протеолиза MMP2 и 9, в меньшей степени доступ
ных для атаки матриксными металлопротеиназами. 
Вероятно, в результате действия MMP2 и/или 9 
происходит постепенная потеря третичной структу
ры молекулы PeDF, что делает доступными для ме
таллопротеиназ дополнительные внутренние связи. 
При полном протеолизе образуется множество пеп
тидных продуктов, которые не проявляют антиангио
генной и нейротрофной активностей, хотя сохраняют 
способность связываться с внеклеточным матриксом. 
Таким образом, матриксные металлопротеиназы мо
гут инактивировать PeDF тем же путем, что и в слу
чае ингибиторных серпинов (например, антитрипсина 
и антитромбина III), действуя на реакционный центр 
петли и, предположительно, образуя с молекулой 
фактора устойчивый неактивный комплекс (хотя су
ществование такого комплекса пока не обнаружено). 
Однако нельзя исключить возможность, что потеря 
PeDF его биологических активностей достигается 
путем постепенного полного протеолиза белка [83].

зАключеНие
Белок PeDF интенсивно изучается в течение ряда 
лет, причем с каждым годом число этих исследова
ний возрастает. Выявлено, что этот белок является 
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регулятором широкого спектра процессов, проис
ходящих в клетках и тканях различных эукариоти
ческих организмов, в том числе человека. PeDF на
ходится в центре внутриклеточных взаимодействий 
высокого уровня, и, возможно, еще не все узлы мета
болитических путей клетки, в которых он участвует, 
выявлены. Антипролиферативная, антиангиогенная, 
протекторная, дифференцирующая и другие актив
ности PeDF представляют чрезвычайный интерес 

не только с точки зрения фундаментальной науки, 
но и в свете возможного терапевтического использо
вания этого белка при лечении различных заболева
ний, в том числе нейродегенеративных поражений 
зрительной и нервной систем, а также опухолевых 
процессов.  

Работа финансировалась Программой Президиума 
РАН «Молекулярная и клеточная биология».
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РеФеРАТ Анкилозирующий спондилит – аутоиммунное заболевание, в развитие которого вовлечен целый 
ряд генов, продукты которых выполняют различные функции в системе иммунитета. С повышенным 
риском развития анкилозирующего спондилита ассоциирован ряд несинонимичных однонуклеотидных 
полиморфизмов в кодирующей части гена аминопептидазы ERAP1. Мы провели анализ представлен-
ности аллельных вариантов гена erap1 по пяти несинонимичным однонуклеотидным полиморфизмам, 
связанным с риском развития заболевания среди представителей европеоидной расы. С помощью аллель-
специфической ПЦР определены генотипы 84 больных и 77 здоровых доноров из российской популяции, 
положительных по аллельному варианту hla-B*27. Мы установили статистически достоверные отличия 
представленности аллельных вариантов по трем из пяти маркеров среди больных по сравнению с кон-
трольной группой. По результатам генотипирования восстановлены теоретические гаплотипы по трем 
маркерам гена erap1 и найдены два гаплотипа, представленность которых достоверно различается между 
выборками. Один из этих гаплотипов определен как предположительно рисковый, второй – как пред-
положительно протективный. С использованием образцов кДНК и аллель-специфических пар прайме-
ров восстановлены фактические гаплотипы в выборке больных. Показано соответствие теоретически 
рассчитанных частот гаплотипов и определенных экспериментально. Частота рискового гаплотипа ССТ 
(rs17482078/10050860/2287987) в группе больных составила 88%, что полностью соответствовало резуль-
татам EM-реконструкции.
ключеВые слоВА аминопептидаза ERAP1, однонуклеотидный полиморфизм, аллель-специфическая ПЦР, 
гаплотип, анкилозирующий спондилит.
сПисок сокРАщеНий АС – анкилозирующий спондилит; ЭПР – эндоплазматический ретикулум; МНС – 
главный комплекс гистосовместимости; ФНО, РФНО – фактор некроза опухоли, рецептор фактора некроза 
опухоли; ИЛ – интерлейкин.

ВВеДеНие
Анкилозирующий спондилит (АС) – аутоиммунное 
заболевание, относящееся к группе спондилоартро
патий, для которого характерно развитие воспаления 
суставов осевого скелета с последующим формирова
нием участков окостенения. Признаки заболевания 
появляются в основном в возрасте 20–25 лет и мед
ленно прогрессируют в течение всей жизни. К на
стоящему времени выявлен ряд ассоциаций риска 
развития заболевания с несколькими геномными ло

кусами, продукты которых действуют на разных ста
диях иммунного ответа. По результатам близнецовых 
исследований у монозиготных близнецов конкордант
ность варьирует от 26 до 60%, в то время как у дизи
готных – от 4 до 20%, что демонстрирует важность 
генетического окружения для развития АС [1–3].

Наиболее строгая ассоциация с развитием заболе
вания выявлена для аллельного варианта hla-B*27 
гена МНС типа I. Среди больных АС представите
лей европеоидной расы около 90% – носители дан
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ного аллеля, однако заболевание развивается только 
у 5% носителей hla-B*27 [4]. В результате крупномас
штабных полногеномных исследований, проведенных 
на больших выборках больных и здоровых доноров, 
обнаружены ассоциации однонуклеотидных замен 
в нескольких геномных локусах, не относящихся 
к МНСI. Для этих локусов характерна менее строгая 
ассоциация с риском развития АС. Среди неМНС
локусов наиболее сильная ассоциация показана 
для гена аминопептидазы erap1 [5, 6]. 

Аминопептидаза erAP1 принимает участие в ряде 
процессов в ходе иммунного ответа. Различия в функ
циональной роли белка связаны, вероятно, с тем 
или иным месторасположением erAP1. Так, основ
ным местом локализации erAP1 в клетках челове
ка и мыши признан эндоплазматический ретикулум 
(ЭПР), вместе с тем, в ряде клеток человека существу
ют формы белка, связанные с внешней поверхностью 
цитоплазматической мембраны либо секретируемые 
в межклеточное пространство [7]. Одной из функций 
erAP1 является nконцевой протеолиз пептидов, 
образующихся в ходе деградации клеточных белков 
с участием протеасомы, для презентации их в кон
тексте молекул МНСI. Кроме того, erAP1 связана 
с образованием растворимой формы рецептора типа 1 
фактора некроза опухоли (РФНО1) и растворимых 
форм рецепторов интерлейкинов (ИЛ) 1 и 6, играя 
важную роль в регуляции иммунного ответа [8–10].

Проведенные к настоящему времени исследования 
на выборках различной этнической принадлежно
сти и степени генетической однородности по hla-b-
локусу выявили в кодирующей части гена erap1 ряд 
несинонимичных однонуклеотидных полиморфиз
мов, ассоциированных с повышенным риском раз
вития АС [11–15]. При этом набор ассоциированных 
с АС полиморфизмов в этих работах различается, 
что, вероятно, связано с генетическими особенностя
ми исследованных выборок.

Наличие аминокислотных замен и их сочетаний, 
обу словленных несинонимичными заменами, возмож
но, приводит к образованию вариантов аминопепти
дазы с различной активностью, а также к нарушению 
процессинга презентируемых пептидов или регуляции 
активности клеток иммунной системы посредством 
ФНО или ИЛ1 и 6. Предполагаемая роль erAP1 
в развитии АС может заключаться в презентации 
молекулами МНСI неправильных пептидов вслед
ствие нарушения функций протеиназы, что может 
приводить к распознаванию представленных пепти
дов как чужеродных, а также к повышению уровня 
свободных молекул МНСI или гомодимеров, состоя
щих только из тяжелых цепей на поверхности клетки. 
В результате возможно развитие неспецифических 
иммунных реакций против клеток, продуцирующих 

неправильно свернутые белки [16]. Нарушение актив
ности аминопептидазы в отношении рецепторов к ИЛ 
также может объяснять вклад мутантных вариантов 
erAP1 в развитие АС.

В нашей работе мы определили частоты встречае
мости аллельных вариантов гена erap1 и соответству
ющих генотипов по пяти молекулярногенетическим 
маркерам, представляющим собой однонуклеотид
ные несинонимичные замены в кодирующей части 
гена у больных АС и у здоровых доноров из рос
сийской популяции. Все больные и все члены кон
трольной группы были положительными по аллелю 
hla-B*27. Для генотипирования были выбраны мар
керы rs2287987 (Met349Val), rs30187 (Lys528Arg), 
rs10050860 (Asp575Asn), rs17482078 (Arg725Gln) 
и rs27044 (Glu730Gln), ассоциированные с АС по дан
ным разных авторов [11–15]. Расположение указан
ных несинонимичных замен в кодирующей части гена 
erap1 позволяет предполагать функциональную зна
чимость соответствующих аминокислотных замен.

Результаты определения генотипов были ис
пользованы для построения расчетных гаплотипов 
по указанным маркерам и последующего анализа ас
социации аллельных вариантов erap1 с риском раз
вития АС.

эксПеРиМеНТАльНАя чАсТь

Образцы геномной ДНК и РНК
В работе использованы образцы геномной ДНК, по
лученные из периферической крови 77 hla-B*27-
положительных здоровых доноров в возрасте от 21 
до 63 лет и 84 hla-B*27-положительных больных c 
аксиальной формой АС. Геномную ДНК выделяли 
из лейкоцитарной фракции крови с помощью набора 
реактивов Diatom Prep 100 (Лаборатория Изоген, Мо
сква) в соответствии с инструкцией производителя. 

Образцы суммарной РНК больных выделя
ли из лейкоцитарной фракции периферической 
крови с помощью реактива «trIzol» (Invitrogen 
Lifetechnologies, США) в соответствии со стандарт
ным протоколом производителя.

Синтез первых цепей кДНК
Синтез первых цепей кДНК проводили, используя 
1–2 мкг суммарной РНК с помощью набора для син
теза первых цепей кДНК «Mint» (Евроген, Россия), 
в соответствии с протоколом производителя.

Определение гено- и гаплотипов
Генотипирование проводили методом аллель
специфической ПЦР с использованием сочетания 
пар праймеров, соответствующего определяемо
му молекулярногенетическому маркеру (табл. 1): 
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аллельспецифический праймер к определяемо
му маркеру совместно с праймером, специфичным 
к ближайшему интрону. Генотип определяли по на
личию или отсутствию продукта ПЦР соответствую
щей длины. Для определения гаплотипов использо
вали аллельспецифическую ПЦР с кДНК в качестве 
матрицы, прямой и обратный аллельспецифические 
праймеры к соответствующей паре маркеров.

Для повышения дискриминирующей способности 
в каждый из аллельспецифических праймеров был 
введен некомплементарный матрице нуклеотид в по
ложение 3. Достоверность результатов подтверж
дали независимым повторением гено и гаплотипи
рования, а также непротиворечивостью результатов 
определения гено и гаплотипов.

Реакцию ПЦР проводили в объеме 15 мкл при тем
пературе отжига праймеров 65ºС с использованием 
набора HS TaqДНКполимераза (Евроген, Россия) 
в течение 30 и 33 циклов для генотипирования и га
плотипирования соответственно.

Статистическая обработка результатов
Для статистической обработки результа
тов использовали программы: Haploview 4.1 
(http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview) 
и Genetic Data Analysis (Lewis, P. O., and Zaykin, D. 
2001. Genetic Data Analysis: computer program for 
the analysis of allelic data. http://lewis.eeb.uconn.edu/
lewishome/software.html).

Соответствие частот генотипов равновесному рас
пределению по закону Харди–Вайнберга оценивали 
с помощью точного критерия, описанного в работе 
G. Abecasis и J. Wigginton [17], а также с помощью 
точного критерия Фишера.

Значимость различий частот встречаемости ал
лельных вариантов по отдельным молекулярно
генетическим маркерам и теоретических значений 
встречаемости определенных гаплотипов определяли 
с помощью стандартного критерия χ2 с учетом поправ
ки Йейтса. Величину фактора риска (Or) и довери
тельный интервал (cI95%) рассчитывали с помощью 
onlineкалькулятора (www.openepi.com).

Для определения неравновесного сцепления между 
маркерами и расчета теоретических частот встреча
емости гаплотипов использовали алгоритм, предла
гаемый программой Haploview 4.1 (eM – expectation
maximization algorithm). Строгое неравновесное 
сцепление определяли как D' ≥ 0.8, cI95% 0.7–0.99 [18]. 

Результаты определения теоретических частот 
встречаемости гаплотипов были подтверждены 
с иcпользованием байесовского алгоритма програм
мы PHASe 2.1.

РезульТАТы и обсужДеНие

Частота встречаемости минорных аллельных вари-
антов гена erap1 по трем маркерам снижена у боль-
ных АС

Используя набор аллельспецифических прайме
ров (табл. 1, рис. 1), мы определили частоты встре
чаемости 10 аллельных вариантов гена erap1 и соот

Таблица 1. Структура праймеров, использованных 
в работе 

Праймер Нуклеотидная последовательность (5’–3’)

30A For AtGAAcActtGGAcActGcAcAA
30G For AtGAAcActtGGAcActGcAcAG
27c rev cAcAcAGGcGAGGAGtAGtAGAtc
27G rev cAcAcAGGcGAGGAGtAGtAGAtG
100G For cAttcAtcAccAGcAAAtGcG
100A For cAttcAtcAccAGcAAAtGcA
174t rev tAGtAGttSActccGcAGcAAtt
174c rev tAGtAGttSActccGcAGcAAtc
228A For AtcAAGtAAGcttGGcAtcAGAA
228G For AtcAAGtAAGcttGGcAtcAGAG

228 int AAcAAAttAAcctcAAAtGtGAAG
30 int cctccttAAtcctActGGGAAGAt

100 int GGccAtAcAtAtGAtAtAAcccAGtA
174&27 int ctGGGActcttcAtGGtActtGAG

Рис. 1 . Схема расположения праймеров для определения аллельных вариантов гена erap1. Показаны: экзоны 
и интроны гена erap1, номера экзонов, названия праймеров, длины получаемых продуктов ПЦР в п.о.

228 For A 30 For A  100 For A  174&27 int

228 int  30 int 100 int 

500 п.о. 297 п.о. 315 п.о.

G G G

C 27 Rev
C  174 Rev
T G

~450 п.о.

1 2 5 6 10 11 12 13 14 15 21



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ТОМ 2  № 3 (6)  2010 | ActA nAturAe | 89

ветствующих генотипов в выборке из 84 больных АС 
и в контрольной группе из 77 здоровых доноров, по
ложительных по аллельному варианту hlaВ27. Ал
лельные варианты гена erap1 содержали различные 
молекулярногенетические маркеры: rs2287987 (c/t, 
Met349Val), rs30187 (c/t, Lys528Arg), rs10050860 
(c/t, Asp575Asn), rs17482078 (c/t, Arg725Gln) 
и rs27044 (c/G, Glu730Gln) – несинонимичные од
нонуклеотидные замены в кодирующей части гена, 
приводящие к возникновению аминокислотных замен 
в молекуле белка. Несинонимичные замены в коди
рующей части гена erap1 могут приводить к образо
ванию функционально различных продуктов, способ
ных, возможно, влиять на развитие аутоиммунной 
патологии или оказывать протективный эффект. 
Каждый из пары аллельных вариантов, определяе
мых по соответствующему маркеру, как показано 
ранее другими авторами [11–15], ассоциирован с по
вышенным риском развития АС. Два из пяти ис
следуемых маркеров “расположены” вблизи пред
полагаемых активных центров аминопептидазы: 
rs2287987 – вблизи центра связывания иона Zn2+ [11], 
rs30187 – вблизи предполагаемого субстратсвязы
вающего кармана [19] (рис. 2).

В обеих выборках распределение генотипов 
по каждой паре аллельных вариантов всех пяти по
лиморфизмов не отклонялось значимо от равновес
ного распределения частот генотипов в популяции 
согласно закону Харди–Вайнберга.

Анализ результатов генотипирования показал, 
что частота встречаемости минорных аллельных 
вариантов гена по трем из пяти маркеров: rs2287987 
(p < 0.002, Or = 0.35), rs10050860 (p < 0.004, Or = 0.39) 
и rs17482078 (p < 0.05, Or = 0.52), значимо снижена 
среди больных АС в российской популяции по срав
нению со здоровыми донорами (табл. 2). По результа
там ассоциативного анализа три аллельных варианта 
гена erap1 статистически достоверно ассоциированы 
с повышенным риском развития АС: rs2287987 [t] 
(Or = 2.86), rs10050860 [c] (Or = 2.54) и rs17482078 
[c] (Or = 1.91). В то же время наши результаты де
монстрируют отсутствие достоверной ассоциации 
аллельных вариантов по полиморфизмам rs30187 
и rs27044 с АС в российской популяции. 

Снижение частоты встречаемости минорных алле
лей по маркерам rs2287987, rs10050860 и rs17482078 
сопровождается снижением количества гетерози
гот по минорному аллелю и возрастанием количе
ства гомозигот по противоположному варианту гена 
в группе больных по сравнению с контрольной груп
пой. Гетерозиготность по маркерам rs30187 и rs27044, 
не ассоциированным с АС в российской популяции, 
наоборот, возрастает у больных, однако частота ми
норного аллельного варианта при этом меняется не
значительно.

Полученные нами результаты в основном со
гласуются с результатами других исследователей. 
В ряде работ установлена ассоциация всех пяти ис
пользованных нами маркеров с риском развития АС 
[5, 6, 11], однако выборки больных и здоровых доно
ров в этих работах содержали значительную долю 
hlaB27-отрицательных доноров. В двух других ис
следованиях, выполненных на выборках, полностью 
или на 77–85% положительных по hlaB27 [14, 15], 
показано отсутствие ассоциации с риском разви
тия АС аллельных вариантов по маркерам rs30187 
и rs17482078 и наличие ассоциации с маркерами 
rs2287987, rs10050860 и rs27044 в первом случае. 
Во второй работе с риском развития АС были ас
социированы аллельные варианты по маркерам 
rs10050860 и rs30187, но не rs27044.

В корейской популяции ассоциации с АС выявлены 
только для маркеров rs27044 и rs30187, тогда как ча
стоты встречаемости аллельных вариантов по мар
керам rs2287987, rs10050860 и rs17482078 не отлича
лись достоверно в выборке больных и в контрольной 
группе [12].

Различия в результатах ассоциативного анализа, 
полученных разными группами, вероятно, связаны 
со значительными отличиями частот встречаемости 
рассматриваемых аллелей erap1 в исследованных по
пуляциях. Другой причиной несоответствия выводов 
процитированных работ может быть генетическая 

D575N

K528L

M349V

Q730E R725Q

Рис. 2. Предполагаемая трехмерная структура бел-
ка ERAP1, смоделированная на основе структурной 
гомологии (по [11] с изменениями). Указаны положе-
ния аминокислотных замен, связанных с маркерами, 
по которым в настоящей работе определяли аллель-
ные варианты гена erap1 (синие сферы). Активный 
центр молекулы вокруг атома Zn (красный шарик) 
выделен голубым цветом.
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разнородность по локусу hlaB27 анализируемых 
авторами парных выборок больных АС и здоровых 
доноров. В нашей работе при формировании выборок 
мы особое внимание уделяли их генетической одно
родности по локусу hlaB27 и однотипности клини
ческих проявлений заболевания, что существенно 
снижало риск низкой достоверности выявляемых 
ассоциаций. 

Определение теоретической частоты встречаемости 
гаплотипов на основе результатов генотипирования
По результатам генотипирования двух выборок была 
определена теоретическая частота встречаемости га
плотипов по исследуемым маркерам и проведен по
иск гаплотипов, частота встречаемости которых до
стоверно повышена среди больных АС и, возможно, 
связанных с риском развития АС. С этой целью с ис
пользованием программы Haploview 4.1 была опре
делена степень неравновесного сцепления (linkage 
disequilibrium) между парами аллельных вариантов 
по исследуемым маркерам. Полиморфизмы rs2287987, 
rs10050860 и rs17482078 находились в статистиче
ски достоверном попарном строгом неравновесном 
сцеплении (D' ≥ 0.85, 95%cI 0.76–0.99, по [18]) и были 
объединены в блок. Для маркеров в блоке были рас
считаны теоретические частоты встречаемости гапло

типов в выборках больных АС и здоровых индивидов. 
Из дальнейшего анализа были исключены гаплотипы 
с расчетной частотой встречаемости менее 5%. 

Гаплотип cct, по результатам анализа расчет
ных частот встречаемости гаплотипов, статистиче
ски достоверно ассоциирован с риском развития АС 
(p < 0.03, Or 1.96), в то время как расчетная часто
та гаплотипа ТТС достоверно ниже в выборке боль
ных по сравнению с выборкой здоровых доноров 
(p < 0.003, Or 0.33) (табл. 3).

Определение фактических частот встречаемости 
гаплотипов erap1 в выборке больных АС из россий-
ской популяции
С использованием попарных комбинаций аллель
специфических праймеров к исследуемым маркерам 
и образцов кДНК той же выборки больных определе
ны фактические частоты встречаемости гаплотипов 
по пяти молекулярногенетическим маркерам гена 
erap1. В табл. 4 представлено распределение частот 
встречаемости фактических гаплотипов в выборке 
больных по всем пяти маркерам, а также по тем трем 
из них, для которых нами показана статистически 
достоверная связь с риском развития АС при ана
лизе отдельных маркеров. В таблице не приведены 
гаплотипы, встречаемость которых составила менее 

Таблица 2. Частоты встречаемости аллельных вариантов и генотипов по исследуемым генетическим маркерам 
среди двух выборок

Маркер 
[полиморфный 

нуклеотид]

Больные АС,
n = 84

Здоровые доноры,
n = 77

p Or
(95%cI)MAF*

[нуклеотид минор
ного аллеля]

Число геноти
пов (частота)

MAF*
[нуклеотид минор

ного аллеля]

Число генотипов 
(частота)

rs2287987 [c/t] 0.09
[c]

СС 1 (0.01)
0.22
[c]

СС 3 (0.04)

0.002 0.35
(0.18–0.68)ct 13 (0.15) ct 26 (0.36)

tt 70 (0.84) tt 44 (0.60)

rs30187 [c/t] 0.37
[t]

СС 29 (0.35)
0.33
[t]

СС 35 (0.45)
0.55 1.18

(0.75–1.87)ct 48 (0.57) ct 33 (0.43)
tt 7 (0.08) tt 9 (0.12)

rs10050860 
[c/t]

0.11
[t]

СС 66 (0.78)
0.23
[t]

СС 46 (0.60)

0.004 0.39
(0.21–0.73)ct 18 (0.21) ct 26 (0.34)

tt  tt 5 (0.06)

rs17482078 
[c/t]

0.13
[t]

СС 65 (0.77)
0.21
[t]

СС 47 (0.61)

0.046 0.52
(0.29–0.95)ct 17 (0.20) ct 27 (0.35)

tt 2 (0.02) tt 3 (0.04)

rs27044 [c/G] 0.33
[G]

GG 7 (0.08)
0.29
[G]

GG 9 (0.12)

0.47 1.23
(0.76–1.97)Gc 42 (0.5) Gc 26 (0.34)

cc 35 (0.42) cc 42 (0.55)

*MAF – частота минорного аллельного варианта.
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5%, за исключением гаплотипа ttc, определенного 
как предположительно протективный на основе тео
ретических расчетов. 

Фактическая частота встречаемости предполо
жительно рискового гаплотипа ССТ среди больных 
АС составляет около 88%, что хорошо согласуется 
с теоретически рассчитанной частотой. Фактическая 
частота встречаемости предположительно протек
тивного гаплотипа ТТС составляет около 1%, тогда 

как теоретически рассчитанная величина равна при
мерно 8% (табл. 3). Эти различия, возможно, связа
ны с недостаточным для достоверного определения 
фактической частоты встречаемости протективного 
гаплотипа размером выборки больных АС.

Описанный в нашей работе аллельный вариант 
гена erap1, ассоциированный с повышенным риском 
развития АС, совпадает в большинстве позиций с ва
риантами, обнаруженными ранее на выборках боль
ных и здоровых представителей европейских попу
ляций (табл. 5). 

Однако в настоящее время имеются противоре
чивые данные о рисковых гаплотипах по маркерам 
rs27044 и rs30187 в различных популяциях. Так, 
в работе Maksymowych и соавт. [14] выявлена ассо
циация Саллеля (маркер rs27044) с риском разви
тия АС, тогда как в работе Pazar и соавт. [15] пока
зано, что Gаллель по тому же маркеру характерен 
для обоих выявленных рисковых гаплотипов. Причем 
два рисковых гаплотипа, описанных в данной работе 
[15], инвариантны по маркеру rs30187. Эти результа
ты, а также противоречивость данных об ассоциации 
аллельных вариантов гена erap1 по маркерам rs27044 
и rs30187 с риском развития АС, возможно, означают, 
что кодируемые данными полиморфизмами амино
кислотные замены не влияют на активность амино
пептидазы и ее участие в развитии АС. Описанные 
ассоциации могут быть вызваны как неоднородным 
составом выборок больных, так и генетической сце
пленностью этих полиморфизмов с другими несино

Таблица 3. Расчетные частоты встречаемости гаплотипов по маркерам rs17482078/10050860/2287987, ассоции-
рованным с риском развития АС в российской популяции

Гаплотип Частота встречаемости среди 
больных АС, n = 84

Частота встречаемости среди здоро
вых доноров, n = 77 р Or

(95%cI)

ССТ 0.86 0.75 0.026 1.96
(1.12–3.46)

ТТС 0.08 0.2 0.003 0.33
(0.17–0.67)

Таблица 4. Распределение фактических гаплотипов 
в выборке больных АС российской популяции

Гаплотип* Количество гаплотипов среди больных АС 
(частота встречаемости), n = 69

rs27044/17482078/10050860/30187/2287987

cCCcT 70 (0.51)
GCCtT 36 (0.26)
GCCcT 8 (0.06)
cCCtT 7 (0.05)
GttGt 7 (0.05)
СТТСС 2 (0.01)

rs17482078/10050860/2287987
ССТ 121 (0.88)
ttt 7 (0.05)
ТТС 2 (0.01)

*Подчеркнуты и выделены жирным нуклеотиды, вхо-
дящие в состав теоретически определенных рискового 
и протективного гаплотипов.

Таблица 5. Аллельные варианты erap1, ассоциированные с повышенным риском развития анкилозирующего 
спондилита в различных популяциях 

rs27044 rs17482078 rs10050860 rs30187 rs2287987 Ссылка

С  С t  [14]
G c c t t [15]
G c c c t [15]
G c c t  [12]
G   t  [13]
 c c  t Настоящая работа
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нимичными заменами, определяющими изменение 
функциональных свойств аминопептидазы, которые 
могут быть существенны для развития АС.

Опубликованные результаты немногочисленных 
исследований in vitro свидетельствуют о значитель
ном влиянии на активность аминопептидазы erAP1 
замены Lys528Arg, которая кодируется полиморфиз
мом rs30187. Goto и соавт. [19] показали, что вариант 
erAP1, содержащий Arg в положении 528, имеет 
сниженную пептидазную активность по отношению 
к синтетическим субстратам и к природным гормо
нам – ангиотензину II и каллидину. В этой же рабо
те [19] показано, что замена Gln730Glu, кодируемая 
полиморфизмом rs27044, и замена Asp575Asn, ко
дируемая полиморфизмом rs10050860, практически 
не влияют на активность пептидазы по отношению 
к синтетическим и природным субстратам. При тран
зиентной экспрессии erap1 в линии клеток мелано
мы показано, что аминокислотная замена Met349Val 
(полиморфизм rs2287987) увеличивает пептидазную 
активность erAP1 в отношении синтетического суб
страта [20]. Сопоставление аминокислотных замен, 
охарактеризованных в процитированных выше ра
ботах, с результатами ассоциативного анализа, про
веденного как в нашей работе, так и другими автора
ми (табл. 5), позволяет предполагать, что некоторые 
из ассоциированных с АС несинонимичных замен 
способны изменять пептидазную активность erAP1. 
Вместе с тем большая часть строго ассоциированных 
с заболеванием аллелей, вероятно, имеет иные функ
циональные проявления, поскольку соответствую
щие аминокислотные замены не влияют на актив
ность белка в отношении синтетических субстратов.

Мнимые несоответствия результатов функцио
нальных тестов и ассоциативного анализа могут быть 

преодолены при определении гаплотипов, характери
зующих выборки больных и здоровых. В нашей рабо
те мы выявили рисковый ССТ и протективный ТТС
гаплотипы по маркерам rs17482078/10050860/2287987. 
Представленность каждого из гаплотипов достовер
но повышена в соответствующей выборке (табл. 4). 
Одна из кодируемых протективным гаплотипом за
мен – Met349Val – приводит к увеличению активно
сти erAP1 в отношении некоторых субстратов [20]. 
Поэтому можно предположить, что повышение пепти
дазной активности erAP1 защищает от развития АС. 
Протективный эффект гаплотипа ТТС может быть 
связан с активностью erAP1 в отношении рецепторов 
провоспалительных цитокинов или обеспечением пра
вильной презентации пептидов на молекулах МНСI. 
Напротив, несинонимичные замены рискового гапло
типа ССТ приводят, возможно, к повышению уровня 
мембраносвязанных форм РФНО1, рецепторов ИЛ6 
и ИЛ1. 

Принимая во внимание, что АС относится к муль
тигенным заболеваниям, в дальнейшем, изучая роль 
erAP1 в развитии АС, необходимо как определять 
функции аллельных вариантов гена, так и учитывать 
предполагаемое взаимодействие белка с продукта
ми других генов, ассоциированных с заболеванием. 
В реализации подобных взаимодействий, возмож
но, состоит функциональная роль несинонимичных 
замен в рисковом гаплотипе гена erap1, выявленном 
нами для популяции Центральной России. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
программы Президиума РАН «Молекулярная 
и клеточная биология» и грантов Российского 

фонда фундаментальных исследований  
(№ 10-04-01771-а и 11-04-01585-а).
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РеФеРАТ Проведено исследование транскриптомов Mycobacterium avium (штамм 724R) при инфекции мы-
шей различных линий – генетически чувствительных и резистентных к этим бактериям. Определен набор 
генов M. avium, транскрибирующихся в легочной ткани мышей сравниваемых линий, и выявлены диффе-
ренциально транскрибирующиеся гены. Продемонстрировано, что при развитии инфекции в генетически 
восприимчивом организме повышена экспрессия ряда генов, отвечающих за восстановление NO, осущест-
вление цикла Кребса и окислительного фосфорилирования, биосинтез жирных кислот, модификацию ге-
нома, репликацию и трансляцию. При развитии инфекции в резистентном организме повышена экспрессия 
ряда генов, отвечающих за изменение свойств клеточной поверхности, переход к анаэробному нитратному 
дыханию, деградацию жирных кислот, синтез полициклических производных жирных кислот, биосинтез 
микобактина и других поликетидов. По-видимому, при персистировании M. avium в резистентном организ-
ме наблюдается переход к хроническому состоянию, которое вызвано дефицитом двухвалентных ионов ме-
таллов и характеризуется переходом к анаэробному типу дыхания, получением энергии за счет деградации 
жирных кислот и изменением свойств клеточной стенки.
ключеВые слоВА Mycobacterium avium, анализ транскриптома in vivo, клонирование идентичных после-
довательностей (coincidence cloning), RNA-seq.

ВВеДеНие
Инфекционные заболевания, вызываемые вну
триклеточными патогенными бактериями, – одна 
из важных проблем современного мирового здраво
охранения. Развитие инфекционного процесса зави
сит не только от защитных механизмов (природный 
и приобретенный иммунный ответ, барьерные функ
ции слизистых), но и от специфической экспрессии 
бактериальных генов. Изменения в экспрессии, воз
никающие в ответ на защитную реакцию организма
хозяина, являются необходимым условием для вы
живания и функционирования патогенных бактерий. 
Анализ этих изменений необходим для понимания 
патогенеза инфекционного заболевания и выработки 
подходов к наиболее эффективному лечению. 

 Mycobacterium avium – это широко распростра
ненные в окружающей среде микобактерии, которые 

становятся внутриклеточными патогенами человека 
в отсутствие нормального Тклеточного иммунитета 
[1, 2]. Они выявляются приблизительно у 70% паци
ентов со сформировавшимся неизлечимым СПИДом 
и считаются главной причиной смерти таких боль
ных [3]. На фоне частично ослабленного иммуните
та, например у пожилых людей и детей, M. avium 
может вызывать хронические заболевания легких 
[4–6]. При моделировании инфекции на мышах ли
нии c57BL/6 (B6) и производных от нее линий, несу
щих нокаутмутации существенных для иммунитета 
генов, было показано, что Тклеточный иммунный 
ответ на M. avium играет как защитную, так и пато
генетическую роль. Баланс между защитным иммун
ным ответом и патологическими процессами в легоч
ной ткани при этой инфекции во многом напоминает 
патогенез туберкулеза [7–9], поэтому можно пред
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положить, что в основе заболеваний, вызываемых 
этими микобактериями, лежат не только сходные 
защитные механизмы иммунной системы, но и сход
ные механизмы преодоления этой защиты самими 
патогенами. 

Ранее было показано, что мыши линий I/St 
(I/StSnegYcit) и В6 сильно различаются по уровню 
резистентности к инфекции, вызываемой M. avium 
[10]. При респираторном заражении в легких мышей 
В6 развивается инфекция, приводящая к длительной 
инфильтрации ткани легкого макрофагами и нейтро
филами, развитию некротических легочных грану
лем и гибели животных. При аналогичном зараже
нии мышей I/St инфекция носит контролируемый 
характер, характеризуется умеренной инфильтра
цией ткани легкого, появлением мелких и средних 
гранулем, не имеющих некротического центра, 
и не приводит к гибели животных. Было показано, 
что восприимчивость мышей линии B6 к инфекции, 
вызываемой M. avium, связана с тем, что в геноме 
мышей этой линии имеется нефункциональный ал
лель гена Nramp1 (natural resistanceassociated mac
rophage protein1). Белок, кодируемый геном Nramp1, 
состоит из 12 трансмембранных доменов и экспрес
сируется на мембранах поздних лизосом и фагосом. 
Функционально Nramp1 осуществляет транспорт 
двухвалентных катионов (Fe2+, Mn2+ и др.) из фагосом, 
тем самым лишая микобактерии необходимых для их 
функционирования метаболитов [10]. 

Иммунный ответ у мышей B6 характеризуется по
вышенной продукцией IFnγ, tnFα и, особенно, IL
12. Мы предполагаем, что разный характер иммунно
го ответа на инфекции M. avium находит отражение 
в разном профиле экспрессии генов возбудителя 
в легких и лимфоидных органах у чувствительных 
и резистентных линий мышей – механизмы, необ
ходимые при выживании в резистентном хозяине, 
могут не включаться при паразитировании в чув
ствительном. 

С целью выявления особенностей биохимических 
процессов, связанных с адаптацией M. avium к гене
тически разным организмамхозяевам, нами прове
дено сравнительное изучение последовательностей, 
транскрибирующихся при заражении мышей линий 
I/St и В6 на 13й неделе развития инфекции.

 эксПеРиМеНТАльНАя чАсТь
Стандартные процедуры работы с ДНК и РНК осу
ществлялись согласно [11]. Геномная ДНК M. avium 
штамма 724r была выделена согласно [12].

Инфицирование мышей 
Мыши линий I/StSnegYcit (I/St) и c57BL/6Ycit 
(B6) выращивались в стандартных условиях в вива

рии ЦНИИТ. Самок возраста 2.5–3.0 мес. подвергали 
аэрозольному заражению вирулентным штаммом 
724r M. avium, охарактеризованным в [13]. Мышей 
инфицировали с помощью системы ингаляции (Glas
col, США) 1−2×103 колонийформирующих единиц 
M. avium как описано в [10].

Выделение РНК и синтез кДНК
РНК была выделена из легких мышей обеих линий 
через 13 недель с момента заражения с помощью 
набора реактивов rnA Isolation System (Promega, 
США). Образцы РНК были обработаны ДНКазой I 
(MBI Fermentas, Литва) для удаления следов ДНК. 
Первая цепь кДНК была построена с использовани
ем олигонуклеотидных праймеров Br (5’ AAGcAGt 
GGtAtcAAcGcAGAGtAc(n)

9
) и SMArt (5’ AAG

cAGtGGtAtcAAcGcAGAGtAcGcrGrGrG). Оба 
праймера (концентрация 12 мкМ) отжигали с 2 мкг 
тотальной РНК в растворе объемом 11 мкл. Смесь ин
кубировали 2 мин при 70°С, затем помещали в лед 
на 10 мин. Синтез кДНК осуществляли с помощью 
обратной транскриптазы PowerScript II (clontech, 
США). Параллельно с реакцией обратной транскрип
ции (rt+) проводили контрольную реакцию (rt) 
без добавления обратной транскриптазы. Реакцион
ные смеси rt+ и rt инкубировали при 37o С в тече
ние 10 мин, затем 40 мин при 42°С. Для препаратив
ного синтеза кДНК проводили 30 циклов ПЦР (95oc 
20 с, 64o c 20 с и 72o c 2 мин) с использованием прай
меров 5S (5’ GtGGtAtcAAcGcAGAGt). кДНК очи
щали набором реактивов QIAquick Pcr Purification 
kit (Qiagen, США).

Клонирование идентичных последовательностей 
(сoincidence cloning) проводили по методике, опи
санной в [14]. Геномную ДНК M. avium штамм 724r 
и образцы тотальных (т.е. синтезированных на ма
трицах тотальной РНК) кДНК фрагментировали 
рестриктазами rsaI и AluI. Полученные фрагменты 
геномной ДНК лигировали с супрессионными адап
терами 1A для гибридизации с образцом кДНК I/St 
и адаптерами 1B для гибридизации с образцом кДНК 
В6 (табл. 1). Фрагменты кДНК, полученные из легоч
ной ткани мышей I/St и B6, лигировали с супресси
онными адаптерами 2A и 2B соответственно. Смесь, 
содержащую 100 нг образца геномной ДНК и 100 нг 
одного из образцов кДНК в 2 мкл гибридизационного 
буфера (50 мМ HePeS, pH 8.3; 0.5 M nacl; 0.02 мМ 
eDtA, pH 8.0), инкубировали при 99oc в течение  
5 мин (денатурация), а затем при 68oc в течение 18 ч 
(ренатурация). Затем в реакционную смесь добав
ляли 100 мкл нагретого до 68oc гибридизационного 
буфера и 1 мкл полученного раствора использовали 
в качестве матрицы для проведения ПЦР. Первый 
раунд ПЦР осуществляли в реакционном объеме 
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25 мкл, содержащем 10 пмоль праймера Т7. После 
преинкубации в течение 5 мин при 72oc (достройка 
липких концов) было проведено 20 циклов амплифи
кации (94oc 30 с, 66oc 30 с, 72oc 90 с). Вторая стадия 
амплификации проводилась с 10 пмоль внутренних 
праймеров pr1А/pr1B и pr2A/pr2B и состояла из 25 
циклов (94oc 30 с, 68oc 30 с, 72oc 90 с). В качестве ма
трицы использовали ПЦРпродукт 1го раунда, раз
веденный в 10 раз. Амплификат очищали с помощью 
набора реактивов QIAquick Pcr Purification kit (Qia
gen) и использовали для 454 секвенирования. 

454 секвенирование
Нуклеотидные последовательности библиотек кДНК 
были определены массивным параллельным пиро
секвенированием с помощью генетического анали
затора GS FLX (roche, Германия) и 20x75 см пико
титровальной плашки. Последовательности были 
прочитаны в 83 000 независимых реакциях. Картиро
вание полученных последовательностей осуществля
лось на последовательность генома M. avium штам
ма 104, так как геном M. avium 724r к настоящему 
моменту не секвенирован. Число фрагментов кДНК, 
соответствующих каждому гену, было определено 
с помощью алгоритма BLAStn (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi). Последовательность признавалась 
принадлежащей определенному гену, если какой
либо фрагмент этой последовательности имел более 
чем 95% гомологию с сегментом гена длиной более 40 
нуклеотидов. Поиск генов M. avium, разница в экс

Таблица 1. Олигонуклеотиды и праймеры, использовавшиеся для клонирования идентичных последовательностей

Название Структура 5’3’

Супрессионный адаптер 1A (получен  
отжигом эквимолярной смеси  

олигонуклеотидов 1A long и 1A short)

1A long GtAAtAcGActcActAtAGGGcAGcGtGGtcGcGGccGAGAG

1A short ctctcGGccG

Супрессионный адаптер 1B 
1B long GtAAtAcGActcActAtAGGGcAGGGcGtGGtGcGGAGGGc

GGc

1B short GccGccctcc

Супрессионный адаптер 2A
2A long GtAAtAcGActcActAtAGGGcAGGcaGGcGGtGGtGGGcA

GGc

2A short GcctGcccAc

Супрессионный адаптер 2B
2B long GtAAtAcGActcActAtAGGGcAGcGGAGGcGGtAGGAGGc

GGA

2B short tccGcctcct

Внешний праймер Т7 GtAAtAcGActcActAtAGGGc

Внутренние праймеры

pr1A AGcGtGGtcGcGGccGAGAG

pr1B AGGGcGtGGtGcGGAGGGcGGc

pr2A AGGcAGGcGGtGGtGGGcAGGc

pr2B AGcGGAGGcGGtAGGAGGcGGA

прессии которых в образцах I/St и B6 статистически 
достоверна, осуществляли согласно [15].

РезульТАТы и обсужДеНие
Особенности патологии и развития иммунного от
вета при заражении M. avium чувствительной (В6) 
и резистентной (I/St) линий мышей подробно опи
саны в [10, 16]. При аэрогенном способе заражения 
чувствительные мыши В6 погибали уже через 7 мес. 
после заражения, в то время как резистентные мыши 
I/St жили свыше 11 мес. Агрессивное течение инфек
ции у чувствительных мышей В6 характеризовалось 
быстрым развитием легочной патологии на фоне 
усиленной инфильтрации ткани легкого клетками 
иммунной системы и повышения продукции провос
палительных цитокинов IFnγ, tnFα, IL6 и IL12. 
Наблюдалась отчетливая корреляция двух параме
тров чувствительности к заражению: более быстрый 
рост M. avium в легких и большая выраженность ле
гочной патологии у мышей чувствительной линии В6 
по сравнению с резистентными мышами I/St. 

Получение данных о последовательностях, транс
крибирующихся in vivo, было проведено разрабо
танным нами методом клонирования идентичных по
следовательностей [14, 17]. Для этого была выделена 
тотальная РНК из инфицированных легких мышей, 
которая представляет собой смесь мышиной и бакте
риальной РНК, при этом количество бактериальной 
РНК ничтожно мало, не более 0.1–0.2% [18]. Из образ
цов тотальной РНК I/St и B6 синтезирована тоталь
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ная кДНК. Метод coincidence cloning, представлен
ный на рис. 1, заключается в совместной денатурации 
и ренатурации фрагментированных суммарной кДНК 
и геномной ДНК M. avium. После проведения двух 
раундов селективной ПЦРамплификации был по
лучен набор фрагментов, обогащенный фрагментами 
бактериальной кДНК. 

Для проведения качественного (определение нук
леотидных последовательностей специфически экс
прессирующихся генов) и количественного (уровень 
их экспрессии) анализа полученных наборов был ис
пользован метод параллельного пиросеквенирова
ния. 

В результате секвенирования были получены две 
библиотеки последовательностей кДНК M. avium, 
экспрессирующихся в ткани легких при инфекции 
мышей I/St и B6. Был отобран ряд геномных локу
сов, повышенно экспрессирующихся в образце I/St 
по сравнению с образцом В6, и геномных локусов, по

вышенно экспрессирующихся в образце В6 по срав
нению с I/St (табл. 2). Аннотация локусов проводи
лась с помощью базы данных KeGG (www.genome.
jp/kegg). Мы предполагаем, что дифференциальная 
экспрессия какоголибо гена в сравниваемых образ
цах может являться адаптацией к условиям, в кото
рых существует микроорганизм, поэтому продукты 
генов, обнаруженных нами, представляют интерес 
как потенциальные факторы вирулентности. 

Таблица 2. Гены M. avium, дифференциально транс-
крибирующиеся в легких инфицированных мышей 
линий I/St и В6

Ген Кодируемый белок

Повышенная экспрессия в легких мышей I/St

MAV_2015 MbtG; лизинnоксигеназа микобактина 

MAV_1696 Глутаматдегидрогеназа

MAV_1304 narH; нитратредуктаза, βсубъединица

MAV_2379 MetH; витамин В
12

зависимая метионинсинтаза

MAV_2385 Белок семейства Mce

MAV_2063 Белок семейства Mce

MAV_2386 Белок семейства Mce

MAV_0118 Белок семейства PPe

MAV_3109 rifB; поликетидсинтаза 7

MAV_0880 3Кетостероидδ1дегидрогеназа

MAV_3000 АцилcoAсинтетаза

MAV_4019 Предполагаемая ацилcoAдегидрогеназа

MAV_4679 ЦиклопропанЖКсинтаза 1

Повышенная экспрессия в легких мышей B6

MAV_2514 Белок семейства PPe

MAV_2924 Белок семейства PPe

MAV_2926 Белок семейства PPe

MAV_2244 GlnA; глутаминсинтетаза

MAV_4011 nOредуктаза, βсубъединица

MAV_1074 Succ; сукцинилcoAсинтетаза, βсубъединица

MAV_3303 AcnA; аконитатгидратаза

MAV_1130 nADHдегидрогеназа I, Нсубъединица

MAV_4040 nADHдегидрогеназа I, Нсубъединица

MAV_1524 AtPсинтаза F
1
F

O
, δсубъединица

MAV_5034 Транспозаза

MAV_1059 Транспозаза

Рис. 1. Клонирование идентичных последователь-
ностей. К фрагментам геномной ДНК патогена и то-
тальной кДНК лигируют специфические олигонуклео-
тидные адаптеры. После совместной денатурации 
и ренатурации в смеси образуется два типа дуплексов. 
Благодаря эффекту супрессии ПЦР амплифицируют-
ся только гетеродуплексы, содержащие фрагменты 
кДНК и геномной ДНК патогена.

Суммарная кДНК 
из инфицированной 
ткани

Лигирование 
супрессионных 
адаптеров

1. Денатурация/ренатурация
2. Достройка липких концов

Гомодуплексы

кДНК хозяина
Геномная ДНК патогена

кДНК патогена

Гетеродуплексы

ПЦР  
с праймерами

Амплификация  
отсутствует
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Была обнаружена дифференциальная экспрес
сия генов семейства РРЕ (MAV_0118, MAV_2514, 
MAV_2924 и MAV_2926). Эти белки играют важную 
роль при развитии микобактериальной инфекции 
как с антигенной, так и с иммунологической точки 
зрения. Это кислые глицинбогатые белки, иденти
фицируемые по специфическим доменам ProPro
Glu (семейство PPe) и ProGlu (семейство Pe), часто 
содержащие полиморфные повторяющиеся последо
вательности (PGrSs) и множественные копии основ
ных полиморфных тандемных повторов. Предпола
гается, что эти белки экспрессируются на клеточной 
поверхности, обуславливая антигенную вариабель
ность, вызывающую различные иммунные ответы 
в зависимости от того, какой тип РЕ/РРЕ белков 
экспрессируется на клеточной поверхности [19]. Ген 
MAV_0118 экспрессируется при персистировании 
в мыши резистентной линии, а MAV_2514, MAV_2926 
и MAV_2924 – восприимчивой. Так как механизм 
действия белков РРЕ неизвестен, этому трудно дать 
объяснение, но, возможно, экспрессия разных белков 
PPe связана с разным типом иммунного ответа.

Генный локус MAV_2244 повышенно экспресси
руется в образце В6. Этот ген является ортологом 
гена glnA1 M. tuberculosis и кодирует глутаминсин
тетазу, ключевой фермент в ассимиляции азота. 
Показано, что этот фермент необходим для перси
стирования M. tuberculosis в макрофагах. Вероятно, 
при заражении мышей линии B6 M. avium оказы
вается в среде, ауксотрофной по Lглутамину [20]. 
Заслуживает упоминания генный локус MAV_4011, 
кодирующий цитохром bсодержащую субъединицу 
nOредуктазы. Этот фермент способен восстанавли
вать nO в n2

O. В некоторых почвенных микроорга
низмах этот фермент участвует в денитрификации. 
Однако в M. avium из мышей B6, восприимчивых 
к инфекции, денитрификация не происходит. Пред
полагается, что nOредуктаза позволяет M. avium 
разлагать nO, выделяемый макрофагом в простран
ство эндосом, и избегать его разрушительного дей
ствия [21]. Вероятно, именно этим объясняется устой
чивость M. avium к воздействию nO [22]. Экспрессию 
nOредуктазы в M. avium из легких восприимчивой 
к инфекции мыши можно объяснить тем, что иммун
ный ответ в этом случае развивается сильнее, и по
вышается выработка nO макрофагами.

В образце B6 гораздо активнее и разнообразнее 
экспрессируются гены, кодирующие ферменты цик
ла Кребса: MAV_1074 и MAV_3303, кодирующие 
сукцинилcоА–синтетазу и аконитатгидратазу со
ответственно; а также гены, кодирующие белки, не
обходимые для окислительного фосфорилирования, 
и белки дыхательной электронтранспортной цепи 
(ЭТЦ): MAV_1130, MAV_4040 и MAV_1524. Вероятно, 

при персистировании в мышах восприимчивой ли
нии повышается уровень дыхания для обеспечения 
энергетических потребностей патогена. Ген локуса 
MAV_4040 кодирует одну из субъединиц nADH
дегидрогеназы I типа, что характерно для острой 
фазы инфекции, вызываемой M. tuberculosis, и экс
поненциального размножения патогена [23]. 

Экспрессия генов MAV_5034 и MAV_1059, коди
рующих транспозазы в образце B6, свидетельству
ет о повышенном уровне генетических перестроек. 
В этом же образце наблюдается повышенная экс
прессия генов MAV_5024 и MAV_5027, кодирующих 
ферменты рестрикциимодификации II типа, функ
ция которых – защита от проникновения чужеродной 
ДНК в клетку.

Повышенная экспрессия генов MAV_0382 (субъе
диницы ДНКполимеразы III) и MAV_4450 (белок ри
босомы) в образце B6 свидетельствует о повышении 
уровня репликации ДНК, связанном с большей ча
стотой деления клеток, и повышении уровня транс
ляции. 

В образце I/St наблюдается очень высокий уро
вень экспрессии гена MAV_2015, кодирующего фер
мент микобактинлизинnоксигеназу (MbtG). Этот 
фермент осуществляет одну из последних стадий 
синтеза микобактина, хелатирующего железо аген
та, позволяющего микроорганизму добывать железо 
из окружающей среды [24]. Для M. tuberculosis по
казано, что активация транскрипции кластера ге
нов mbt B-H, участвующих в синтезе микобактина, 
происходит либо при недостатке железа в окружа
ющей среде [25], либо при попадании в анаэробную 
среду обитания [26]. Этот ген высоко экспрессиру
ется в M. avium из резистентной линии мышей I/St, 
но практически не экспрессируется в B6. Как уже 
упоминалось, эти линии мышей отличаются аллелем 
гена Nramp1, кодирующего ионный насос, предпо
ложительно выкачивающий двухвалентные катио
ны из пространства эндосом, в которых находится M. 
аvium [16]. Мыши линии I/St имеют функциональный 
аллель этого гена, а линии В6 – нефункциональный. 
Повидимому, в эндосоме M. avium из резистентной 
мыши наблюдается дефицит железа, и микроорга
низм вынужден синтезировать огромное количество 
молекул микобактина, чтобы восполнить его недо
статок. 

В M. avium из мышей I/St наблюдается повы
шенная экспрессия гена MAV_1696, кодирующего 
nAD+зависимую глутаматдегидрогеназу. Считает
ся, что, в отличие от nADP+зависимой глутаматде
гидрогеназы, осуществляющей ассимиляцию азота, 
у микроорганизмов этот фермент участвует в катабо
лизме глутамата, и экспрессия этого гена не зависит 
от концентрации nH

4
+. Однако недавно у M. smeg-
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Рис. 2. Метаболическое состояние микобактерий в ма-
крофагах мышей различных линий.

Fe2+

I/St (устойчивая линия)

- Анаэробная среда – переход 
к нитратному дыханию
- Уменьшение проницаемости 
клеточной стенки
- Синтез микобактина для вос-
полнения недостатка Fe2+

ЛАТЕНТНАЯ ИНФЕКЦИЯ

B6 (чувствительная линия)

- Частые деления M. avium
- NO-редуктаза инактивирует NO, 
выделяемый макрофагом

ГИБЕЛЬ ХОЗЯИНА

matis было показано повышение экспрессии гена 
msmeg_4699, ортологичного MAV_1696, возникаю
щее в ответ на дефицит nH

4
+ в окружающей среде 

[27]. Кроме того, в геноме M. avium отсутствует ген, 
кодирующий nADP+зависимую глутаматдегидро
геназу [28]. Существует предположение, что у мико
бактерий nAD+зависимая глутаматдегидрогеназа 
может играть роль в ассимилировании азота с гораз
до меньшими энергетическими затратами, чем с по
мощью GS/GOGAtпути, что необходимо, например, 
при латентном состоянии патогена [27].

Ген MAV_2379, кодирующий В
12

зависимую ме
тионинсинтазу MetH, повышенно экспрессируется 
в M. аvium из мыши I/St. Этот белок участвует в за
ключительной стадии синтеза метионина. В геноме 
M. аvium эту же реакцию осуществляет MeteВ

12


независимая метионинсинтаза, экспрессия которой 
при наличии в среде витамина В

12
 подавлена [29]. Ре

гуляция экспрессии гена metH не изучена, и повыше
ние его экспрессии в резистентной мыши не совсем 
понятно. 

Ген локуса MAV_1304, кодирующий βсубъединицу 
нитратредуктазы, представляет особый интерес. Этот 
ген является ортологом гена narH M. tuberculosis. 
Продуктом этого гена является одна из субъединиц 
анаэробной нитратредуктазы narGHJI, фермента, 
позволяющего осуществлять нитратное дыхание 
в отсутствие кислорода. Мутанты, лишенные narH, 
утрачивают способность восстанавливать азот в ана
эробных условиях [30]. При делеции этого гена в M. 
bovis BcG бактерии нормально росли in vitro при до
статочном уровне кислорода, но показывали крайне 
ослабленную вирулентность при заражении мышей 
[31]. Экспрессия гена MAV_1304 в M. avium в легких 

I/St может свидетельствовать о том, что в результате 
негативного воздействия защитных систем хозяина 
микроорганизм оказывается в анаэробных условиях 
и вынужден переходить на нитратное дыхание.

Гены локусов MAV_2063, MAV_2385 и MAV_2386, 
кодирующие белки семейства Mce, экспрессируются 
при заражении резистентной линии мышей. Функция 
белков Мce не установлена экспериментально, но из
вестно, что они обеспечивают свойства инвазивности. 
Предполагается, что эти белки представляют собой 
новую группу АВСтранспортеров, участвующих 
в ремоделировании клеточной мембраны [32]. 

Генный локус MAV_4679, кодирующий фермент, 
участвующий в синтезе миколовых кислот, повышен
но экспрессируется в M. avium из мышей I/St. Орто
лог этого гена у M. tuberculosis необходим для перси
стирования в легких мышей. Мутанты по этому гену 
не способны вызывать легочную инфекцию у мышей 
[33].

Генный локус MAV_3109 кодирует белок rifB и яв
ляется ортологом гена pks7 M. tuberculosis. Повышен
ная экспрессия этого гена наблюдается при инфици
ровании мыши устойчивой линии. Белковый продукт 
этого гена кодирует один из ферментов, участвую
щих в синтезе фтиоцеролдимикоцерозата, одного 
из компонентов клеточной микобактериальной стен
ки, обеспечивающий ее непроницаемость [34]. 

Ген локуса MAV_0880 кодирует 3кетостероид
δ1дегидрогеназу, один из ферментов, осущест
вляющих катаболизм холестерина. При инфекции, 
вызываемой M. tuberculosis, холестерин служит 
источником энергии для патогена при персистиро
вании в макрофагах [35]. В M. avium из мыши I/St 
отмечена повышенная экспрессия генов MAV_3000 
и MAV_4019, кодирующих ферменты деградации 
жирных килот: ацилcоАдегидрогеназу и ацил
cоАсинтетазу. Известно, что при персистировании 
в макрофагах катаболизм жирных кислот становит
ся основным источником энергии для M. tuberculosis 
[36]. 

ВыВоДы
Представленная работа является первым описани
ем транскриптома M. avium в условиях инфекции in 
vivo. К настоящему моменту имеется лишь одна пу
бликация, описывающая транскрипционный ответ 
M. avium paratuberculosis на воздействие различных 
факторов in vitro [37].

Мы использовали модель генетического контроля 
чувствительности к инфекции M. avium и тяжести 
заболевания у мышей для поиска последователь
ностей, дифференциально транскрибирующихся 
при заражении генетически резистентных и генети
чески чувствительных линий мышей, т.е. при пер
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систировании патогена в условиях генетически раз
личного микроокружения. Нами получены сведения 
о качественных и количественных различиях в про
филях транскрипции генов бактерии при персисти
ровании в резистентной и восприимчивой к инфек
ции линиях мышей, указывающие на изменения 
в метаболизме M. avium (рис. 2).

При развитии инфекции в генетически восприим
чивом организме (линия В6) отмечена повышенная 
экспрессия ряда генов, отвечающих за ассимиляцию 
азота, восстановление nO, осуществление цикла 
Кребса и окислительного фосфорилирования, репли
кацию и трансляцию. Инфекция характеризуется ак
тивным делением микобактерии и гибелью организма 
хозяина. 

При развитии инфекции в резистентном организме 
(линия I/St) отмечена повышенная экспрессия ряда 
генов, отвечающих за изменение свойств клеточной 

поверхности, переход к анаэробному нитратному ды
ханию, деградацию жирных кислот, синтез полици
клических производных жирных кислот, биосинтез 
микобактина и других поликетидов. В целом, изме
нения метаболизма M. avium свидетельствуют о том, 
что в организме мыши устойчивой линии наблюдает
ся переход бактериального патогена к латентному со
стоянию, вызванный дефицитом ионов двухвалент
ных металлов. 

Работа поддержана Российским фондом 
фундаментальных исследований (грант  

№ 08-04-01053), Программой поддержки ведущих 
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биология» Президиума РАН, а также грантом 

Национального института здоровья США (NIH; 
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РеФеРАТ Представленная работа посвящена анализу процесса селекции методом фагового дисплея нуклео-
тидных последовательностей мини-антител (наноантител) с заданной специфичностью на основе генери-
руемой библиотеки антигенсвязывающих доменов особых одноцепочечных антител иммунизированного 
верблюда. Проведено полномасштабное сравнение эффективности проводимой параллельно селекции 
с использованием как традиционного (M13KO7), так и модифицированного (c N-концевой делецией в по-
верхностном белке gIII) фагов-помощников. Показано, что это два взаимодополняющих метода, параллель-
ное использование которых может заметно повысить эффективность селекции. С целью идентификации 
индивидуальных вариантов отбираемых клонов предложен метод параллельного рестрикционного анализа 
(фингерпринтирования) амплифицированных с помощью ПЦР клонированных последовательностей, ко-
дирующих мини-антитела, – HMR-анализ, частично заменяющий секвенирование. Получены уникальные 
данные об отборе вариантов мини-антител с требуемой специфичностью на разных стадиях многостадий-
ной процедуры селекции. Продемонстрирован дифференциальный характер отбора вариантов последова-
тельностей, кодирующих мини-антитела, на разных стадиях селекции, игнорирование чего может вести 
к потере некоторых вариантов искомых мини-антител.
ключеВые слоВА иммунизация, фаговый дисплей, фаг-помощник, рекомбинантное мини-антитело, фин-
герпринтирование.
сПисок сокРАщеНий ИФА – иммуноферментный анализ; БСА – бычий сывороточный альбумин; hp – 
фаг-помощник; ПЦР – полимеразная цепная реакция; НА-таг – антигенная детерминанта, фрагмент из 9 
аминокислот (YPYDVPDYA) белка гемагглютинина вируса гриппа, который эффективно узнается коммер-
чески доступными антителами; HMR-анализ – предложенный в данной работе метод параллельного ре-
стрикционного анализа последовательностей генов мини-антител с использованием трех рестриктаз (HinfI, 
MspI, RsaI); TNF, или TNF-α – фактор некроза опухоли (фактор некроза опухоли-α, англ. tumor necrosis 
factor) – внеклеточный многофункциональный провоспалительный цитокин; PBS – натрий-фосфатный 
буферный раствор (137 мM NaCl, 2.7 мM KCl, 10 мM Na2HPO4, 2 мM KH2PO4, pH 7.4).

ВВеДеНие
Данная работа выполнена в рамках проектов, по
священных разработке новых средств пассивной 
иммунизации для профилактики и иммунотерапии 
инфекционных заболеваний человека и животных, 
в частности бешенства и сибирской язвы. В представ
ленной статье основное внимание уделено анализу 
отбираемых вариантов последовательностей, коди
рующих особые миниантитела, на различных этапах 
процедуры селекции, базирующейся на технологии 
фагового дисплея [1–3]. 

Начав в 2003 г. с совместной работы с лаборато
рией проф. С. Муилдерманса (S. Muyldermans, Vrije 
universiteit Brussel, Belgium), вот уже несколько лет 
мы разрабатываем и используем для решения раз
нообразных задач новую перспективную технологию 
генерирования особых верблюжьих одноцепочечных 
миниантител (наноантител, или nanobodies®). 

Наноантитела представляют собой антиген
узнающие молекулы – фрагменты (вариабельные 
домены) особых антител, встречающихся (наряду 
с классическими антителами) в природе лишь у пред
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ставителей семейства Верблюдовых и некоторых ви
дов акул [4, 5]. Эти «верблюдоспецифические» анти
тела состоят из димера только одной укороченной (без 
первого константного района СН1) тяжелой цепи им
муноглобулина и полнофункциональны в отсутствие 
легкой цепи иммуноглобулина. Для собственно специ
фического узнавания и связывания антигена при этом 
необходим и достаточен лишь один вариабельный 
домен этого антитела. Генерируемые одноцепочеч
ные миниантитела, в отличие от большинства чисто 
рекомбинантных антител, обычно обладают весьма 
высоким сродством к заданному антигену благодаря 
тому, что первая стадия их получения протекает в ор
ганизме животного (из сем. Верблюдовых), где проис
ходит их аффинное созревание in vivo. По сравнению 
с традиционными антителами наноантитела облада
ют рядом преимуществ, что позволяет предполагать 
большой потенциал их будущего использования в раз
личных исследованиях и при создании новых биотех
нологических устройств, а также в клинических целях 
для диагностики и лечения заболеваний. В число этих 
преимуществ входят меньший размер и новые струк
турные особенности (лучшее проникновение внутрь 
ткани, узнавание скрытых для обычных антител эпи
топов), экономичность и простота наработки в боль
ших количествах (в бактериях или дрожжах), хоро
шая растворимость, устойчивость к значительным 
колебаниям температуры и рН, простота всевозмож
ных генноинженерных манипуляций [5, 6]. Важно от
метить, что верблюжьи вариабельные домены не вы
зывают выраженного иммунного ответа у приматов, 
и по структуре они весьма гомологичны вариабельным 
доменам одного из классов иммуноглобулинов (IgG3) 
человека. Было показано [7], что можно «гуманизи
ровать» такие верблюжьи миниантитела без замет
ной потери их специфической активности, проведя 
небольшое число точечных замен аминокислот. Это 
открывает потенциальную возможность широкого ис
пользования миниантител в качестве средств пассив
ной иммунизации для предотвращения развития раз
личных опасных инфекционных заболеваний [5, 7–9]. 

Если первой принципиальной стадией получения 
наноантител в используемом нами методе являет
ся индукция образования специфических антител 
в организме верблюда (или ламы) в результате им
мунизации, то вторая принципиальная стадия – 
собственно отбор методом фагового дисплея клонов 
нуклеотидных последовательностей заданных нано
антител из генерируемой библиотеки всего репер
туара вариабельных доменов особых антител данного 
иммунизированного животного. Эта стадия селекции 
совсем не тривиальна и весьма слабо исследована. 
В данной работе мы тщательно проследили как идет 
отбор заданных последовательностей, а также срав

нили методы, в которых используются два разных 
фагапомощника. В недавно опубликованной рабо
те [10] мы предложили использовать модифициро
ванную версию фагапомощника для повышения 
эффективности отбора антигенузнающих доменов 
особых одноцепочечных верблюжьих антител (на
ноантител) методом фагового дисплея на основе нит
чатого фага М13. Использование в качестве фага
помощника мутантного фага M13KO7, названного 
hp∆MBpIII (содержит делецию nконцевой области 
белка gIII фага M13, что нарушает способность фага 
заражать клетки бактерий, но не мешает формиро
ванию фаговой частицы), потенциально может за
метно повысить эффективность процедуры селек
ции. Это было продемонстрировано на модельной 
системе, включающей финальную (третью) стадию 
селекции наноантител, связывающихся с фактором 
некроза опухолей, tnFα, из библиотеки, уже пред
варительно специфически обогащенной в ходе двух 
традиционных процедур селекции. В данной работе 
проведено полномасштабное сравнение эффектив
ности селекции с использованием как традиционного, 
так и мутированного фагапомощника.

эксПеРиМеНТАльНАя чАсТь

Антигены и иммунизация верблюда
В качестве антигенов для иммунизации верблюда ис
пользовали препарат вируса бешенства и синтези
рованный в бактериальной экспрессионной системе 
рекомбинантный белок, соответствующий летальному 
фактору сибирской язвы (Bacillus anthracis). Леталь
ный фактор любезно предоставлен А. Колесниковым 
из лаборатории биокатализа Института биоорганиче
ской химии РАН. Для получения препарата вируса бе
шенства использовали произведенную на биофабрике 
в г. Покрове Владимирской области антирабическую 
вакцину на основе инактивированного специального 
аттенюированного (ослабленного) штамма РБ 71/10 ви
руса бешенства. Этот препарат любезно предоставлен 
проф. Б.С. Народицким из Научноисследовательского 
института эпидемиологии и микробиологии РАМН. 
Препарат вируса бешенства дополнительно очищали 
от белков культуральной среды с помощью ультра
фильтрации через мембрану, пропускающую молеку
лы и частицы размером менее 300 кДа (Vivaspin 20 ml 
concentrator, VS 2051, Vivascience, uSA) и задержи
вающую вирусные частицы, имеющие существен
но больший размер. Параллельно препарат вируса 
концентрировали (примерно до 107 инфекционных 
частиц в 10 мл стандартного солевого раствора PBS). 
Полученный препарат разделяли на шесть равных 
частей и замораживали для хранения при 70°c (пять 
частей – для пяти последовательных инъекций (им
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мунизация), еще одна часть – для селекции и анализа 
заданных миниантител). Перед проведением каждо
го этапа иммунизации одну из хранящихся при 70°c 
аликвот препарата размораживали, добавляли 650 мкг 
летального фактора сибирской язвы и смешивали 
в равных пропорциях с адъювантом Фрейнда. Таким 
образом была проведена пятиэтапная процедура им
мунизации двугорбого верблюда camelus bactrianus 
(самка 6 лет) смесью двух указанных выше препа
ратов (антигенов), смешанных в равных пропорциях 
с адъювантом Фрейнда (полным – только при первой 
инъекции, затем 4 раза – с неполным). Вторую инъ
екцию проводили через 4 недели после первой, а по
следующие три инъекции – через 10 дней, одна после 
другой. Взятие крови производили через 5 дней после 
последней инъекции. 

Получение библиотеки нуклеотидных последова-
тельностей наноантител
По традиционной схеме (выделение РНК, синтез 
кДНК, двухстадийная ПЦР со специфическими 
праймерами, рестрикция и очистка вставок, встраи
вание вставок в фагмидный вектор [11–14]) осущест
влено клонирование ДНК всего репертуара вариа
бельных доменов особых одноцепочечных антител 
из Влимфоцитов периферической крови иммунизи
рованного верблюда. В результате получили новую 
специфически обогащенную библиотеку нуклеотид
ных последовательностей миниантител в фагмид
ном векторе pHen4 [11]. Следует отметить, что эта 
библиотека состояла из двух подбиблиотек, разли
чающихся сайтами узнавания рестрикционных эндо
нуклеаз используемых для встраивания последова
тельностей, кодирующих антигенузнающие домены, 
в фагмидный вектор: a) ncoI + notI и б) PstI + notI. 
Рекомбинантными плазмидными ДНК, полученными 
в результате лигирования двух подбиблиотек вставок 
и двух соответствующих векторных последователь
ностей, методом электропорации трансформирова
ли клетки Escherichia coli (штамм tG1). Стандарт
ные процедуры клонирования, работы с бактериями 
и бактериофагом М13 проводили как описано ранее 
[15, 16]. «Базовая библиотека наноантител иммунизи
рованного верблюда» вполне соответствовала предъ
являемым требованиям (~107 клонов, процент вставок 
ожидаемого размера – около 80%). Она была исполь
зована для отбора искомых наноантител. 

Селекция наноатител методом фагового дисплея
Селекцию (паннинг) верблюжьих миниантител (на
ноантител) методом фагового дисплея, а также нара
ботку наноантител в периплазме бактерий и анализ 
способности наработанных наноантител узнавать 
заданный антиген проводили, как описано ранее [11

14], с указанными ниже модификациями. Использо
вали (на стадии селекции и для ИФА) полистироль
ные иммунологические плашки с высокой сорбцией 
MIcrOLOn 600 (Greiner BioOne). Для блокиров
ки применяли 5% обезжиренное молоко (Biorad) 
или 1% БСА (SigmaAldrich) в стандартном солевом 
растворе (PBS). Рабочая концентрация ампицилли
на – 100 мкг/мл, канамицина – 70 мкг/мл.

В работе использовали штамм E. coli K12 / tG1 
{supE thi-1 (lac-proAB) (mcrB-hsdSM)5(rK- mK-) [F' 
traD36 proAB lacIqZ M15]} (Stratagene) и штамм E. coli 
K12 / WK6 {∆(lac-pro), galE, strA, nal; F’ lacIq Z∆M15, 
pro+} [17], а также бактериофаг M13KO7 ([18], new 
england Biolabs) и фагмиду pHen4 [11]. Штаммы E. 
coli и фагмида получены от проф. С. Муилдерманса 
(S. Muyldermans, Vrije universiteit Brussel, Belgium). 
Модифицированный бактериофаг hp∆MBpIII полу
чен нами ранее [10] путем вырезания участка между 
сайтами MspAI (1634 п.н.) и BamHI (2221 п.н.) из геном
ной ДНК бактериофага М13КО7. Для наработки фага
помощника, соответствующего мутантному бакте
риофагу, проводили двухэтапную последовательную 
трансформацию клеток E. coli (штамм tG1). На первом 
этапе клетки трансформировали мутированной плаз
мидной ДНК pHen4∆f1ori, из которой удален участок 
начала репликации нитчатого фага f1 (между сайтами 
ecorI (1650) и Alw44I (2345)). Такая делеция приводит 
к тому, что плазмида сохраняет способность к репли
кации как двухцепочечная ДНК (в ее составе остается 
соответствующий участок начала репликации), одна
ко она теряет способность фагмиды к одноцепочечной 
репликации и уже не может упаковываться в фаго
вую частицу. На втором этапе клетки, содержащие 
pHen4∆f1ori и, как следствие, устойчивые к ампицил
лину, трансформировали мутантной геномной ДНК 
(hp∆MBpIII) бактериофага М13КО7 (двухцепочечной 
репликативной формой), содержащей ген устойчи
вости к канамицину. Затем клетки растили на среде, 
содержащей оба упомянутых антибиотика. Для нара
ботки модифицированного фагапомощника исполь
зовали одну из выросших колоний клеток. Фаг нара
щивали в течение ночи в среде с канамицином и 1 мМ 
изопропилβD1тиогалактопиранозидом (для ак
тивации синтеза белка gIII дикого типа, кодируемого 
pHen4). Затем фаг очищали традиционным методом 
осаждения с полиэтиленгликолем [15, 16]. В резуль
тате получали модифицированный фаг, который спо
собен эффективно заражать бактериальные клетки. 
Однако его геномная ДНК кодирует только мутант
ный белок gIII, что обеспечивает потерю дочерними 
фагами способности заражать клетки бактерий в от
сутствие дополнительной плазмиды, кодирующей 
или gIII дикого типа, или gIII со встроенной последо
вательностью миниантитела.
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Селекцию (из одной и той же исходной библиотеки) 
наноантител, связывающихся с препаратом вируса 
бешенства, проводили параллельно двумя способами. 
В первом варианте использовали традиционный ме
тод фагового дисплея с фагомпомощником M13KО7. 
В этом случае было проведено три цикла селек
ции/амплификации. В первом цикле в качестве бло
кирующего агента использовали 5% обезжиренное 
молоко (Biorad Laboratories, США) в PBS, во вто
ром – 1% БСА (Amresco, США) в PBS, в третьем – 
снова 5% молоко. Из внесенных в лунку с антигеном 
~1011 фаговых частиц исходной библиотеки после ин
кубации и отмывки в элюате в активном виде сохра
нились ~106 фаговых частиц, на втором этапе из ~1011 
фаговых частиц сохранились ~107 фаговых частиц, 
т.е. в ~10 раз больше, чем после первого этапа селек
ции. В результате третьего этапа после инкубации 
и отмывки в активном виде в элюате сохранились 
~108 фаговых частиц, т.е. титр частиц заметно вы
рос по сравнению с предыдущим этапом. Это обычно 
свидетельствует о хорошем прохождении селекции 
и размножении специфически связывающихся фа
говых частиц с экспонированными на их поверхно
сти миниантителами, которые, предположительно, 
и должны отвечать за это специфическое связывание. 
После последней элюции и нейтрализации раствор 
с фаговыми частицами в различных разведениях 
использовали для заражения клеток E. coli (штамм 
WK6), чтобы получить на чашке Петри отстоящие 
друг от друга колонии для финального анализа. 

Параллельно с традиционной процедурой из той же 
исходной библиотеки проводили селекцию наноанти
тел, связывающихся с препаратом вируса бешенства 
или с летальным фактором сибирской язвы, с помо
щью мутированного фагапомощника hp∆MBpIII c 
nконцевой делецией в поверхностном белке gIII [10]. 
Селекцию проводили аналогично описанной проце
дуре для традиционного фагапомощника. Следует 
отметить, что число вырастающих после каждого 
этапа селекции колоний (соответствует числу актив
ных фаговых частиц с наноантителами) в этом слу
чае было существенно меньшим (в 100 раз меньше 
после первого этапа и в 10 раз − после второго этапа 
селекции), чем в случае обычного фагапомощника. 
Модифицированный фагпомощник был явно менее 
надежен для последующего заражения бактерий 
и амплификации элюированных фаговых частиц, 
что иногда отражалось в потере отбираемых клонов. 
Заражение клеток штамма WK6 такими модифици
рованными фагами после элюции, повидимому, осо
бенно малоэффективно (практически невозможно), 
поэтому для заражения элюированными фаговыми 
частицами, в том числе и после финальной селекции, 
использовали только клетки E. coli штамма tG1. 

Периплазматический экстракт, содержащий 
миниантитело с НАтагом на Сконце, применяли 
для оценки специфичности и эффективности связы
вания наноантитела с препаратом иммобилизованно
го в иммунологической плашке антигена с помощью 
традиционного ИФА [13, 14]. В качестве вторичных 
антител к НАтагу использовали конъюгированные 
с пероксидазой хрена антиНАмоноклональные ан
титела (cHGt45PZ, IcL, Inc., США). Активность 
пероксидазы хрена определяли, используя в каче
стве хромогенного субстрата ABtS (2,2'азинобис(3
этилбензотиазолин6сульфонат). Оптическую плот
ность измеряли при длине волны 405 нм с помощью 
планшетного флуориметра. Контрольные лунки 
не содержали антиген, но далее были блокированы 
и процессированы параллельно с экспериментальны
ми ячейками (с антигеном). Число знаков «+» в графе 
«ИФАсигнал» в табл. 1 и 2 коррелирует с относи
тельной величиной поглощения в ИФА (суммарной 
эффективностью экспрессии/доступности и связы
вания наноантитела из периплазматического экс
тракта с иммобилизованным в лунке антигеном).

РезульТАТы и обсужДеНие

Метод HMR-анализа клонированных нуклеотидных 
последовательностей наноантител
Для промежуточного анализа отбираемых кло
нов миниантител обычно используют ПЦР
амплификацию (непосредственно на материале от
дельной колонии) нуклеотидной последовательности, 
кодирующей миниантитело, с небольшими прилегаю
щими участками фагмиды pHen4, которая использу
ется в качестве векторной. Получаемый ПЦРпродукт 
затем обрабатывают частощепящей рестрикционной 
эндонуклеазой (рестриктазой), как правило, HinfI. 
Последовательности, кодирующие наноантитела, 
имеют как относительно консервативные участки, со
держащие «консервативные» сайты узнавания HinfI, 
так и достаточно протяженные гипервариабельные 
участки (из трех таких участков особенно протяжен
ный третий, cDr3). В этих гипервариабельных участ
ках заметно варьируют число и местоположение 
сайтов, узнаваемых частощепящими рестриктазами. 
Соответственно заметно варьируют число и размеры 
получающихся в результате расщепления фрагмен
тов ДНК. Нами установлено, что для идентификации 
конкретного клона (варианта последовательности 
миниантитела) значительно более надежно использо
вать параллельное расщепление ПЦРпродукта тремя 
различными рестриктазами (HinfI, MspI, rsaI). 

В качестве праймеров для ПЦРамплификации 
клонированной последовательности, кодирующей на
ноантитело, с небольшими прилегающими участками 
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Рис. 1. Данные HMR-
анализа («HMR-
фингерпринты») 
клонов исходной, 
полученной нами 
в результате иммуни-
зации и последующего 
клонирования библио-
теки мини-антител. 
Отобраны и проана-
лизированы 94 клона. 
Выявлено 85 различ-
ных фингерпринтов, 
и только 9 из них, обо-
значенные на рисунке 
как (2х), повторяются 
дважды в данной 
выборке. Основная 
часть фингерпринтов 
соответствует клонам, 
в которых встраивание 
последовательности, 
кодирующей наноан-
титело, в вектор про-
водилось по сайтам 
PstI–NotI. Меньшая 
часть фингерприн-
тов, обозначенных 
латинской буквой N, 
соответствует клонам, 
в которых встраива-
ние последователь-
ности наноантитела 
в вектор проводилось 
по сайтам NcoI–NotI. 
Подчеркиванием 
выделены варианты 
фингерпринтов, встре-
тившиеся в каждой 
из двух подбиблиотек. 
Каждый фингерпринт 
представляет собой 
электрофореграмму, 
включающую (слева 
направо) три дорожки 
геля с разделенными 
ДНК после обработки 
ПЦР-продукта (по-
следовательности 
наноантитела анализи-
руемого клона) соот-
ветственно рестрикта-
зами HinfI (H), MspI (M) 
или RsaI (R) и четвер-
тую дорожку – с мар-
керной ДНК (размеры 
маркерных ДНК (п.о.) 
показаны в нижней 
части рисунка).
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фагмиды pHen4 в данной работе использованы пря
мой праймер rP (5’cacacaggaaacagctatgac3’) и обрат
ный праймер GIII (5’ccacagacagccctcatag3’). После 
проведения ПЦР в объеме 20 мкл реакционную смесь 
равномерно распределяли по трем пробиркам (по 
6 мкл), в которых затем параллельно (в объеме 15 мкл) 
расщепляли ПЦРпродукт одной из трех рестриктаз: 
HinfI (Fermentas, Литва), MspI (Fermentas, Литва) 
и rsaI (СибЭнзим, Россия). Три варианта гидролизата 
наносили в соседние ячейки 2.5–3% агарозного геля 
и подвергали электрофоретическому фракциониро
ванию. В качестве маркеров размера фрагментов ДНК 
использовали смесь «low range» фирмы «Fermentas». 
Электрофореграмма (три дорожки геля с ДНК после 

обработки соответственно рестриктазами HinfI, MspI 
или rsaI плюс четвертая дорожка – с маркерными 
ДНК) – надежный опознавательный фингерпринт
подобный образ («фингерпринт») данного варианта 
клонированной в фагмиде pHen4 последователь
ности, кодирующей миниантитело. Такой метод 
расширенного фингерпринтного анализа (способа 
идентификации отдельного варианта клонирован
ной последовательности миниантитела) мы назвали 
«HMrанализом». Именно с помощью HMrанализа 
мы исследовали результаты процедур селекции (от
бираемые на разных стадиях клоны миниантител). 

На рис. 1 представлены данные HMrанализа вы
борочных (предположительно, наиболее часто пред

Таблица 1. Относительная представленность различных вариантов фингерпринтов отобранных клонов наноанти-
тел, узнающих летальный фактор сибирской язвы (alf), на различных этапах их селекции 

Номер
клона

(alf №)

1 этап
Норм. фаг

пом.

1 этап
Mут. фаг

пом.

2 этап
Норм. фаг

пом.

2 этап
Mут. фаг

пом.

3 этап
Норм. фаг

пом.

3 этап 
Mут. фаг

пом.
ИФАсигнал

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14

3/28
0/28
1/28
2/28
2/28
3/28
0/28
0/28
1/28
1/28
0/28
0/28
1/28
0/28

0/27
1/27
0/27
0/27
0/27
0/27
0/27
0/27
0/27
0/27
0/27
0/27
0/27
0/27

3/30
3/30
0/30
0/30
0/30

12/30
0/30
0/30
0/30
3/30
0/30
0/30
2/30
2/30

0/43
0/43
0/43
0/43
1/43
0/43
0/43
0/43
1/43
0/43
0/43
0/43
0/43
1/43

3/42
0/42
3/42
1/42
0/42

12/42
0/42
0/42
1/42
2/42
0/42
1/42
6/42
2/42

5/43
0/43
3/43
0/43
1/43

13/43
1/43
2/43
1/43
1/43
1/43
1/43
2/43
2/43

++
+++
++
+
+

++
+++
++
++

+++
++
++
++

+++
Примечание. Здесь и в табл. 2 жирным шрифтом выделены варианты клонов, которые использовали для наработки и анализа (ИФА) соот
ветствующих наноантител. Количество знаков «+» коррелирует с относительным усилением сигнала (величиной поглощения) в ИФА. «Норм. 
фагпом.» – cелекция с обычным фагомпомощником. «Мут. фагпом.» – cелекция с мутантным фагомпомощником.

Рис. 2. HMR-
фингерпринты 
отобранных 
клонов на-
ноантител, 
связывающихся 
при иммуно-
ферментном 
анализе с иммо-
билизованным 
препаратом ле-
тального фак-
тора Bacillus 
anthracis. Эти 
клоны обозна-
чены как «alf» 
с соответствую-
щим порядко-
вым номером.
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Таблица 2. Относительная представленность различных вариантов фингерпринтов отобранных клонов наноанти-
тел, узнающих препарат вируса бешенства (aRv), на различных этапах их селекции 

Номер
клона

(arv №)

2 этап
Нормальный  

фагпомощник

2 этап
Mутантный

фагпомощник 

3 этап
Нормальный  

фагпомощник

3 этап
Mутантный  

фагпомощник
ИФАсигнал

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

0/67
7/67

13/67
0/67
4/67
0/67
0/67
2/67
1/67
1/67
1/67
2/67
4/67
0/67
1/67
1/67
3/67

3/45
1/45
0/45
0/45
1/45
0/45
0/45
0/45
1/45
0/45
0/45
0/45
0/45
2/45
0/45
0/45
1/45

1/30
5/30
8/30
2/30
1/30
1/30
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
0/30
2/30

2/58
2/58

11/58
0/58
0/58
0/58
1/58
0/58
0/58
0/58
0/58
0/58
2/58
0/58
0/58
0/58
1/58

+
+

++
+++

+
+

+++
+
+
+

++
+++
++
++
+

+++
++

ставленных) клонов исходной, полученной нами 
в результате иммунизации и последующего клони
рования библиотеки миниантител. Отобраны и про
анализированы все 94 клона, выросшие при разве
дении 105 базовой библиотеки, исходно состоящей 
из двух подбиблиотек. Выявлено 85 различных фин
герпринтов, и только 9 из них повторяются дважды 
(2х) в данной выборке, т.е. библиотека получилась 
на удивление весьма разнородная, без доминирова
ния отдельных последовательностей. Основная часть 
фингерпринтов (61) соответствует клонам, в которых 
последовательности, кодирующие наноантитело, 
встраивали в вектор по сайтам PstI–notI. Меньшая 
часть фингерпринтов (33), обозначенных латинской 
буквой n, соответствует клонам, в которых последо
вательности, кодирующие наноантитело, встраивали 
в вектор по сайтам ncoI–notI. Подчеркнуты вари
анты очень похожих фингерпринтов, встретивших
ся в каждой из двух подбиблиотек. Из рис.1 видно, 
что параллельное использование трех рестриктаз 
вместо одной позволяет выявить различия в значи
тельно большем числе клонов. Так, например, при ис
пользовании только HinfI мы не смогли бы различить 
следующие группы клонов: 1) 3, 38, 52, 53 и 66; 2) 55, 
56n, 60n, 62n, 74 и 75n. Также существенно меньше 
вариантов можно различить, если применять только 
одну из двух других рестриктаз, MspI и rsaI. 

Полученный результат свидетельствует о до
статочно большом разнообразии клонов в исходной 
библиотеке и о высокой разрешающей силе HMr
анализа. Следует заметить, что при использовании 
только одной рестриктазы (любой из трех – HinfI, 
MspI, rsaI) разнообразие фингерпринтов будет за
метно меньшим и существенно менее надежным, поэ

тому мы сочли принципиальным применение именно 
полной версии HMrанализа и на всех последующих 
стадиях анализа отбираемых клонов миниантител.

Алгоритм отбора наноантител был следующим. 
С помощью HMrанализа анализировали выборку 
из наиболее представленных отбираемых клонов (всех 
клонов, вырастающих на чашке Петри при наиболь
шем разведении библиотеки или элюированных фаго
вых частиц, при котором вырастали по крайней мере 
24 колонии). Все клоны с уникальным фингерпринтом 
использовали для наработки соответствующего нано
антитела в периплазме бактерии хозяина. Периплаз
матические экстракты затем проверяли с помощью 
ИФА (eLISA) на наличие наноантитела, связываю
щего заданный антиген. В качестве антигенов для про
цедур селекции и ИФА применяли те же препараты 
вируса бешенства или летального фактора сибирской 
язвы, что и для иммунизации верблюда. Увеличение 
оптической плотности в ячейках иммунологической 
плашки отражало сумму двух процессов: степени экс
прессии/доступности соответствующего наноантите
ла и силу его взаимодействия с иммобилизованным 
антигеном. На рис. 2 и 3, а также в соответствующих 
им табл. 1 и 2 приведены данные о селекции именно 
финально отобранных искомых клонов наноантител, 
связывающих заданный антиген. 

При обсуждении результатов следует аккуратно 
интерпретировать данные. Нельзя исключить воз
можность сходства фингерпринтов у некоторых раз
личающихся по нуклеотидной и аминокислотной по
следовательности клонов, особенно при сравнении 
отобранных клонов со случайными клонами исходной 
библиотеки. Конечно же, более полную информацию 
дает секвенирование. Однако наш эксперименталь
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Рис. 3. HMR-
фингерпринты 
отобранных клонов 
наноантител, связыва-
ющихся при иммуно-
ферментном анализе 
с иммобилизованным 
препаратом вируса 
бешенства. Эти клоны 
обозначены кaк «aRv» 
с соответствующим 
порядковым номе-
ром.

ный опыт показывает, что в подавляющем числе слу
чаев при идентификации клона HMrанализ вполне 
может заменить секвенирование и на сегодняшний 
день представляется более экономичным методом. 

HMR-анализ селекции наноантител, узнающих ле-
тальный фактор сибирской язвы
На рис. 2 представлены HMrфингерпринты 14 
вариантов отобранных клонов наноантител (alf), 
узнающих летальный фактор сибирской язвы. 
Только для пяти из них можно найти похожий фин
герпринт среди 85 вариантов в исходной библио
теке: для alf3 – 68n, alf6 – 59, alf8 − 62n, alf9 − 58, 
alf10 – 64. Да и среди этих пяти вариантов сходство 
не обязательно означает идентичность. Так, вариант 
фингерпринта клона alf8 не выявлялся среди 28–30 
проанализированных клонов после первого и второ
го раундов селекции, появлялся только после тре
тьего раунда селекции и лишь в случае применения 
мутантного фагапомощника. С другой стороны, 
вариант фингерпринта клона alf6 вполне может со
ответствовать одному из наиболее представленных 
вариантов в исходной иммунной библиотеке наноан
тител, так как этот вариант остается наиболее пред
ставленным в ходе всех раундов селекции. 

Здесь следует отметить один довольно неожидан
ный феномен, связанный с модифицированным ме
тодом селекции с использованием фагапомощника 
hp∆MBpIII.

При отборе наноантител к каждому из двух анти
генов (табл. 1 и 2) в ходе первых двух этапов селек
ции заметно обогащались специфические варианты 
клонов, отличные как от тех 85, что представлены 
на рис. 1, так и от тех, которые обогащались при ис
пользовании традиционного фагапомощника. К со
жалению, кодируемые этими клонами наноантитела 
в ИФА не связывали собственно заданные антигены. 
Эти клоны эффективно отсеивались на последующих 
этапах селекции. Мы предполагаем, что эти временно 
отбираемые клоны связываются с блокирующим аген
том и впоследствии отсеиваются при его замене. По

видимому, некоторые наноантитела, более доступные 
на поверхности мутантного фага, могут связываться 
или с компонентом обезжиренного молока (на первом 
этапе селекции), или с БСА (во время второго этапа 
селекции). На третьем же этапе, когда для блокировки 
снова использовали обезжиренное молоко, при селек
ции с мутантным фагом происходило резкое «прочи
щение» неспецифического фона. Исчезали неспеци
фические клоны, обогащавшиеся на первом и втором 
этапах селекции, и проявлялись фингерпринты спе
цифических искомых клонов, многие из которых были 
идентичны клонам, отбираемым параллельно тради
ционным методом (табл. 1, клоны alf1, alf3, alf6, alf9, 
alf10, alf12, alf13, alf14). Любопытно, что, как и в пре
дыдущей нашей работе [11], некоторые варианты на
ноантител удалось отобрать только с помощью моди
фицированной процедуры селекции (табл. 1, клоны 
alf5, alf7, alf8, alf11). Есть и варианты, отбираемые 
только с помощью традиционной процедуры (alf2
клон после второго этапа селекции, alf4). Интересно, 
что клоны наноантител, дающие наибольший сигнал 
в ИФА, не обязательно наиболее представлены среди 
отбираемых клонов и могут даже теряться в ходе по
следующих раундов селекции (alf2). Особенно силь
но после трех раундов селекции обогащались клоны, 
дающие в ИФА сигнал средней силы. 

HMR-анализ селекции наноантител, узнающих пре-
парат вируса бешенства
Любопытно, что сделанные выше заключения под
твердились и при селекции наноантител (arv), узна
ющих препарат вируса бешенства (рис. 3, табл. 2). 

В этом случае также только для пяти из 17 финаль
но отобранных клонов можно найти похожий фин
герпринт среди 85 вариантов в исходной библиотеке: 
для arv2 – 32, arv3 – 12n, arv5 – 75n, arv13 – 76n, 
arv17 – 46n. Вариант фингерпринта клона arv3 впол
не может соответствовать одному из наиболее пред
ставленных вариантов в исходной иммунной библио
теке наноантител, так как этот вариант остается также 
наиболее представленным в ходе всех раундов селек
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ции с нормальным фагомпомощником. Анализ селек
ции этого фингерпринтного варианта при использова
нии мутантного фагапомощника позволяет особенно 
четко увидеть тот же, что и в предыдущем случае, 
эффект «прочищения неспецифического фона» в ре
зультате трех раундов селекции с изменением блоки
рующего агента.. Как в рассмотренном ранее случае 
отбора наноантител, узнающих летальный фактор 
сибирской язвы, так и в данном случае параллельное 
использование традиционного и модифицированного 
методов селекции (разных фаговпомощников) по
зволяет отобрать большее разнообразие клонов на
ноантител. Так, только при традиционной селекции 
отобраны варианты фингерпринтов, соответствующих 
клонам arv4, arv6, arv8, arv10, arv11, arv12, arv15 
и arv16. И только при использовании модифициро
ванной процедуры отобраны варианты arv7, arv13 
и arv14. Вариант arv13 был отобран и с помощью 
традиционной процедуры в результате двух этапов 
селекции, но затем утерян в ходе третьего этапа.

Интересно, что и в этом случае клоны наноанти
тел, дающих наибольший сигнал в ИФА, не принад
лежали к наиболее представленным среди отобран
ных клонов. Клоны arv4, arv7, arv12 и arv16 были 
отобраны в небольшом числе и только одним из двух 
методов селекции. При переходе от второго к третье
му этапу селекции некоторые из этих клонов (arv12, 
arv16) легко могут быть утеряны.

ВыВоДы
Для повышения эффективности селекции наноанти
тел с заданной специфичностью, основанной на методе 
фагового дисплея, можно рекомендовать применение 
параллельной селекции с использованием как тради
ционного фагапомощника, так и модифицированного 
фагапомощника c nконцевой делецией в поверх
ностном белке gIII. В модифицированной процедуре 

следует учитывать более высокий неспецифический 
фон, который, повидимому, связан с отбором фаговых 
частиц, содержащих наноантитела, связывающиеся 
с блокирующим агентом или иным неспецифическим 
компонентом в иммунологической плашке. Нельзя ис
ключить и специфического связывания с антигеном, 
которое происходит только когда наноантитело экспо
нировано на поверхности фага и пропадает при пере
ходе к собственно свободному наноантителу. После
довательное применение различных блокирующих 
агентов позволяет в ходе трех раундов селекции силь
но уменьшить неспецифический фон в случае исполь
зования предложенного мутантного фагапомощника. 
Следует учитывать тот факт, что искомые наноанти
тела с особо привлекательными характеристиками 
могут теряться на дополнительных этапах амплифи
кации/селекции. Мы можем рекомендовать проводить 
анализ отбираемых клонов после второго и третьего 
этапов селекции в традиционной методике и сразу по
сле третьего этапа селекции в случае модифицирован
ного метода. По нашим данным хорошие результаты 
дает также использование модифицированного метода 
после начального традиционного этапа селекции.  
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РеФеРАТ Адаптерные белки семейства Homer играют важную роль в кальциевой сигнализации в различ-
ных типах клеток. В данной работе в экспериментах по регистрации одиночных каналов на изолированных 
фрагментах плазматической мембраны (inside-out) разобщение белков Homer с их белками-мишенями 
специфически активирует каналы Imin, но не каналы Imax. В аналогичных условиях инозитол-1,4,5-
трисфосфат может активировать оба типа каналов. Короткие (1a) и длинные (1c) изоформы белков Homer 
по-разному влияют на каналы Imin. Белок Homer 1a, в отличие от белка Homer 1c, активирует каналы Imin. 
Таким образом, нами показано, что в клетках А431 депо-управляемые каналы Imin регулируются белками 
Homer.
ключеВые слоВА депо-управляемые каналы, Homer, A431, IP3R, кальциевая сигнализация.
сПисок сокРАщеНий SOC – депо-управляемые каналы (store-operated channels); mGluR – метаботроп-
ный глутаматный рецептор; IP3 – инозитол-1,4,5-трисфосфат; IP3R – рецептор инозитол-1,4,5-трисфосфата; 
RyR – рианодиновый рецептор; UTP – уридинтрифосфат; GST – глутатион-S-трансфераза.

ВВеДеНие
В настоящее время большое внимание уделяется 
исследованиям кальциевой сигнализации в элек
троневозбудимых клетках, так как изменения кон
центрации ca2+ в цитоплазме регулируют огромное 
количество внутриклеточных процессов. Концентра
ция ca2+ в цитоплазме может увеличиться как за счет 
выброса ca2+ из внутриклеточных кальциевых депо, 
так и за счет входа ca2+ из внеклеточной среды. 
В электроневозбудимых клетках вход ca2+ в основ
ном происходит через депоуправляемые каналы 
(storeoperated channels, SOc) [1]. Депоуправляемые 
каналы активируются в ответ на опустошение каль
циевых депо. В разных тканях были описаны депо
управляемые каналы с различными биофизически
ми характеристиками, что предполагает различный 
молекулярный состав таких каналов [1]. Несмотря 
на то что основные белки, участвующие в депо
управляемом входе ca2+, известны, непонятным оста
ется механизм колокализации этих белков. 

В нервных клетках описаны адаптерные белки се
мейства Homer, которые связывают в единый макро
молекулярный комплекс метаботропный глутамат
ный рецептор (mGlur) плазматической мембраны c 

рецептором инозитол1,4,5трисфосфата (IP
3
r) эн

доплазматического ретикулума [2]. Позже было по
казано, что Homer может взаимодействовать с белка
ми trPc [3, 4], кальциевой АТФазой, рианодиновым 
рецептором (ryr) и другими белками [5]. Более того, 
в нервных клетках адаптерные белки Homer и Shank 
образуют сетеподобную структуру, которая органи
зует постсинаптические белки [6]. На nконце бел
ков Homer расположен домен eVH1, позволяющий 
им узнавать свои мишени, а именно аминокислот
ную последовательность PPXXF (пролин, пролин, 
две любые аминокислоты, фенилаланин). Существу
ют длинные и короткие изоформы белков Homer 
(рис. 1А). Длинная изоформа на Сконце имеет домен 
coilcoiled, позволяющий образовывать олигомеры. 
У короткой изоформы, образующейся при альтерна
тивном сплайсинге, этот домен отсутствует [5]. Длин
ные изоформы образуют тетрамеры с параллельной 
укладкой Сконцов и четырьмя доменами eVH1; та
кая структура позволяет им колокализовать белки 
кальциевой сигнализации [7]. Поскольку короткие 
изоформы не могут олигомеризоваться, то они явля
ются негативными регуляторами функции длинных 
Homer. Также было показано, что Homer не только 
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регулирует колокализацию белков, но и может моду
лировать активность mGlur [8], ионных каналов ryr 
[9] и trPc [3, 4].

Было выдвинуто предположение, что белки Homer 
могут участвовать и в регуляции SOc. Предыдущие 
исследования, подтверждающие эту гипотезу, прово
дились с помощью техники patch clamp в конфигура
ции wholecell или флуоресцентных измерений вну
триклеточной концентрации кальция [3, 4]. Однако 
эти методы позволяют оценить лишь суммарный вход 
кальция в клетку. Поскольку в клетках сосуществу
ют различные типы депоуправляемых кальциевых 
каналов, то оставалось неизвестным, какие конкрет
но типы депоуправляемых каналов регулируются 
белками семейства Homer. Цель настоящей работы 
заключалась в исследовании роли белков семейства 
Homer в регуляции депоуправляемых кальциевых 
каналов в клетках А431.

эксПеРиМеНТАльНАя чАсТь

Клетки 
Клетки эпидермоидной карциномы человека A431 (из 
коллекции клеточных культур Института цитологии 
РАН) культивировали в среде DMeM с добавлением 
10% эмбриональной телячьей сыворотки и антибио
тиков (100 мкг/мл пенициллина, 100 ед./мл стрепто
мицина). За 2–4 сут до начала эксперимента клетки 
высевали на фрагменты покровных стекол (3 × 3 мм).

Материалы
Для культивирования клеток использовали среду 
DMeM (Icn), сыворотку крови эмбрионов телят (FcS, 
GIBcO BrL, США), сыворотку крови эмбрионов 
крупного рогатого скота (FBS, GIBcO BrL, США), ге
нетицин G418 (Geneticin, GIBcO BrL, США). В ра
боте также применяли глутатионсефарозу (Phar
macia, Швеция); 1,5изопропилтиоβDгалактозид 
(1,5 isopropylthioβD galactoside, IPtG, Pharma
cia, Швеция); инозитолl,4,5трисфосфат (IP3

) (Lc 
Laboratories, США); уридинтрифосфат (utP, cal
biochem, Германия); HePeS, Тритон Х100 (Sigma, 
США), eGtA (Fluka, Швейцария); антитела к GSt 
(Sigma, США), вторичные антитела (кроличьи и мы
шиные) (Sigma, США); антитела к Homer 1bc (Santa 
cruz, США). Поликлональные антитела (pAb) к IP

3
r 

первого типа t443 были описаны ранее [10]. Синтез 
пептидов PPKKFr и PPKKrr был заказан в фирме 
«Диафарм» (Россия).

Метод локальной фиксации потенциала (patch 
clamp)
Во всех экспериментах потенциал внеклеточного рас
твора принимали за нулевой.

В конфигурации insideout внутриклеточный 
раствор (камера) содержал (в мМ): 140 Kглутамат, 
5 nacl, 1 Mgcl

2
, 10 HePeSK, pH 7.4, 2 eGtAK 

и 1.13 cacl
2
 (pca 7). Раствор пипетки содержал 

(в мМ): 105 Bacl
2
, 10 trisНcl (pH 7.3). Присутствие 

ионов Ва2+ способствовало предотвращению акти
вации кальцийзависимых и блокированию потен
циалзависимых калиевых каналов. Электрическое 
сопротивление заполненных раствором пипеток со
ставляло 8–20 МОм.

В конфигурации wholecell внутрипипеточный 
раствор содержал (в мM): 145 nMDG аспартата, 10 
cseGtA, 10 csHePeS, pH 7.3, 1.5 Mgcl

2
 и 4.5 cacl

2
 

(pca 7.0). Внеклеточный раствор содержал (в мM): 
140 nMDG аспартата, 10 Bacl

2
, 10 csHePeS, pH 7.3. 

Для конфигурации wholecell вытягивались пипетки, 
сопротивление которых после оплавления составля
ло 3–5 MОм. Во всех опытах wholecell на мембране 
поддерживался потенциал, равный 0 мВ. С периодом 
в 5 с управляющий потенциал менялся по следую
щей схеме. Сначала подавался потенциал 100 мВ 
в течение 60 мс, затем следовало пилообразное из
менение потенциала (voltage ramp) от 100 до 100 мВ 
в течение 600 мс, после чего потенциал возвращался 
к 0 мВ. Токи wholecell нормализовались относитель
но емкости клетки, которая отражает клеточный раз
мер. Среднее значение клеточной емкости составляло 
21 ± 4 пФ (общее число опытов n = 25).

Регистрацию токов проводили с помощью усилите
ля Axopatch 200B (Axon Instruments, США). Сигнал 
оцифровывали на частоте 5000 Гц с помощью пла
ты АЦП L 305 (Lcard, Россия). Для анализа и пред
ставления данных по измерениям токов одиночных 
каналов низкой проводимости осуществляли допол
нительную фильтрацию (80–100 Гц). Амплитуды то
ков одиночных каналов определяли по записям токов 
и по амплитудным гистограммам. Для количествен
ной оценки степени активности каналов использо
вали величину NP0

, т.е. произведение количества 
проводящих каналов (N) в данном фрагменте записи 
на величину вероятности открытого состояния (Р

0
), 

которая определялась из соотношения P
0 
= I/Ni, где 

I – среднее значение тока через мембранный фраг
мент на данном временном интервале, i – амплитуда 
тока открытого канала. 

Для оцифровки и анализа записей использовали 
программное обеспечение, написанное В.А. Алексе
енко, и пакеты программ pclamp 6.0.4, Microcal Origin 
6.0, Microsoft excel.

Электрофорез и иммуноблоттинг (ИБ) 
Белковые пробы разделялись с помощью электро
фореза в 8% полиакриламидном геле в денатурирую
щих условиях. Гель либо окрашивали Кумасси, либо 
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переносили белки из него на мембрану, которую про
являли с помощью специфических антител на инте
ресующие нас белки.

Экспрессия и очистка рекомбинантных белков GST-
Homer 1c и GST-Homer 1а 
Клетки Escherichia сoli BL21(De3) трансформиро
вали плазмидами pGeX2tHomer1A и pGeX2t
Homer1c (любезно предоставленными М.М. Соловье
вым из университета Оксфорда, Великобритания). 
Экспрессию рекомбинантных белков индуцировали 
1 мМ IPtG. Затем бактерии разрушали и очищали 
химерные белки GStHomer на глутатионсефарозе. 
Полученные белки хранили при 4оС. Степень очист
ки белка проверяли с помощью электрофореза и им
муноблоттинга с использованием поликлональных 
антител к GSt и Homer. 

Клеточный лизат
Клетки A431 в чашке диаметром 10 см лизировали 
в течение 10 мин при 4оС в 1 мл раствора, содержа
щего 150 мМ nacl, 20 мМ trisHcl (pH 7.6), 1 мМ 
eDtA, 1 мМ eGtA, 1% Тритон X100, 0.5% nP40, 
10% глицерин, 0.5 мМ PMSF, с добавлением коктей
ля ингибиторов протеиназ (PIc, Hoffmann–La roche 
AG, Швейцария). Лизат трижды пропускали че
рез шприц, затем центрифугировали с ускорением 
22000 g при 4°c в течение 30 мин и отбирали суперна
тант, который впоследствии использовали в опытах.

Эксперименты pull-down (PD)
К 25 мкл глутатионсефарозы со связанными на ней 
химерными белками GStHomer добавляли лизаты 
клеток А431 и инкубировали на переворотном шей
кере при 4оС в течение 12–24 ч. Реакцию проводили 
в буфере PBS c 1% Тритоном Х100. В ряде экспе
риментов инкубацию проводили в присутствии IP

3
. 

После этого сефарозу промывали 3 раза по 1 мл PBS 
c 1% Тритоном Х100 (на сефарозе оставался белок 
GStHomer и связавшиеся с ним белки). Наличие 
IP

3
r в пробах проверяли методом иммуноблоттинга 

с использованием поликлональных антител к IP
3
r.

РезульТАТы и обсужДеНие

Разобщение белков Homer с белками-мишенями, 
вызванное пептидом PPKKFR, активирует вход 
кальция в клетках А431 
Результаты иммуноблоттинга показали, что в клет
ках А431 экспрессируются длинные изоформы 
белков Homer (рис. 1Б). Домен eVH1 белков Homer 
узнает в белкахмишенях аминокислотную после
довательность PPXXFr, где Х – любая аминокисло
та (рис. 1А) [2]. Чтобы определить роль адаптерных 

белков семейства Homer в регуляции кальциевых 
рецептор или депоуправляемых каналов, мы ис
пользовали синтетический пептид PPKKFr. Ранее 
было показано, что аналогичный пептид вызывает 
диссоциацию комплекса, образованного белком Hom
er с метаботропным глутаматным рецептором [2].

В контрольных экспериментах мы использовали 
пептид PPKKrr, где замена фенилаланина на ар
гинин отменяла узнавание пептида доменом eVH1. 
Для выяснения роли белков Homer в регуляции вхо
да кальция в клетки А431 мы использовали метод 
локальной фиксации потенциала в конфигурации 
wholecell. Интегральный вход ca2+, регистрируемый 
в условиях внутриклеточного диализа PPKKFr 
или PPKKrrсодержащими растворами, сравнивали 
с интегральным депоуправляемым входом кальция, 
активированным уридинтрифосфатом. 

Внутриклеточный диализ раствором, содержащим 
1 мкМ PPKKFr, приводил к активации селективного 
кальциевого тока cо средней максимальной амплиту
дой в 1.3 ± 0.1 пА/пФ (n = 5) (рис. 2А). Если раствор 
в пипетке содержал пептид PPKKrr, ток не разви
вался (n = 10). Последующее добавление 100 мкМ utP 
к таким клеткам приводило к развитию тока (n = 5) 
(рис. 2А). Амплитуда тока, вызванного utP, составля

Рис. 1. В клетках А431 экспрессируются длинные изо-
формы белков семейства Homer. А – Схема струк-
туры белков семейства Homer. Б – Иммуноблоттинг 
лизата клеток А431, проявленный моноклональными 
антителами к Homer 1bc. Справа отмечены положения 
молекулярных маркеров.
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ла в среднем 1.8 ± 0.3 пА/пФ, то есть была больше, чем 
амплитуда тока, активированного пептидом PPKKFr 
(рис. 2Б). Потенциал реверсии токов, активирован
ных пептидом PPKKFr, был выше, чем у токов в от
вет на utP. Таким образом, каналы, активированные 
пептидом PPKKFr, были селективнее для ионов Са2+, 
чем каналы, активированные utP (рис. 2Б).

Полученные нами данные согласуются с опублико
ванными ранее работами других авторов, предполо
живших взаимосвязь между белками Homer и депо
управляемым входом Са2+ в электроневозбудимые 
клетки [3, 4].

Ранее в клетках А431 нами было описано несколь
ко типов чувствительных к utP кальциевых каналов, 
токи через которые имели разный потенциал ревер
сии [11]. Мы предположили, что различия в амплиту

де токов и селективности каналов в ответ на пептид 
PPKKFr и на utP связаны с тем, что стимуляция 
клеток utP активирует несколько типов кальцие
вых каналов, тогда как пептид PPKKFr активирует 
не все типы каналов. 

К отделению белков Homer от белков-мишеней, вы-
званному пептидом PPKKFR, чувствительны кана-
лы Imin, но не каналы Imax 
Чтобы исследовать, какие кальциевые каналы, экс
прессируемые в клетках А431, ответственны за токи, 
активируемые диссоциацией комплекса, образован
ного Homer с белкамимишенями, мы поставили экс
перименты в конфигурации insideout. В эксперимен
тах insideout на клетках А431 встречаются два типа 
депоуправляемых каналов: I

min
 и I

max
 [11]. Электро

физиологические характеристики этих каналов раз
личны, что позволяет легко идентифицировать их 
по экспериментальным записям токов. Каналы I

min
 

обладают малой проводимостью (1.2 пСм) и высокой 
селективностью для двухвалентных катионов. Кана
лы I

max
 обладают большей, чем I

min
, проводимостью 

(18 пСм), но при этом их селективность меньше. 
В конфигурации insideout добавление 100 нМ 

пептида PPKKFr с цитоплазматической стороны 
мембранного фрагмента приводило к активации вхо
дящего тока (рис. 3А). Оказалось, что основные элек
трофизиологические свойства активируемых каналов 
(кинетика работы, проводимость и потенциал ревер
сии) совпадают с характеристиками каналов I

min
,
 
опи

санными нами ранее [11–18]. Этот факт позволяет 
сделать вывод о том, что разъединение белков Homer 
с белкамимишенями, вызванное пептидом PPKKFr, 
приводит к активации каналов I

min
 в клетках А431, 

что согласуется с полученными ранее в нашей лабо
ратории данными на клетках НЕК293 [12]. Каналы I

min
 

активировались пептидом PPKKFr в 43% случаев 
(n = 60) (рис. 3А). Контрольный пептид PPKKrr (не 
приводящий к отделению молекул Homer от мише
ней) не активировал каналы ни в одном из 36 опытов, 
причем последующее добавление PPKKFr в том же 
эксперименте активировало каналы I

min
 в 42% опытов 

(n = 26) (рис. 3Б). Пептид PPKKFr не вызывал акти
вацию каналов I

max
 – другого типа депоуправляемых 

каналов в клетках А431 (n = 60).
В аналогичных экспериментах добавление 2.5 мкМ 

инозитол1,4,5трисфосфата (IP
3
) с цитоплазмати

ческой стороны мембраны в экспериментах inside
out активировало каналы I

min
 в 32% и каналы I

max
 в 8% 

опытов (n = 80) (рис. 3В, Г), что согласуется с нашими 
предыдущими результатами [11]. При потенциале 
в 70 мВ амплитуды токов через каналы I

min
 состав

ляли 0.18 пА, тогда как амплитуды токов через кана
лы I

max
 составляли 1.7 пА (рис. 3А–Г).

Рис. 2. Записи токов, индуцированных пептидами PPK-
KFR или PPKKRR в экспериментах whole-cell. А – Разви-
тие во времени токов при потенциале -80 мВ, в присут-
ствии пептида PPKKFR (серые квадраты) или PPKKRR 
(черные квадраты) в регистрирующей пипетке. 
Момент добавления UTP отмечен стрелкой сверху. 
Стрелками а и b отмечены максимальные значения то-
ков. Б – Усредненные вольт-амперные характеристики 
токов, индуцированных пептидом PPKKFR или UTP. 
Усреднение проводилось для максимального значения 
токов whole-cell, которые отмечены стрелками a и b 
на панели А.
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Таким образом, нарушение связи белков Homer 
с белкамимишенями, вызванное пептидом PPKKFr, 
приводит к активации каналов I

min
, тогда как каналы 

I
max

 в клетках А431 не чувствительны к этому пепти
ду. Мы не знаем, регулируются ли белками Homer 
два других типа депоуправляемых каналов клеток 
А431 – I

nS
 и I

crAc
, поскольку эти каналы не встреча

ются (или не различимы) в конфигурации insideout.
Данные по регистрации активности одиночных кана

лов хорошо согласуются с результатами эксперимен
тов wholecell. Поскольку utP активирует все типы 
депоуправляемых каналов у клеток А431, а пептид 
PPKKFr не активирует по крайней мере каналы I

max
, 

это означает, что пептид вызывает частичную актива
цию кальциевых каналов в конфигурации wholecell. 
Этот факт объясняет разницу в величинах зарегистри
рованных интегральных токов. Поскольку каналы I

max
 

менее селективны, чем каналы I
min

, то utPвызванный 
интегральный ток проявляет меньшую селективность.

Каналы Imin активируются изоформой Homer 1a, 
но не Homer 1c 
Среди белков Homer есть две принципиально раз
ные группы [5]. У длинных изоформ белка (таких, 
как Homer 1с) на Сконце находится домен coilcoiled, 
который позволяет им образовывать гомоолигомеры. 
Отсутствие домена coilcoiled у коротких изоформ 
(таких, как Homer 1а) не позволяет им формировать 
олигомерные комплексы (рис. 1А). Чтобы исследовать 
действие коротких и длинных изоформ на активность 
депоуправляемых каналов в А431, мы использовали 

рекомбинантные белки Homer, полученные из бак
терий E. сoli, трансформированных плазмидой GSt
Homer. Функциональную активность выделенных 
таким образом белков Homer 1а и Homer 1с мы про
веряли по их способности связывать IP

3
r1 в экспери

ментах pulldown.
Мономерная изоформа белков Homer 1а в концен

трации 100 нМ активировала кальциевые каналы в 30% 
экспериментов insideout (n = 101) (рис. 4А). Вольт
амперная характеристика каналов, активированных 
белком Homer 1а, совпадала с вольтамперной харак
теристикой каналов I

min
, активированных utP, опу

стошением депо или IP
3
 в клетках А431 или HeK293 

[11, 13–18]. Проводимость каналов, активированных 
белком Homer 1а, составила 1.3 пСм. Длинная изофор
ма Homer 1с в концентрации 100 нМ не активировала 
каналы (n = 58), в то время как последующее добав
ление Homer 1а приводило к активации каналов I

min
 

в 27% экспериментов (n = 44) (рис. 4Б). Ни Homer 1а, 
ни Homer 1с не активировали каналы I

max
.

Из полученных данных можно сделать вывод 
о том, что разные изоформы Homer неодинаково 
действуют на каналы I

min
 в А431, причем мономерные 

белки Homer 1а активируют, а длинные изоформы 
Homer 1с не активируют каналы. Аналогичное дей
ствие различные изоформы белков Homer оказывают 
на mGlur [8] и каналы trPc [3, 4], но не на каналы 
ryr [19, 20], которые активируются как длинными, 
так и короткими изоформами Homer, причем длин
ные изоформы активируют ryr первого типа даже 
сильнее, чем короткие изоформы.

Рис. 3. Пептид PPKKFR активи-
рует каналы I

min
, но не I

max
. A – 

Добавление 100 нM PPKKFR 
с цитоплазматической сторо-
ны мембранного фрагмента 
(конфигурация inside-out, по-
тенциал на мембране -70 мВ) 
приводит к активации каналов 
I
min

. Внизу показан фрагмент 
записи тока в разверну-
том временном масштабе. 
Б – Добавление 100 нM кон-
трольного пептида PPKKRR 
не активирует токи, тогда 
как последующее добавле-
ние 100 нМ пептида PPKKFR 
активирует каналы I

min
. В, Г – 

Добавление 2.5 мкM IP
3
 акти-

вирует каналы I
min

 (В) и каналы 
I
max

 (Г). Примеры записей то-
ков через одиночные каналы 
на изолированном фрагменте 
мембраны при потенциале, 
равном -70 мВ. 

А Б
100 нM PPKKFR

-70 мВ

50 с0.6 пА

0

-0.18 пА

-0.36 пА 400 мс

100 нM PPKKFR

100 нM PPKKRR
-70 мВ

20 с0.5 пА

0
-0.18 пА

500 мс

В
2.5 мкM IP

3
-70 мВ

0.5 пА

40 с

0
-0.18 пА

500 мс

Г
2.5 мкM IP

3-70 мВ

2 пА

20 с

0

-1.65 пА

2 с
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Для trPc было предложено следующее объяснение 
действия белков Homer, которое, повидимому, под
ходит и для каналов I

min
. Поскольку белки Homer 1с 

могут формировать олигомеры, а короткие изоформы 
Homer 1а, у которых нет coilcoiledдомена, не могут, 
было выдвинуто предположение, что олигомерные ком
плексы блокируют активность каналов, а активирует 
каналы разобщение с олигомерами Homer [3, 4]. Наши 
электрофизиологические эксперименты с пептидами 
и рекомбинантными белками показывают, что не бе
лок Homer 1а сам по себе, а именно нарушение взаимо
действия олигомерных комплексов Homer с белками
мишенями необходимо для активации каналов I

min
. 

Можно предположить, что при отделении олигомерных 
комплексов Homer меняется характер взаимодействия 
между кальциевым каналом и другими белками, в том 
числе IP

3
r. Такое разобщение может вызываться пеп

тидом PPKKFr, короткой изоформой Homer 1а или IP
3
 

(см. ниже). Известно, что белки Homer 1 не влияют 

на метаболизм фосфоинозитидов, в частности не вы
зывают увеличение концентрации IP

3
 и не могут вызы

вать выброса из IP
3
 чувствительных кальциевых депо 

[21]. Таким образом, можно утверждать, что Homer 
активирует депоуправляемые каналы за счет непо
средственного воздействия на канал плазматической 
мембраны, но не за счет дополнительного выброса 
из кальциевых депо. Следовательно, несмотря на то, 
что каналы I

min
 являются депоуправляемыми в клет

ках А431, они, повидимому, могут функционировать 
и по депонечувствительному механизму – в случае, 
когда они активируются при диссоциации комплекса, 
образованного белками Homer с белкамимишенями.

Воздействие IP3 и разобщение нативных белков 
Homer с белками-мишенями влияют на работу ка-
налов Imin не аддитивно
Поскольку каналы I

min
 регулируются как IP

3
, 

так и белками Homer, то возникает вопрос, адди

Рис. 4. Белок Homer 1а активирует каналы I
min

. А – До-
бавление 100 нМ белка Homer 1а с цитоплазматиче-
ской стороны мембранного фрагмента (конфигурация 
inside-out, потенциал на мембране -70 мВ) приводит 
к активации каналов I

min
. Внизу представлена запись 

тока в расширенном масштабе времени. Б – 100 нМ 
Homer 1с не активирует каналы, тогда как последую-
щее добавление 100 нМ Homer 1а активирует каналы 
I
min

. Внизу представлена запись тока в расширенном 
масштабе времени.

А

Б

100 нM Homer 1a

-70 мВ

0.5 пА

30 с

0

-0.18 пА

-0.36 пА

200 мс

100 нM Homer 1с 100 нM Homer 1a
-70 мВ

50 с
1 пА

0

-0.18 пА

300 мс

А 2.5 мкM IP
3

100 нM PPKKFR
-70 мВ

1 пА

50 с

Б
2.5 мкM IP

3

100 нM PPKKFR
-70 мВ

1 пА

80 с

В
2.5 мкM IP

3

100 нM Homer 1a
-70 мВ

0.5 пА

5 с

Рис. 5. Отщепление нативных белков Homer и действие 
IP

3
 не аддитивны при активации каналов I

min
. А – Актив-

ность каналов I
min

, вызванная 100 нМ PPKKFR, не увели-
чивается при последующем добавлении 2.5 мкМ IP

3
.

Б – Приложение 100 нМ PPKKFR с цитоплазматической 
стороны мембраны активирует каналы I

min
. Последую-

щее добавление 2.5 мкМ IP
3
 вызывает активность кана-

лов I
max

. В – Активность каналов I
min

, вызванная 100 нМ 
Homer 1а, не меняется при добавлении 2.5 мкМ IP

3
.
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Рис. 6. IP
3
 ослабляет взаимодействие белков Homer 

с IP
3
R1. А, Б – Результаты pull-down-экспериментов. 

IP
3
R1 инкубировался с GST-Homer 1с (А) или GST-Hom-

er 1а (Б) в отсутствие или в присутствии 10 мкМ IP
3
.

А

-  +  10 мкM IP
3

кДа
IP

3
R1250

ИБ: pAb-IP
3
R1

GST-Homer 1c75
50

ИБ: pAb-GST

Б

-      +  10 мкM IP
3

кДа
IP

3
R1250

ИБ: pAb-IP
3
R1

50 GST-Homer 1а

ИБ: pAb-GST

PD: GST-Homer

тивно ли их действие на эти каналы. Добавление 
2.5 мкМ IP

3
 к мембранным фрагментам с PPKKFr

индуцированной активностью обычно не приводило 
к дальнейшему увеличению активности каналов (10 
из 13 опытов) (рис. 5А). В аналогичных эксперимен
тах с рекомбинантным белком Homer 1а аппликация 
IP

3
 также не изменяла активность каналов (рис. 5В). 

Однако в нескольких опытах добавление IP
3
 акти

вировало каналы I
max 

(рис. 5Б). В экспериментах, где 
пептид PPKKFr или рекомбинантный белок Homer 
1а не вызывал активность каналов I

min
, IP

3
 также 

не активировал каналы. Таким образом, мы показали, 
что отщепление нативных белков Homer и действие 
IP

3
 не аддитивны. Эти данные позволяют предпо

ложить, что каналы I
min

 регулируются IP
3 

и белками 
Homer по одному сигнальному пути.

IP3 нарушает взаимодействие белков Homer 
с IP3R1
В клетках А431 в основном экспрессируется IP

3
r 

первого типа (Глушанкова, неопубликованные дан
ные). Как сообщалось ранее, в этих клетках каналы 
I

min
, повидимому, регулируются конформационным 

сопряжением с IP
3
r первого типа [15, 17]. В нашей 

работе мы показали, что белки Homer участвуют 
в регуляции I

min
. Данные рентгеноструктурного ана

лиза IP
3
r указывают на близкое пространственное 

расположение мотива, узнаваемого белками Homer, 
и домена, связывающего IP

3 
[22]. Также было показа

но, что IP
3
 может вызывать диссоциацию комплекса 

Homer с IP
3
r третьего типа [4]. В наших эксперимен

тах pulldown мы обнаружили, что IP
3
 может нару

шать взаимодействие IP
3
r первого типа с белками 

Homer 1а или Homer 1с (рис. 6А, Б). Эти результа

ты хорошо согласуются с данными экспериментов 
insideout, показывающими, что действие IP

3
 и дей

ствие белка Homer 1а или пептида PPKKFr не ад
дитивны. 

Таким образом, в данной работе впервые иссле
дована регуляция нативных депоуправляемых 
каналов белками семейства Homer. Полученные 
результаты расширяют представления о механиз
мах организации компонентов депоуправляемого 
входа.   

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Программы Министерства образования и науки 

(ГК 02.740.11.5007) и (ГК П332), Программы 
Президиума РАН “Молекулярная и клеточная 

биология”, грантов РФФИ (№ 09-04-12035, 10-04-
01002, 10-04-00956), гранта “Ведущие научные 

школы” (НШ-3796.2010.4).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Parekh A.B., Putney J.W., Jr. // Physiol. rev. 2005. V. 85. № 2. 

P. 757–810.
2. tu J.c., Xiao B., Yuan J. P., et al. // neuron. 1998. V. 21. P. 717–726.
3. Yuan J.P., Kiselyov K., Shin D. M., et al. // cell. 2003. V. 114. 

P. 777–789.
4. Kim J.Y., Zeng W., Kiselyov K., et al. // J. Biol. chem. 2006. 

V. 281. № 43. P. 32540–32549.
5. Worley P.F., Zeng W., Huang G., et al. // cell calcium. 2007. 

V. 42. № 4–5. P. 363–371.
6. Hayashi M.K., tang c., Verpelli c., et al. // cell. 2009. V. 137. 

№ 1. P. 159–171.
7. Hayashi M.K., Ames H.M., Hayashi Y. // J. neurosci. 2006. 

V. 26. № 33. P. 8492–8501.
8. Ango F., Prézeau L., Muller t., et al. // nature. 2001. V. 411. 

№ 6840. P. 962–965.
9. Feng W., tu J., Yang t., et al. // J. Biol. chem. 2002. V. 277. 

№ 47. P. 44722–44730.
10. Kaznacheyeva e., Lupu V.D., Bezprozvanny I. // J. Gen. 

Physiol. 1998. V. 111. P. 847–856.
11. Kaznacheyeva e., Glushankova L., Bugaj V., et al. // J. Biol. 

chem. 2007. V. 282. № 32. P. 23655–23662.

12. Николаев А.В., Скопин А.Ю., Казначеева Е.В. // Биол. 
мембраны. 2004. Т. 21. № 6. С. 451–457.

13. Kiselyov K.I., Mamin A.G., Semyonova S.B., Mozhayeva G.n. 
// FeBS Lett. 1997. V. 407. P. 309–312.

14. Kiselyov K.I., Semyonova S.B., Mamin A.G., Mozhayeva G.n. 
// Pflügers Arch. 1999. V. 437. P. 305–314.

15. Zubov A.I., Kaznacheeva e.V., nikolaev A.V., et al. // J. Biol. 
chem. 1999. V. 274. P. 25983–25985.

16. Kaznacheyeva e., Zubov A., Gusev K., et al. // Proc. natl. 
Acad. Sci. uSA. 2001. V. 98. P. 148–153.

17. Gusev K., Glouchankova L., Zubov A., et al. // J. Gen. 
Physiol. 2003. V. 122. P. 81–94.

18. Bugaj V., Alexeenko V., Zubov A., et al. // J. Biol. chem. 2005. 
V. 280. P. 16790–16797.

19. Feng W., tu J., Pouliquin P., et al.// cell calcium. 2008. V. 43. 
№ 3. P. 307–314.

20. Pouliquin P., Pace S.M., Dulhunty A.F.// Pflügers Arch. 2009. 
V. 458. P. 723–732.

21. Shin D.M., Dehoff M.D., Luo X., et al. // J. cell Biol. 2003. 
V. 162. P. 293–303.

22. Bosanac I., Yamazaki H., Matsuura t., et al. // Mol. cell. 
2005. V. 17. P. 193–203.



116 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 3 (6)  2010

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.113.5, 577.151.4

Олигонуклеотидный микрочип 
для идентификации генов карбапенемаз 
молекулярных классов A, B и D

М. М. Уляшова1, Ю. И. Халилова1, М. Ю. Рубцова1,2*, М. В. Эйдельштейн3, 
И. А. Александрова4, А. М. Егоров1

1 Химический факультет Московского государственного университета им. М.В. Ломоносова, 
119991, Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 3
2 ЗАО «НПП ИММУНОТЕХ», 119991, Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 11А
3 НИИ антимикробной химиотерапии, Смоленская государственная медицинская академия, 
214019, Смоленск, а/я 5
4 НИИ нейрохирургии им. Н.Н. Бурденко РАМН, 125047, Москва, 4-я Тверская-Ямская ул., д. 16
*E-mail: mrubtsova@gmail.com
Поступила в редакцию 23.08.2010 г.

РеФеРАТ Разработан метод гибридизационного анализа на ДНК-микрочипах для одновременной идентифи-
кации и типирования генов, кодирующих ферменты карбапенемазы, продуцируемые микроорганизмами – 
возбудителями инфекционных заболеваний. Метод состоит из нескольких этапов, включающих выделение 
ДНК из клинического образца, амплификацию генов карбапенемаз методом мультиплексной полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с одновременным включением биотина в качестве метки, гибридизацию меченого 
ПЦР-продукта с олигонуклеотидными зондами, иммобилизованными на поверхности ДНК-микрочипа 
на основе нитроцеллюлозы. Молекулы биотина в ДНК-дуплексах выявляются конъюгатом стрептавидин-
пероксидаза хрена с последующей колориметрической детекцией фермента. Был выполнен дизайн оли-
гонуклеотидных зондов и оптимизированы условия гибридизационного анализа на мембранных микро-
чипах для идентификации семи типов генов карбапенемаз, относящихся к молекулярным классам А, В и D 
с дополнительным типированием на подгруппы. Тестирование микрочипов проводили с использованием 
контрольных штаммов микроорганизмов, несущих гены карбапенемаз, охарактеризованных методом сек-
венирования. Разработанный метод гибридизационного анализа применен для исследования клинических 
штаммов Pseudomonas spp. и Acinetobacter spp., продуцирующих карбапенемазы различных классов по дан-
ным фенотипических тестов. Все штаммы Acinetobacter baumanii, резистентные к карбапенемам, являлись 
носителями генов двух ОХА-карбапенемаз (ОХА-51 в сочетании с ОХА-23 (1 штамм), ОХА-40 (5 штаммов) 
или ОХА-58 (4 штамма)). У всех резистентных к карбапенемам штаммов Pseudomonas aeruginosa был 
обнаружен ген металло-β-лактамазы VIM-2-типа. При тестировании штаммов, чувствительных к кар-
бапенемам, гены карбапенемаз не обнаружены. Метод идентификации генов карбапенемаз на микрочипе 
характеризуется хорошей точностью и производительностью. Он может быть использован в клинических 
микробиологических лабораториях для идентификации и изучения эпидемиологии карбапенемаз.
ключеВые слоВА ДНК-микрочипы, пероксидаза хрена, колориметрическая детекция, антибиотикорези-
стентность, карбапенемазы.

ВВеДеНие
В течение последних 20 лет βлактамные антибиоти
ки прочно удерживают одно из лидирующих положе
ний в лечении широкого круга тяжелых инфекций, 
вызываемых грамотрицательными микроорганиз
мами. Среди них одной из наиболее удачных групп 
антибактериальных препаратов являются карбапе
немы, химическая структура которых изображена 
на рис. 1. Действие этой группы антибиотиков харак
теризуется широким спектром активности, низкой 

токсичностью, хорошими фармакокинетическими па
раметрами [1]. Вместе с тем эффективность их при
менения в последнее время ограничена вследствие 
развития антибиотикорезистентности, или устойчи
вости микроорганизмов к действию антибиотиков. 
Устойчивые к карбапенемам штаммы микроорга
низмов наиболее часто встречаются у возбудителей 
нозокомиальных (внутрибольничных) инфекций, от
носящихся к родам Pseudomonas spp. и Acinetobacter 
spp. В лечебных учреждениях РФ также отмечается 
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заметный рост числа возбудителей, нечувствитель
ных к действию карбапенемов, среди Pseudomonas 
aeruginosa число таких штаммов составляет уже 38% 
[2]. 

Формирование резистентности к βлактамным 
антибиотикам у представителей грамотрицатель
ных бактерий может быть связано с различными 
механизмами, включающими изменение проницае
мости наружной клеточной мембраны изза воз
никновения дефектов пориновых каналов [3, 4], ак
тивацией систем эффлюкса [5], однако наибольшее 
клиническое и эпидемиологическое значение имеет 
продукция бактериальных ферментов, гидролизую
щих βлактамное кольцо антибиотиков – βлактамаз 
[6, 7]. В настоящее время известные βлактамазы раз
деляют по структуре первичной последовательности 
белка на четыре молекулярных класса – А, B, c и D. 
Ферменты классов А, c и D относятся к гидролазам 
серинового типа, ферменты класса В являются ме
таллосодержащими гидролазами, в активном центре 
которых содержатся один или два атома цинка [8]. 
Карбапенемазной активностью обладают предста
вители разных молекулярных классов βлактамаз, 
однако наиболее распространенными и клинически 
важными в настоящее время являются карбапене
мазы KPcтипа из молекулярного класса A [9], пяти 
групп металлоβлактамаз (VIM, IMP, SPM, GIM, 
SIM) [10], а также ряд ферментов OXAтипа из мо
лекулярного класса D (подгруппы OXA23, OXA40, 
OXA51, OXA58) [11]. 

Из всего многообразия βлактамаз именно карба
пенемазы представляют собой наибольшую угрозу, 
так как обладают высокой каталитической актив
ностью и широким спектром субстратной специ
фичности, включающим практически все классы 
βлактамных антибиотиков. Вследствие плазмидной 
локализации генов распространение карбапенемаз 
среди возбудителей инфекционных заболеваний 
человека происходит достаточно быстро. В связи 
с многообразием и опасностью широкого распро
странения карбапенемаз необходимы надежные 
методы выявления продукции ферментов данного 
типа как для выбора оптимального способа лечения 
пациентов, так и для эпидемиологического контро
ля за распространением данного типа антибиотико

резистентности. В настоящее время для этих целей 
в основном используются микробиологические тесты 
[6, 12, 13]. Однако они длительны и часто малоэффек
тивны при определении типа карбапенемаз. Трак
товка их результатов не всегда однозначна, особенно 
в случаях, когда наблюдается продукция нескольких 
типов βлактамаз одновременно. Определение фер
ментов ОХАтипа с помощью фенотипических тестов 
практически невозможно [14].

Предложено несколько методов на основе полиме
разной цепной реакции (ПЦР) для идентификации 
генов металлоβлактамаз, принадлежащих к наи
более распространенным группам – VIM и IMP [15, 
16], основных подгрупп карбапенемаз ОХАтипа [17]. 
Разработан метод мультиплексной ПЦР в режиме 
реального времени с последующим анализом кривых 
плавления полученных ампликонов для идентифи
кации генов 5 групп металлоβлактамаз [18]. Однако 
мультиплексная способность метода ПЦР, как пра
вило, ограничена, что не позволяет одновременно де
тектировать большое количество генов.

Перспективным методом идентификации 
как с точки зрения времени получения результата 
анализа, так и его информативности является метод 
гибридизационного анализа на ДНКмикрочипах. 
Данная технология имеет значительные преимуще
ства перед традиционными методами, так как по
зволяет проводить многопараметрический анализ, 
а также миниатюризировать исследуемый образец, 
что значительно снижает стоимость анализа и время 
его проведения [19, 20].

 Целью данной работы являлась разработка ме
тода гибридизационного анализа на мембранных 
ДНКмикрочипах с колориметрической детекцией 
для определения генов карбапенемаз, относящихся 
к молекулярным классам A, B и D.

эксПеРиМеНТАльНАя чАсТь
Набор праймеров для амплификации генов карба
пенемаз и аминомодифицированные олигонуклео
тидные зонды были синтезированы фирмой «Син
тол» (Москва, Россия). Образцы бактериальной ДНК, 
выделенные из контрольных штаммов A. baumanii, 
Ps. aeruginosa, Escherichia coli и Klebsiella pneumo-
nia, продуцирующих карбапенемазы VIM1, VIM
2, VIM4, VIM7, IMP1, IMP2, SPM1, OXA23, 
OXA40, OXA51, OXA58, KPc3, предоставлены 
сотрудниками НИИ антимикробной химиотерапии 
Смоленской государственной медицинской академии. 
Культуры клеток микроорганизмов семейства en
terobacteriaceae, A. baumanii и Ps. aeruginosa, чув
ствительные и устойчивые к действию карбапенемов 
по данным фенотипического определения на авто
матическом анализаторе VIteK (BioMerieux, Фран

Рис. 1. Химиче-
ская структура 
карбапенемов. 
β-Лактамное 
кольцо обозна-
чено пунктиром. 
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ция), предоставлены сотрудниками НИИ нейрохи
рургии им. Н.Н. Бурденко.

Выделение бактериальной ДНК
Выделение бактериальной ДНК из суспензии куль
туры исследуемого микроорганизма, содержащей 
не менее 105 КОЕ/мл, проводили с помощью темпера
турного лизиса в буфере. Для этого 500 мкл суспен
зии помещали в центрифужные пробирки и осажда
ли микробные клетки центрифугированием в течение 
1 мин при 10000 g. Супернатант удаляли, добавляли 
100 мкл буфера (10 мМ ТрисHcl, 1 мМ ЭДТА, рН 
7.5) и ресуспендировали осадок с помощью шейкера. 
Пробирки инкубировали в твердотельном термоста
те в течение 20 мин при 990С. После термостатиро
вания образцы центрифугировали в течение 1 мин 
при 10000 g. Для ПЦР использовали 1 мкл суперна
танта.

Амплификация генов карбапенемаз методом муль-
типлексной ПЦР с одновременным введением био-
тина в качестве метки
 Амплификацию фрагментов генов карбапенемаз 
молекулярных классов A, B и D с одновременным 
включением биотина в качестве метки проводили 
в процессе двух мультиплексных ПЦР (в одной реак
ции амплифицировались гены всех групп металлоβ
лактамаз, а в другой – гены βлактамаз ОХА и КРС
типов). Каждая мультиплексная ПЦР проводилась 
в объеме 25 мкл, содержащем 10 мМ ТрисНСl
буфер с 2.5 мМ ацетата магния, 50 мМ Kcl, рН 8.3, 
2.5 ед. TaqДНКполимеразы, 100 мкМ dAtP, dGtP, 
dctP, 60 мкМ dttP, 40 мкМ dutP11биотин (Fer
mentas, Германия), по 0.4 мкМ прямого и обратного 
праймеров для каждой группы карбапенемаз и 1 мкл 
раствора матрицы ДНК. Амплификацию проводили 
в амплификаторе Mastercycler gradient (eppendorf, 
Германия) по следующему протоколу: начальная де
натурация при 94˚С (2 мин), 25 циклов амплификации 
(20 с – денатурация при 94˚С, 30 с – отжиг праймеров 
при 65°С, 1 мин – элонгация при 72˚С), завершающий 
этап элонгации при 72˚С (6 мин). Горизонтальный 
электрофорез продуктов ПЦР проводили в геле 1% 
агарозы с использованием ТАЕбуфера (40 мМ Трис, 
20 мМ уксусной кислоты, 1 мМ ЭДТА, рН 8.5) и с до
бавлением бромистого этидия до конечной концен
трации 1.6 мкг/мл. Визуализацию проводили на УФ
трансиллюминаторе при длине волны 260 нм.

Фрагментация ПЦР-продуктов
Фрагментацию ДНК проводили при комнатной тем
пературе в течение 5 мин. Для этого амплифициро
ванную ДНК растворяли до конечной концентрации 
30 нг/мкл в реакционном буфере (40 мМ ТрисHcl, 

10 мМ MgSO4
, 1 мМ cacl

2
, pH 8.0) и добавляли ДНКа

зу I (Promega, Германия). Реакцию останавливали, 
добавляя 3 мМ ЭДТА и инкубируя 10 мин при 65˚С.

Иммобилизация олигонуклеотидных зондов на мемб-
ранном ДНК-микрочипе
В качестве мембранного носителя для ДНК
микрочипов использовали нитроцеллюлозу Bio
trace nt (Pall corporation, cША). Модификация 
мембран осуществлялась с помощью 1этил3(3
диметиламинопропил)карбодиимида (Sigma, США) 
по методике, описанной в [21]. Для иммобилизации 
олигонуклеотиды растворяли в солевом буфере 
(160 мМ na

2
SO

4
, 130 мМ na

2
HPO

4
) до концентрации 

20 мкМ и наносили роботом XactIItM Arrayer (Labn
eXt Inc., США) с иглами диаметром 300 мкм на мем
браны, после чего мембраны инкубировали в термо
стате при 60˚С в течение 30 мин.

Гибридизация на ДНК-микрочипе
Перед проведением гибридизации микрочипы от
мывали буфером ФСБТ (0.01 М К

2
НРО

4
, 0.15 М nacl, 

0.05% Твин20, рН 7.0) 2 раза по 10 мин при комнатной 
температуре и блокировали в растворе 1% бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) и 1% казеина (Sigma, 
США) в буфере ФСБ (0.01 М К

2
НРО

4
, 0.15 М nacl, 

рН 7.0) при 37˚С в течение 30 мин. 500 нг фрагменти
рованной меченой ДНК растворяли в гибридизаци
онном буфере 2х SSPe (0.3 М nacl, 0.02 М naH

2
PO

4
, 

2 мМ ЭДТА, рН 7.4), содержащем 1.6 пмоль/мл кон
трольного олигонуклеотида, меченного биотином (по
ложительный контроль гибридизации). Микрочип 
помещали в гибридизационную смесь (300 мкл на 
1 микрочип) и инкубировали в течение 1 ч при 45˚С 
в термомиксере thermomixer comfort (eppendorf, 
Германия). После гибридизации проводили отмыв
ку мембран ФСБТ – 2 раза по 15 мин при комнатной 
температуре. 

Детекция и обработка результатов гибридизации
Для детекции результатов гибридизации микрочи
пы инкубировали в ФСБТ, содержащем конъюгат 
стрептавидинпероксидаза хрена (Имтек, Россия) 
в концентрации 0.2 мкг/мл в ФСБТ, в течение 30 мин 
при 37˚С. Далее микрочипы отмывали ФСБТ 10 мин, 
ФСБ 10 мин при комнатной температуре при пере
мешивании и помещали на 10 мин в субстратный рас
твор на основе 3,3´,5,5´тетраметилбензидина (ТМБ) 
и Н

2
О

2
 (НВО Иммунотех, Россия) с добавлением дек

странсульфата натрия (M
r
 = 8000, Pharmacia, Шве

ция) до конечной концентрации 0.5% (по массе), после 
чего их промывали дистиллированной водой и суши
ли на воздухе. Мембранные микрочипы сканирова
ли на сканере Perfection V750 Pro (epson, Германия) 
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при разрешении 4800 dpi. Полученные изображения 
(в tIFFформате) анализировали с использованием 
программы Scan Array express (Perkinelmer, version 
3.0, Германия) и определяли значения интенсивно
стей аналитических сигналов в различных участках 
микрочипа. Далее значения абсолютных интенсивно
стей сигналов переводили в относительные нормиро
ванием на усредненную интенсивность положитель
ного контроля гибридизации на данном микрочипе.

РезульТАТы и обсужДеНие

Молекулярный дизайн олигонуклеотидных зондов
На настоящий момент в Международном банке дан
ных GenBank имеется информация о 10 ферментах 
KPcтипа, 52 металлоβлактамазах (23 фермен
та из группы IMP, 26 – из группы VIM и по одному 
представителю из групп SPM, SIM и GIM), а также 
70 карбапенемазах из группы ОХА. Выравнивание 
аминокислотных и кодирующих последовательно
стей данных ферментов показало, что лишь фермен
ты группы KPc имеют высокую степень гомологии 
внутри группы (отличаются друг от друга наличием 
1–2 аминокислотных замен), тогда как многочислен
ные представители групп IMP, VIM и OXA отлича
ются друг от друга по своим последовательностям 
достаточно сильно. В связи с этим каждую из этих 
групп дополнительно разделили на подгруппы, вну
три которых гены ферментов по своим нуклеотидным 
последовательностям имели высокую степень гомо
логии. Так, в группе VIM было выделено 3 подгруппы 

ферментов (VIM1, VIM2 и VIM7), в группе IMP – 
6 подгрупп (IMP1, IMP2, IMP5, IMP11, IMP12 
и IMP14), а карбапенемазы группы OXA были раз
делены на 4 подгруппы – ОХА23, OXA40, OXA
51 и OXA58. Разделение карбапенемаз на группы 
и подгруппы на основании выравнивания аминокис
лотных последовательностей и их соответствие моле
кулярным классам βлактамаз приведены на рис. 2.

Основным этапом разработки ДНКмикрочипа 
являлся выбор последовательностей олигонуклео
тидных зондов для определения генов карбапенемаз 
различных групп. Выбор последовательностей олиго
нуклеотидов для идентификации группы ферментов 
осуществлялся на основе выравнивания кодирую
щих последовательностей генов всех карбапенемаз, 
принадлежащих к данной группе. Для этого находи
ли достаточно протяженный участок гена, последо
вательность которого была консервативна для всех 
представителей группы и содержала не менее 18 
нуклеотидов. Для них рассчитывали температуру 
плавления, G/cсостав и свободную энергию обра
зования димеров и вторичных структур. Для гибри
дизационного анализа на микрочипах отбирали оли
гонуклеотиды, для которых вероятность образования 
вторичных структур была минимальна и темпера
туры плавления различались не более чем на 10°С. 
На основе выбранных последовательностей синте
зировали по два олигонуклеотидных зонда, последо
вательность которых была комплементарна прямой 
и обратной цепи гена. Для дополнительного типиро
вания генов IMP, VIM и ОХА карбапенемаз на уров

Рис. 2. Разделе-
ние карбапенемаз 
на группы и под-
группы на основа-
нии выравнивания 
аминокислотных 
последователь-
ностей и их соот-
ветствие молеку-
лярным классам 
β-лактамаз.
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не подгрупп последовательности олигонуклеотидных 
зондов выбирали на основе гомологичных участков 
генов, не содержащих мутаций внутри данной под
группы и не имеющих гомологии с генами других 
подгрупп. Чтобы повысить специфичность анализа, 
для идентификации каждой подгруппы ферментов 
выбирали по два варианта олигонуклеотидных зон
дов, соответствующих разным участкам гена. В этом 
случае синтезировали зонды, последовательность 
которых была комплементарна обратной цепи гена. 

Последовательности выбранных олигонуклеоти
дов и их основные характеристики представлены 
в табл. 1. Длина зондов варьировала от 18 до 27 ну
клеотидов, G/cсостав – от 30 до 60%, температу
ра плавления – в диапазоне 63–72°С. Во все зонды 
были введены дополнительные спейсеры на 5’кон
це, удаляющие зонд от поверхности носителя, 
что позволило снизить стерические затруднения 
при гибридизации и повысить доступность зонда 
для ДНКмишени. Было установлено, что опти
мальным является использование спейсера из 13 
тимидиновых остатков, добавление дополнительных 
остатков тимидина не оказало существенного влияния 
на величину получаемых абсолютных гибридиза
ционных сигналов и специфичность гибридизации 
(данные не приводятся).

Амплификация генов карбапенемаз различных мо-
лекулярных классов с одновременным включением 
метки
Для амплификации генов карбапенемаз, относящих
ся к молекулярным классам A, B и D, разрабаты
вали метод мультиплексной ПЦР с одновременным 
введением метки – биотина. Для введения метки 
использовали меченный биотином дезоксирибоури
динтрифосфат (dutP), который включался в цепь 
ДНК одновременно с немеченым дезоксириботи
мидинтрифосфатом (dttP). В качестве матрицы 
для ПЦР использовали бактериальную ДНК, выде
ленную из контрольных штаммов микроорганизмов
продуцентов βлактамаз VIM1, VIM2, VIM7, 
IMP1, IMP2, SPM1, OXA23, OXA40, OXA51, 
OXA58 и KPc3. 

Выбор праймеров для амплификации генов кар
бапенемаз различных групп осуществлялся на осно
ве ранее выполненного выравнивания кодирую
щих последовательностей генов ферментов данных 
групп. В качестве праймеров для амплификации 
полноразмерных генов карбапенемаз группы KPc 
и металлоβлактамаз групп SPM, SIM и GIM вы
бирались консервативные для группы участки по
следовательностей, расположенные на концах генов. 
Для металлоβлактамаз групп IMP, VIM и карбапе
немаз OXAтипа консервативные участки на концах 

генов длиной более 20 п.н. найти не удалось в свя
зи с низкой гомологией ферментов внутри данных 
групп, поэтому праймеры были выбраны отдельно 
для каждой подгруппы. 

Длина праймеров (20 – 28 нуклеотидов) подби
ралась таким образом, чтобы температура плавле
ния была в диапазоне 62 – 680С, что позволяло бы 
одновременно амплифицировать все типы генов 
с одинаковой эффективностью. При выборе струк
тур праймеров учитывали G/cсостав и отбирали 
структуры, для которых содержание G/c находи
лось в диапазоне 30 – 60%. Также оценивали веро
ятность образования праймердимеров и вторич
ных структур и выбирали те последовательности, 
для которых такая вероятность была минимальна. 
В результате, для каждой группы ферментов было 
выбрано по нескольку прямых и обратных прайме
ров, различающихся по своим параметрам. Их раз
личные комбинации были проверены в ПЦР в усло
виях амплификации специфических для них генов, 
и пара праймеров, позволяющая получить наиболее 
специфические ПЦРпродукты с хорошим выходом 
реакции, была использована в дальнейшем для муль
типлексной ПЦР. Последовательности данных прай
меров представлены в табл. 2.

Для выбора температуры отжига праймеров 
для мультиплексной амплификации всех типов ге
нов карбапенемаз сначала определяли оптимальные 
температуры отжига (Та

) для каждой пары прайме
ров отдельно в условиях специфических реакций, 
затем для мультиплексной ПЦР в качестве Т

а
 вы

бирали наименьшую. Диапазон значений исследуе
мых Т

а
 праймеров составил 52 – 68оС. Оптимальной 

Т
а
 оказалась температура 60ºС, при которой для всех 

типов генов наблюдался эффективный синтез только 
специфических ПЦРпродуктов. 

После оптимизации условий амплификации генов 
карбапенемаз с выбранными праймерами была ис
следована возможность проведения мультиплексной 
ПЦР с 16 парами праймеров для одновременной ам
плификации генов карбапенемаз всех рассматривае
мых групп. Однако в этих условиях для большинства 
карбапенемаз специфический продукт амплифика
ции отсутствовал либо выход продукта амплифи
кации был очень низким, что делало невозможным 
последующее проведение гибридизационного анали
за на микрочипах. Поэтому было решено проводить 
амплификацию генов карбапенемаз в процессе двух 
мультиплексных ПЦР: одну – со смесью праймеров 
для металлоβлактамаз (11 пар праймеров), а дру
гую – со смесью праймеров для ОХА и КРС карбапе
немаз (5 пар праймеров). Результаты электрофоре
тического разделения ПЦРпродуктов, полученных 
при амплификации генов различных карбапенемаз 
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Таблица 1. Последовательности специфических и контрольных олигонуклеотидных зондов

Название Нуклеотидная последовательность, 5’→3’ Длина, 
нуклеотиды G/c, % Т

пл
, °С

Контрольные олигонуклеотиды

Контроль иммобилизации tctAGAcAGccActcAtAБиотин 18 44.4 60.4

Положительный контроль гибридизации GAttGGAcGAGtcAGGAGc 19 57.9 66.1

Отрицательный контроль гибридизации tctAGAcAGccActcAtA 18 44.4 60.4

Олигонуклеотидные зонды для определения группы карбапенемаз

KPc_прямой GcttcccActGtGcAGctcAttc 23 56.5 72.0

KPc_обратный GAAtGAGctGcAcAGtGGGAAGc 23 56.5 72.0

VIM_прямой GGAGAttGAAAAGcAAAttGGAct 24 37.5 66.6

VIM_обратный AGtccAAtttGcttttcAAtctcc 24 37.5 66.6

IMP_прямой GGAAtAGAGtGGcttAAttctcG/A 23 41.3 64.7

IMP_обратный c/tGAGAAttAAGccActctAttcc 23 41.3 64.7

SPM_прямой GAtGGGAccGttGtcAttG 19 52.6 64.9

SPM_обратный cAAtGAcAAcGGtcccAtc 19 52.6 64.9

SIM_прямой ccttGGcAAtctAAGtGAcGcAA 23 47.8 69.7

SIM_обратный ttGcGtcActtAGAttGccAAGG 23 47.8 69.7

GIM_прямой cAcActGGGAAAtGGGcttAtA 22 45.5 66.7

GIM_обратный tAtAAGcccAtttcccAGtGtG 22 45.5 66.7

OXA_прямой ccAcAA/GGtG/AGGc/ttGGttG/AAc 20 55.0 67.0

OXA_обратный Gtc/AAAccAG/Accc/tAct/ctGtGG 20 55.0 67.0

Олигонуклеотидные зонды для определения подгруппы карбапенемаз

VIM1_568 tcAGcGAAcGtGctAtAcGG 20 55.0 68.3

VIM1_590 GttGtGccGttcAtGAGttGt 21 47.6 67.9

VIM2_568 tctGcGAGtGtGctctAtGG 20 55.0 67.9

VIM2_590 GttGtGcGAtttAtGAGttGt 21 38.1 63.7

VIM7_127 GttcGGctGtAcAAGAttGGcG 22 54.5 70.0

VIM7_181 ctcGGtGAcAcGGtGtAc 18 61.1 65.8

IMP1_135 GtGGGGcGttGttcctAAAcAtG 23 52.2 70.2

IMP1_387 GGttcAAGccAcAAAttcAtttAGc 25 40.0 67.8

IMP2_264 tcAAAGGcActAtttcctcAcAtttc 26 38.5 68.2

IMP2_497 tAcctGAAAAGAAAAttttAttcGGtG 27 29.6 65.7

IMP5_506 AAtAGAGttttGttcGGtGGtt 22 36.4 65.0

IMP5_459 tGGtccAGGGcAcActcc 18 66.7 70.4

IMP11_570 tGttGAAGcAtGGccAcAtt 20 45.0 67.6

IMP11_621 tGcAAAActGGttGttccAAGcc 23 47.8 70.9

IMP12_226 AAAttAGttGcttGGtttGtAGGG 24 37.5 66.4

IMP12_495 GctAcctGAAAAcAAAAttttAttcG 26 30.8 64.8

IMP14_292 GGtGAcAGtAcGGctGGAAtAG 22 54.5 68.4

IMP14_374 AAAAAGAcAAtAAGGtAcAAGctA 24 29.2 63.4

OXA23_225 AAAtAcAGAAtAtGtGccAGcctct 25 40.0 68.8

OXA23_309 GAAGGGcGAGAAAAGGtcAtttAc 24 45.8 68.0

OXA40_225 AAAtAAAGAAtAtGtccctGcAtcA 25 32.0 65.6

OXA40_329 GAActtAtcctAtGtGGGAGAAAG 24 41.7 64.8

OXA51_225 ttcGAccGAGtAtGtAcctGcttcG 25 52.0 71.7

OXA51_578 GcccAAAAGtccAAGAtGAAG 21 47.6 65.8

OXA58_225 AAAAAcAGcttAtAttcctGcAtct 25 32.0 66.0

OXA58_206 GcAcGcAtttAGAccGAGc 19 57.9 67.7
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Таблица 2. Последовательности праймеров для мультиплексных ПЦР-амплификаций генов карбапенемаз 

Тип Последовательность 5’→3’ Длина, 
нуклеотид G/c, % Т

пл
, °С Размер ПЦР

продукта, п.н.

KPc
прямой ttctGctGtcttGtctctcAtGG 23 47.8 64.7

801 
обратный cctcGctGtGcttGtcAtcc 20 60.0 65.7

IMP1
прямой GGcGtttAtGttcAtActtcGtttG 25 40.0 64.4

584 
обратный GtAAGtttcAAGAGtGAtGcGtctcc 26 46.2 65.6

IMP2
прямой GGtGtttAtGttcAtAcAtcGttcG 25 40.0 63.8

584 
обратный GtAcGtttcAAGAGtGAtGcGtcccc 26 53.8 67.8

IMP5
прямой GGtGtttAtGttcAtActtcGtttG 25 36.0 62.5

584 
обратный GtAcGtttcAAGAGtGAtAcAtctcc 26 42.3 63.4

IMP11
прямой GGtGtttAtGttcAtAcAtcGtttG 25 36.0 62.6

584 
обратный GtAAGcttcAAGAGcGAcGcAtctcc 26 53.8 67.8

IMP12
прямой GGtGtttAtcttcAtAcAtcttttG 25 32.0 60.5

584
обратный GtAAGtttcAAGAGtGAtGcGttccc 26 46.2 66.0

VIM1
прямой GtAGtttAttGGtctAcAtGAccGcGtc 28 46.4 66.9

743 
обратный cGctGtGtGctGGAGcAAGtc 21 61.9 68.1

VIM2
прямой GtAAGttAttGGtctAtttGAccGcGtc 28 42.9 65.9

743 
обратный cGttGtGtGcttGAGcAAGtc 21 52.4 64.7

VIM7
прямой AGcAtAttccGcAcAGcctGG 21 57.1 67.5

685 
обратный ccGGGcGGtctGGAAttGctc 21 66.7 67.7

SPM
прямой cGttttGtttGttGctcGttGcGGG 25 52.0 67.4

648 
обратный ccttcAcAttGGcAtctcccAGAtAAc 27 48.1 67.2

SIM
прямой GtttGcGGAAGAAGcccAGcc 21 61.9 68.6

613 
обратный ctccGAtttcActGtGGcttGGG 23 56.5 67.6

GIM
прямой cttGtAGcGttGccAGctttAGctc 25 52.0 67.8

638 
обратный ctGAActtccAActttGccAtGcc 24 50.0 66.9

OXA23
прямой GAAAccccGAGtcAGAttGttcAAG 25 48.0 65.8

686
обратный GGcAtttctGAccGcAtttcc 21 52.4 64.8

OXA40
прямой GtttctctcAGtGcAtGttcAtc 23 43.5 62.3

714 
обратный cAtttctAAGttGAGcGAAAAGGGG 25 44.0 64.6

OXA51
прямой cGAAGcAcAcActAcGGGtG 20 60.0 65.4

649 
обратный ctcttttcGAAcAGAGctAGGtAttc 26 42.3 63.4

OXA58
прямой cttGtGctGAGcAtAGtAtGAGtc 24 45.8 63.3

684 
обратный ccActtGcccAtctGccttttc 22 54.5 66.5

из контрольных штаммов микроорганизмов, пред
ставлены на рис. 3.

Выход меченых специфических продуктов муль
типлексных ПЦР для всех типов исследуемых кар
бапенемаз составил 40–50 нг/мкл, что являлось 
достаточным для дальнейшего проведения гибриди
зационного анализа на микрочипах. Амплификация 
неспецифических продуктов наблюдалась только 
для генов подгрупп VIM1 и VIM2, однако выход их 
был небольшим, и, как показали последующие экс

перименты, их наличие не влияло на специфичность 
гибридизационного анализа.

Олигонуклеотидный микрочип для определения ге-
нов карбапенемаз молекулярных классов А, B и D
ДНКмикрочип для идентификации основных типов 
карбапенемаз представлял собой нитроцеллюлозную 
подложку размером 6.0 х 9.5 мм, на которой в опреде
ленном порядке были иммобилизованы 40 олигонукле
отидных зондов (14 зондов для идентификации генов 
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7 различных групп карбапенемаз и 26 зондов для до
полнительного типирования генов на подгруппы). Так
же каждый микрочип содержал 3 типа контрольных 
олигонуклеотидов: контроль иммобилизации (оли
гонуклеотид, меченный биотином), положительный 
контроль гибридизации (олигонуклеотид, нуклеотид
ная последовательность которого комплементарна ме
ченному биотином олигонуклеотиду, добавляемому 
к гибридизационной смеси), отрицательный контроль 
гибридизации (олигонуклеотид со случайной последо
вательностью оснований). Для повышения воспроиз
водимости анализа каждый олигонуклеотидный зонд 
наносился на микрочип в трех повторах. Схема рас
положения специфических и контрольных олигону

Рис. 4. а – Схема расположения 
специфических и контрольных 
олигонуклеотидных зондов 
на поверхности ДНК-микрочипа 
для определения генов карба-
пенемаз классов А, В и D. б – 
Результат гибридизационного 
анализа на ДНК-микрочипе 
контрольного образца Ps. 
aeruginosa, продуцирующего 
карбапенемазу VIM-1.

а б

Контроль иммобилизации
Положительный контроль гибридизации
Отрицательный контроль гибридизации 
Зонды для идентификации генов металло-β-лактамаз
Зонды для идентификации генов карбапенемаз ОХА-типа
Зонды для идентификации генов карбапенемаз KPC-типа
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клеотидных зондов на поверхности ДНКмикрочипа 
изображена на рис. 4. 

Процесс идентификации генов карбапенемаз мето
дом гибридизационного анализа на ДНКмикрочипе 
состоял из следующих этапов: 1) амплификации гена 
βлактамазы из клинического материала ДНК в про
цессе двух мультиплексных ПЦР; 2) гибридизации 
меченной биотином ДНК с олигонуклеотидными зон
дами на поверхности микрочипа; 3) детекции резуль
татов гибридизации с использованием конъюгата 
стрептавидинпероксидаза с последующей колори
метрической детекцией фермента.

Нами была проведена оптимизация условий ги
бридизации. Диапазон исследованных температур 

а бKPC-3 OXA-23 OXA-40 OXA-51 OXA-58 Маркеры

2000 2000

1000 1000

1500 1500

750 750

500 500

250

250

VIM-1 VIM-2 VIM-7 IMP-1 IMP-2 SPM-1 Маркеры

Рис. 3. Электрофореграммы продуктов мультиплексных ПЦР для амплификации генов карбапенемаз ОХА- 
и КРС-типов (а) и металло-β-лактамаз (б).
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гибридизации составил от 40 до 50°С: он не превышал 
температуру плавления (t

пл
) отдельных олигону

клеотидных зондов и ограничивался температурой, 
при которой наблюдали высокий уровень неспецифи
ческой гибридизации. При проведении гибридизации 
при температуре 40°С интенсивность сигналов была 
достаточно высокой, однако при этом для большин
ства зондов наблюдали перекрестную гибридизацию 
с фрагментами генов других карбапенемаз. При про
ведении гибридизации при 50°С интенсивность ги
бридизационных сигналов была низкой для многих 

зондов. Поэтому в качестве оптимальной температу
ры для проведения гибридизации была выбрана тем
пература, равная 45°С. В качестве гибридизационного 
буфера использовали буфер 2х SSPe с добавлением 
0.2 % додецилсульфата натрия для улучшения сма
чиваемости мембраны. 

Критическим параметром, определяющим эф
фективность гибридизации, оказался размер ме
ченой ДНКмишени. Гибридизация меченых ПЦР
продуктов, размер которых составлял 580–800 
нуклеотидов, с соответствующими олигонуклеотид
ными зондами характеризовалась сигналами неболь
шой интенсивности. Дополнительная фрагментация 
с помощью ДНКазы до фрагментов размером 50–150 
нуклеотидов приводила к значительному увели
чению интенсивности гибридизационных сигналов 
практически для всех зондов. 

Оптимизация времени гибридизации была про
ведена в диапазоне от 0.5 до 4.0 ч. Было показано, 
что реакция гибридизации меченной биотином ДНК 
с иммобилизованными на микрочипе зондами дости
гает состояния равновесия в течение 2 ч при интен
сивном перемешивании. Также было установлено, 
что при проведении реакции гибридизации в кинети
ческом режиме (1 ч) интенсивность регистрируемых 
сигналов незначительно ниже равновесных значений 
(на 10 – 20% в зависимости от типа зонда), при этом 
специфичность анализа сохранялась на хорошем 
уровне, что позволяло достоверно идентифицировать 
наличие генов всех типов карбапенемаз в гибридиза
ционной смеси. 

На рис. 5 приведены результаты тестирования 
на ДНКмикрочипе контрольных штаммов микроорга
низмов, продуцирующих металлоβлактамазы VIM1 
и IMP1 и карбапенемазы OXA51 и ОХА40. Иденти
фикацию группы βлактамазы проводили по интенсив
ности гибридизации с группспецифическим зондом, 
дополнительное типирование проводили по интенсив
ности гибридизации с подгруппспецифическими зон
дами. К преимуществам метода гибридизационного 
анализа на микрочипах можно отнести возможность 
одновременной детекции нескольких генов, что было 
продемонстрировано при тестировании карбапенемаз 
ОХАтипа, продуцируемых контрольным штаммом 
A. baumanii. 

Тестирование клинических штаммов микроорганиз-
мов, устойчивых к действию карбапенемов
Разработанный ДНКмикрочип был апробирован 
на клинических штаммах грамотрицательных ми
кроорганизмов, устойчивых и чувствительных к дей
ствию карбапенемов по данным фенотипирования. 
В табл. 3 представлены результаты тестирования 
28 клинических штаммов Ps. aeruginosa, A. baumanii 

Рис. 5. Результаты гибридизационного анализа на ДНК-
микрочипе контрольных образцов Ps. aeruginosa (а, 
б) и A. baumanii (в), продуцирующих карбапенемазы 
VIM-1 (а), IMP-1 (б), OXA-51 и OXA-40 (в).
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Таблица 3. Результаты тестирования клинических образцов на ДНК-микрочипе

Тип микроорганизма
Чувствительность  

к карбапенемам по данным  
фенотипирования

Число
образцов

Типы найденных карбапенемаз

OXA23 OXA40 OXA51 OXA58 VIM2

A.  baumanii
Резистентные

10 1 5 10 4 

Ps. aeruginosa 11     11

A. baumanii

Чувствительные

2     

K. pneumonia 3     

E. coli 2     

и Enterobacteriaceae spp. с различным уровнем чув
ствительности к карбапенемам, полученных из НИИ 
нейрохирургии им. Н.Н. Бурденко и НИИ антими
кробной химиотерапии Смоленской государственной 
медицинской академии. Все штаммы A. baumanii, 
резистентные к карбапенемам по данным фенотипи
ческих тестов, были продуцентами генов двух ОХА
карбапенемаз (ОХА51 и ОХА23 (1 штамм), ОХА40 
(5 штаммов), ОХА58 (4 штамма)). У всех резистент
ных к карбапенемам штаммов Ps. aeruginosa был 
обнаружен ген металлоβлактамазы VIM2типа. 
При тестировании штаммов, чувствительных к кар
бапенемам, гены карбапенемаз не обнаружены. Та
ким образом, результаты гибридизационного анализа 
на ДНКмикрочипах хорошо согласуются с данными 
фенотипирования. Кроме того, для двух образцов – 
одного A. baumanii и одного Ps. aeruginosa, резистент
ных к действию карбапенемов, структура обнару
женных карбапенемаз ОХА40, ОХА51 и VIM2 
была подтверждена методом секвенирования.

Таким образом, разработанный метод гибриди

зационного анализа на ДНКмикрочипах для иден
тификации и типирования генов карбапенемаз 
характеризуется хорошей точностью и производи
тельностью и может быть использован в клинических 
микробиологических лабораториях для идентифи
кации и изучения эпидемиологии карбапенемаз. Ис
пользуемые в настоящее время фенотипические те
сты длительны по времени (от 24 до 48 ч) и не всегда 
эффективны при определении карбапенемаз, особен
но карбапенемаз ОХАтипа. Идентификация генов 
карбапенемаз на ДНКмикрочипах позволяет осу
ществлять быструю диагностику, весь анализ от вы
деления культуры клеток до получения конечного 
результата занимает около 4.5 ч, включая 0.5 ч на вы
деление бактериальной ДНК, 1.5 ч на амплификацию 
генов карбапенемаз и фрагментацию полученных 
ПЦРпродуктов, 1.5 ч на гибридизацию с последую
щей отмывкой и 1 ч на колориметрическую детекцию 
результатов гибридизации. Важной особенностью 
метода является возможность идентификации не
скольких генов в одном образце одновременно. 
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РеФеРАТ Разработана оригинальная тест-система для скрининга ингибиторов серин-треониновых проте-
инкиназ на основе штамма Escherichia coli APHVIII/Pk25. Фосфорилирование протеинкиназами фермента 
аминогликозидфосфотрансферазы VIII (APHVIII), инактивирующего аминогликозидные антибиотики, 
увеличивает устойчивость бактерий к антибиотику канамицину. Ингибиторы протеинкиназ, напротив, 
снижают устойчивость клеток бактерий к канамицину. Получены модификации APHVIII, в которых сайт 
фосфорилирования Ser-146, фосфорилируемый киназой Pk25, изменен в соответствии с канонической 
последовательностью аутофосфорилирования Pk25 Streptomyces coelicolor. Модифицированные и ис-
ходный гены aphVIII клонированы в E. coli одновременно с геном, кодирующим каталитический домен 
pk25. При экспрессии этих генов в клетках происходит накопление кодируемых ими белков. Выделенный 
каталитический домен Pk25 сохраняет киназную активность полноразмерной протеинкиназы. Вариан-
ты E. coli, содержащие одновременно гены aphVIII и pk25, более устойчивы к канамицину, чем варианты, 
несущие только ген aphVIII. Ингибиторы протеинкиназ класса индолилмалеимидов подавляют актив-
ность Pk25 и понижают устойчивость клеток к канамицину. Моделирование пространственных структур 
APHVIII и Pk25 показало, что фосфорилируемый в молекуле APHVIII Ser-146 является аналогом фосфо-
серина в области рибозного кармана протеинкиназ типа РКА, а структура Pk25 подобна структуре РknB 
Mycobacterium tuberculosis. Результаты докинга указывают на взаимодействие эффективных ингибиторов 
протеинкиназы Pk25 с АТФ-связывающей областью киназы. Разработанная оригинальная тест-система 
может быть использована для первичного отбора АТФ-конкурентных низкомолекулярных ингибиторов 
серин-треониновых протеинкиназ бактерий и человека. 
ключеВые слоВА серин-треониновые протеинкиназы, индолилмалеимиды, скрининг ингибиторов про-
теинкиназ, бактериальная тест-система, Streptomyces.

ВВеДеНие 
Серинтреониновые протеинкиназы (СТПК) – уни
версальные регуляторы клеточного метаболизма 
эукариот [1–3]. Им также принадлежат ключевые 
роли в контроле процессов апоптоза, пролиферации 
и дифференцировки клеток, транспорта веществ 
из клетки и др. Нарушение функционирования ки
наз ассоциировано с развитием многих заболева
ний человека, таких, как диабет [4], шизофрения 
[5], сердечнососудистые расстройства [6], а также 

с патологическими состояниями, например канце
рогенезом [7] и нарушением иммунитета [8]. В по
следние десятилетия интенсивное развитие полу
чил биомишеньнаправленный поиск модуляторов 
(ингибиторов) протеинкиназ как потенциальных ле
карственных препаратов нового поколения [9–11]. 

Серинтреониновые протеинкиназы эукариоти
ческого типа обнаружены у бактерий, включая па
тогенные для человека [12]. Установлено, что СТПК 
участвуют в формировании вирулентности, бакте
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риальных биопленок, поддержании толерантности, 
персистировании патогенных микроорганизмов. По
казано ключевое значение СТПК в формировании 
вирулентности Streptococcus pneumonia, Mycobacte-
rium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Pseudomo-
nas aeruginosa и ряда других патогенных бактерий 
[12–14]. Установлено их участие в модуляции устой
чивости к антибиотикам у M. tuberculosis [15]. В по
следнее время ведется интенсивная работа по скри
нингу ингибиторов СТПК [16–19]. 

Ранее нами была разработана тестсистема [20] 
для первичного скрининга (прескрининга) ингиби
торов СТПК на основе сконструированного штамма 
Streptomyces lividans TK24 (66) APHVIII+, ключе
вым элементом которой является фермент, инакти
вирующий аминогликозидные антибиотики, – ами
ногликозидфосфотрансфераза типа VIII (APHVIII). 
Ген aphVIII, выделенный из генома Streptomyces 
rimosus, был клонирован и экспрессирован в S. livi-
dans TK24 (66). Важной особенностью APHVIII S. ri-
mosus является зависимость активности фермента 
от уровня его фосфорилирования эндогенными СТПК 
[21]. Фосфорилирование фермента APHVIII придает 
клеткам Streptomyces устойчивость к аминогликозид
ным антибиотикам. Ингибиторы СТПК препятствуют 
фосфорилированию и делают клетку более чувстви
тельной к аминогликозидам [20]. Такая система изме
нения чувствительности клеток к аминогликозидам 
в присутствии ингибиторов СТПК позволяет вести 
первичный отбор ингибиторов этих СТПК. В геноме 
S. coelicolor A3(2) nc_003888, близкородственном 
штамму S. lividans TK24 (66) AceY01000000, иденти
фицированы и аннотированы 34 СТПК. Как минимум 
одна из них – протеинкиназа Рk25 (код доступа ncBI 
reference Sequence: Protein nP_628936.1) – способ
на фосфорилировать APHVIII [22]. Для исключения 
неспецифического действия ингибиторов на другие 
СТПК S. lividans TK24 (66), предположительно спо
собные фосфорилировать APHVIII, сконструирована 
и описана в данной работе тестсистема на основе фер
мента APHVIII и каталитического домена протеинки
назы Рk25 в штамме Escherichia coli. Отсутствие в ге
номе E. coli собственных генов СТПК эукариотичес кого 
типа делает тестсистему более чувствительной и по
зволяет отбирать ингибиторы, специфичные в отно
шении только Рk25 и ее близких гомологов [23].

эксПеРиМеНТАльНАя чАсТь
Штаммы: S. coelicolor A3(2) (ВКПМ, г. Москва), 
S. livi dans TK24 (66) APHVIII+ (код досту
па в GenBank AceY01000000), E. coli DH5a: F, 
Ф 80 ΔlacZΔM15, Δ(lacZYAargF), u169 (Promega); 
BL21(De3): F, dcm, ompt, hsdS(r

B
m

B
), galλ(De3) 

(novagen). 

Плазмидные векторы: pet16b, pet22b и pet32а 
(novagen). 

Среды. Для выращивания штаммов S. coelicolor 
A3(2) и S. lividans TK24 (66) использовались среды 
YSP и YeMe [24]. Для выращивания E. coli исполь
зовали среду Лурия (Lбульон), nZcYM, М9среду 
с 1.5% глицерина (на 1 л): 6 г na

2
HPO

4
, 3 г KH

2
PO

4
, 

0.5 г nacl, 1 г nH
4
cl, рН 7.4, 2 мл 1 М MgSO

4
, 15 мл 

глицерина. Для обеспечения селективного роста 
плазмидсодержащих клеток добавляли ампициллин 
(100 мкг/мл). Для экспрессии белка использовали ин
дуктор IPTG в концентрации 1 мМ. 

Процедуры молекулярного клонирования. Вы
деление тотальной ДНК штаммов S. coelicolor A3(2) 
и S. lividans TK24 (66) APHVIII проводили согласно 
руководству [24]. Выделение плазмидной ДНК, при
готовление компетентной культуры E. coli, трансфор
мацию и анализ рекомбинантных плазмид проводили 
с использованием стандартных методов [25]. Ампли
фикацию ДНК методом полимеразной цепной реак
ции (ПЦР) проводили с использованием набора «Ам
плификация» фирмы “Dialat Ltd.” на приборе Терцик 
ТП4ПЦР01 (ДНКТехнология). Температурный ре
жим подбирали с учетом длины и состава праймеров. 
Олигонуклеотиды синтезированы фирмой «Синтол». 
Они представлены в табл. 1. Нуклеотидную после
довательность ДНК определяли по методу Сэнгера. 
Сравнительный анализ нуклеотидных последова
тельностей проводили с использованием программы 
BLASt (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blast). 

Электрофорез белков проводили в 12% полиакрил
амидном геле в денатурирующих условиях как опи
сано ранее [21]. Для этого клетки, содержащие скон
струированные плазмиды, выращивали в жидкой 
среде nZcYM, содержащей ампициллин (150 мкг/мл) 
при 34°С до оптической плотности 0.6 (~1.5 ч), затем 
индуцировали экспрессию каталитического домена 
киназы добавлением IPTG до финальной концен
трации 1 мМ. Далее проводили культивирование 
при 28°С в течение 4 ч, отбирали биомассу, которую 
суспендировали в буфере: 62.5 мМ ТрисHcl, pH 6.8; 
5% глицерин; 2% меркаптоэтанол; 0.1% SDS; бром
феноловый синий. Клетки разрушали кипячением 
в течение 10 мин в буфере и анализировали белки 
электрофорезом в полиакриламидном геле. В ячейки 
геля вносили по 25 мкг суммарного белка фракции. 
Электрофореграммы белков сканировали на лазер
ном денситометре ultroscan 2205 LKB. В качестве 
контроля использовали фракцию белков штамма 
E. coli BL21(De3), содержащего вектор без вставки. 

Выделение белка клонированного в E. coli ката-
литического домена протеинкиназы Pk25. Клетки 
E. coli разрушали двукратной обработкой ультра
звуком в буфере, содержащем 20 мМ tрисHcl, рН 
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7.8, 10 мМ 2меркаптоэтанола, 300 мМ nacl и 1 мМ 
ФМСФ, или в этом же буфере, содержащем допол
нительно 8 М мочевины. Нерастворимый материал 
удаляли центрифугированием при 20000 g в течение 
20 мин. Фракции растворенных белков E. coli нано
сили на колонки с nintAагарозой (Qiagen), интен
сивно промывали смолу буфером того же состава, со
держащим дополнительно 50 мМ имидазола, рН 6.0, 
и элюировали адсорбированный белок, пропуская 
через колонки соответствующий буфер (без мочеви
ны – для нативного солерастворимого белка и с моче
виной – для денатурированного нерастворимого бел
ка) с градиентом концентрации имидазола 0.05–0.5 М 
[20]. Белки в элюате анализировали SDSPAGe.

Анализ аутофосфорилирования выделенного 
белка каталитического домена Pk25 in situ проводи
ли после разделения выделенного белка электрофо
резом в денатурирующих условиях. Для ренатура
ции протеинкиназы в геле использовали процедуру 
Камешита и Фуджисава [26]. Гель с включенным 
в него белком интенсивно промывали для удаления 
SDS 50 мМ tрисHcl, pH 7.8 с 25% 2пропанолом и 
8 М мочевиной. Далее проводили ренатурацию бел
ка, удаляя денатуранты промыванием геля последо
вательно буферами А: 50 мМ tрисHcl, pH 7.8, и Б: 
50 мМ tрисHcl, pH 7.8, 100 мМ nacl, 6 мМ 2мер
каптоэтанола, 5 мМ Mgcl2

, 1 мМ cacl
2
. Затем гель 

инкубировали в присутствии 50 мкКи/мл [γ32P]АТФ 

(7000 Ки/мМ, «Фосфор», РФ) в буфере Б для анализа 
протеинкиназной активности [21]. Белок в геле фик
сировали и окрашивали в 40% ТХУ, отмывали от ТХУ 
и непрореагировавшей метки 5% уксусной кислотой, 
высушивали и ауторадиографировали, экспонируя 
с рентгеновской пленкой Kodak XOmat Ar.

Процедура клонирования в экспрессионные 
векторы pet32a, pet22b и pet16b. Клонирование 
гена протеинкиназы pk25 штамма S. coelicolor A3(2) 
и аналогичного гена штамма S. lividans ТК24 (66) в E. 
coli проводили в составе экспрессионного вектора 
pet32a по сайтам ecorI и HindIII (праймеры Pk25en 
и Pk25c) (табл. 1). Клонирование каталитического до
мена протеинкиназы pk25 штамма S. coelicolor A3(2) 
в E. coli проводили в составе экспрессионного вектора 
pet22b по сайтам ndeI и HindIII (праймеры Pk25Сn 
и Pk25Сc). Клонирование модифицированного гена 
aphVIII в E. coli осуществляли в составе экспресси
онного вектора pet16b по сайтам ndeI и XhoI (прай
меры Aphn и Aphc). Клонирование каталитическо
го домена протеинкиназы pk25 штамма S. coelicolor 
A3(2) в E. coli осуществляли в составе экспрессион
ных векторов pet16b + aphVIII146-S с немодифи
цированным сайтом фосфорилирования APHVIII, 
pet16b + aphVIII146-1, pet16b + aphVIII146-2, 
pet16b + aphVIII146-3 – с модифицированными сай
тами по рестрикционному сайту BamHI (праймеры 
Pk25nBgl и Pk25СBgl).

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе*

Название Сайты 
рестрикции Структуры праймеров 5'–3'

Pk25en ecorI AtccGAATTAtGGcAcGGAAGAtcGGcAG
Pk25c HindIII ccGcAAGCTTGGtGccGttGccGGAAccG

Pk25cn ndeI tcGtCATATGcGttAccGGctccAtGAGcGGc
Pk25cc HindIII ccGcAAGCTTcAtccGctGGGccGAcGccG

Pk25nBgl Bgl II ttttAGATCTAAtAAGGAGAtAtAcAtGtAccGGctccAtGAGcGGct
                                 rBS                                       начало кат. домена pk25

Pk25СBgl Bgl II ccG cAG ATC TAt ccG ctG GGc cGA cGc cGc 

t7prom — ttAAtAcGActcActAtAGG
t7term — ctAGttAttGctcAGcGG

APH 1461(+)  — GctGtcGctAcAGGGAcGGtcAGcttGGAGGAtctGGAc
APH 1461() — GtccAGAtcctccAAGctGAccGtccctGtAGcGAcAGc
APH 1462(+) — GctGtcGctAcAGGGAGcGtcAccttGtcGGAtctGGAcGAG
APH 1462()  — ctcGtccAGAtccGAcAAGGtGAcGctccctGtAGcGAcAGc
APH 146t(+)  — GtcGctGAAGGGAccGtcGActtGGAG
APH 146t()  — ctccAAGtcGAcGGtcccttcAGcGAc

Aphn ndeI ttttCATATGGAcGAtGcGttGcGtGc
Aphc BamHI ttttGGATCCtcAGAAGAActcGtccAAc

*Сайты узнавания рестриктазами выделены жирным шрифтом, нуклеотидные замены – однократным подчерки-
ванием.
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Клонирование нуклеотидной последовательности 
каталитического домена протеинкиназы рk25 про
водили в составе экспрессионного вектора рЕТ22b 
по сайтам ndeI–HindIII (праймеры Pk25Сn, гомо
логичный nконцевой области каталитического до
мена, и Pk25СС, гомологичный Сконцевой области 
каталитического домена). Для наработки фрагмента 
проводилась амплификация с тотальной ДНК S. coe-
licolor. Фрагмент ДНК, соответствующий каталити
ческому домену гена протеинкиназы рk25, препара
тивно выделяли из агарозного геля, секвенировали 
и клонировали в составе плазмиды рЕТ22b по сайтам 
эндонуклеаз рестрикции ndeI и HindIII. Полученной 
лигазной смесью трансформировали штамм E. coli 
DH5a. Скрининг рекомбинантных клонов осущест
вляли при помощи ПЦР с использованием стандарт
ных праймеров t7prom и t7term. Из отобранных 
трансформантов выделяли плазмидные ДНК и про
водили повторное секвенирование или рестрикцион
ный анализ гибридных плазмид на наличие вставки. 
Далее полученными плазмидами рЕТ22bрk25 транс
формировали штамм E. coli BL21(De3).

Cайт-направленный мутагенез области Ser-
146 аминогликозидфосфотрансферазы APHVIII. 
Для проведения сайтнаправленного мутагенеза ис
пользован метод точковых мутаций Нельсона [27]. 
Для получения мутантного варианта 1 (аминокислот
ные замены: Ser146→thr146, Glu144→thr144, Asp
148 → Ser148) синтезированы праймеры APH 146
1(+) и APH 1461() (табл. 1), предусматривающие 
данные замены. Для получения мутантного варианта 
2 (замены Glu144→thr144, Asp148→Ser148, Glu
150→Ser150) синтезированы праймеры APH1462(+) 
и APH1462(). Вариант 3 представляет собой замену 
Ser146→thr146, проведенную с помощью синтези
рованных праймеров APH146t(+) и APH146t(). 

В качестве внешних праймеров использовались 
Aphn и Aphc, соответствующие 5' и 3'концевым 
фрагментам структурной части гена aphVIII. 

Полученные в результате проведенного мутагене
за фрагменты секвенировали для подтверждения со
ответствующих нуклеотидных замен, после чего кло
нировали в составе мультикопийного вектора рЕТ16b 
под контроль транскрипционного и трансляционного 
сигналов бактериофага Т7 в рамке считывания с AtG 
экспрессионного участка по сайтам эндонуклеаз ре
стрикции ndeI и BamHI с последующей трансформа
цией штамма E. coli DH5a. Скрининг рекомбинантных 
клонов осуществляли при помощи ПЦР с использо
ванием праймеров t7prom и t7term. Из отобранных 
трансформантов выделяли плазмидные ДНК и ре
секвенировали полученные мутантные гены. 

Определение уровня устойчивости к канамици-
ну отобранных трансформантов E. coli BL21(DE3). 

Для анализа использовали клоны трансформантов E. 
coli BL21(De3), содержащие гены исходной либо мо
дифицированной aphVIII или aphVIII и рk25 в соста
ве вектора pet16b. С помощью репликатора клоны 
трансформантов, устойчивые к ампициллину в кон
центрации 100 мкг/мл, переносили на чашки Петри 
с LBсредой, содержащей различные концентрации 
аминогликозидного антибиотика канамицина и ин
дуктор IPTG, и фиксировали рост колоний через 25 ч 
культивирования при 37°С. 

Определение активности ингибиторов протеин-
киназ на бактериальной тест-системе. Для опреде
ления активности ингибиторов использовался метод 
бумажных дисков. Методика заключалась в опре
делении величины зоны подавления роста штам
ма, засеянного газоном на агаризованной среде, во
круг бумажных дисков, содержащих антибиотик 
или антибиотик в сочетании с ингибиторами серин
треониновых протеинкиназ. Тестсистема: E. coli 
BL21(De3)APHVIII/Рk25. Бактерии, выращенные 
на агаризованной LBсреде с ампициллином, смыва
ли в жидкую LBсреду и выращивали в течение ночи 
при 37оС. Клетки центрифугировали (4000 об/мин, 
10 мин). Осадок ресуспендировали в жидкой среде 
М9. Бактериальную суспензию смешивали с содер
жащей ампициллин и индуктор IPTG расплавлен
ной агаризованной средой М9, в соотношении 1 : 1 
(v/v) и заливали полученной смесью чашки Петри 
с агаризованной средой М9 с ампициллином и IPTG. 
Ампициллин необходим для поддержания плазмиды 
в штаммах E. coli. На поверхность агара накладыва
ли бумажные диски, содержащие антибиотик кана
мицин или антибиотик и ингибитор протеинкиназ. 
Культуру инкубировали в течение 16 ч при 37оС. 

Моделирование структуры каталитического до-
мена Рk25. В качестве шаблонов для построения мо
дели структуры каталитического домена Pk25 были 
использованы рентгеноструктурные данные по кина
зе PknB M. tuberculosis (коды доступа в банке белко
вых структур PDB [28]: 1Mru [29], 1O6Y [30], 2FuM 
[31], 3F61 [32], 3F69 [32]). Аминокислотные после
довательности шаблонных белков были извлечены 
непосредственно из структурных файлов, последо
вательность Pk25 S. coelicolor A3(2) была получена 
из GenBank (код доступа 21223157 [33]); аннотиро
вание каталитического домена было осуществлено 
на основании гомологии. Выравнивание аминокис
лотных последовательностей осуществляли с помо
щью программы clustalX 2.0.11 [34]. Моделирование 
осуществляли с помощью программы Modeller 9v5 
[35]. Генерировали 35 различных моделей катали
тических доменов, каждую из которых оптимизиро
вали методом моделирования отжига. Лучшую мо
дель выбирали на основе оценочной функции DOPe, 
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реализованной в Modeller, и валидации программой 
PrOcHecK [36]. Дальнейшую оптимизацию модели 
проводили в программном комплексе SYBYL 8.0 [37]: 
к моделям добавляли все требуемые атомы водорода 
и проводили 150 шагов минимизации энергии в сило
вом поле tripos [38] методом Пауэлла.

Моделирование структуры каталитического до-
мена APHVIII. Для моделирования структуры ка
талитического домена аминогликозидфосфотранс
феразы VIII дикого типа и ее мутантных вариантов 
была использована структура комплекса наиболее 
гомологичного белка APH(3')IIa (код доступа 1nD4 
[39], идентичность аминокислотной последователь
ности 36%) с канамицином. Методология моделирова
ния аналогична описанной выше за тем исключением, 
что в каждом случае строили 50 моделей. 

Докинг ингибиторов в модель структуры кина-
зы Pk25 проводили с использованием программы 
Autodock 4.1 [40]. Структуры ингибиторов были сге
нерированы с помощью средств программного ком
плекса SYBYL 8.0 и оптимизированы в силовом поле 
MMFF94 [41]. Подготовку к докингу осуществляли 
в программном комплексе MGLtools 1.5.4 [42] в со
ответствии с общепринятыми рекомендациями. По
строение решеточных полей и докинг осуществляли 
с использованием параметров по умолчанию; распо
ложение решетки для расчета потенциала лиганд
рецепторного взаимодействия выбирали таким об
разом, чтобы она включала в себя все важнейшие 
аминокислотные остатки области связывания АТФ. 
При докинге каждого лиганда поиск с помощью гене
тического алгоритма запускали 100 раз; результаты 
докинга группировали в кластеры, используя по
роговое значение среднеквадратичного отклонения, 
равное 2.0 Å. Анализ результатов докинга проводили 
с помощью MGLtools 1.5.4.

РезульТАТы
Клонирование и сравнение полноразмерного гена 
серин-треониновой протеинкиназы pK25 S. coeli-
color и pK25 S. lividans
В секвенированной нуклеотидной последовательно
сти генома S. lividans TK24 AceY01000000 ген про
теинкиназы, гомологичный гену pK25 S. coelicolor 
на 99.8%, отличается шестью нуклеотидами, в том 
числе содержит вставку – c(664). Наличие вставки 
ведет за собой сдвиг рамки считывания в аминокис
лотной последовательности каталитического доме
на. Для сравнения интересующих нас протеинкиназ, 
имеющихся в нашей коллекции штаммов S. coelicolor 
A3(2) и S. lividans TK24 (66), было проведено клони
рование и секвенирование генов этих протеинкиназ. 
Для выделения генов pK25 серинтреониновых про
теинкиназ из геномов S. coelicolor и S. lividans были 

синтезированы два олигонуклеотида (Pk25en, го
мологичный проксимальной (nконцевой) области 
значащей части цепи гена; Pk25c, комплементар
ный дистальной части (cконцевой) значащей цепи 
гена), содержащие в своем составе сайты рестрик
ции HindIII и ecorI (табл. 1). В результате ампли
фикации с тотальной ДНК S. coelicolor и S. lividans 
были наработаны заданные ДНКфрагменты и кло
нированы в составе экспрессионного вектора рЕТ32а 
по сайтам эндонуклеаз рестрикции HindIII и ecorI 
в штамм E. coli DH5a. Секвенированием и анализом 
ДНКфрагментов их идентифицировали как pK25. 
При сравнении генов S. coelicolor и S. lividans най
дены нуклеотидные замены в позициях 123, 237, 279, 
435, 963 от первого кодона atg структурной области 
гена pK25 S. lividans. Данные замены не приводят 
к заменам аминокислот в белковой последовательно
сти. Таким образом, аминокислотные последователь
ности полноразмерного продукта гена pK25 S. coeli-
color и S. lividans являются идентичными.

Клонирование и экспрессия нуклеотидной после-
довательности каталитического домена протеин-
киназы Pk25 штамма S. coelicolor в экспрессионный 
вектор pET22b
Для клонирования были синтезированы два олиго
нуклеотида (Pk25Сn, Pk25СС), которые содержали 
в своем составе сайты для рестриктаз ndeI и HindIII 
(табл. 1). Полученный в результате амплификации 
фрагмент рестрицировали и клонировали в E. coli 
DH5a в составе экспрессионного вектора рЕТ22b. По
сле ресеквенирования сконструированными векто
рами трансформировали экспрессионный штамм E. 
coli BL21(De3). 

Для изучения экспрессии нуклеотидной после
довательности каталитического домена протеин
киназы в клетках отобранных трансформантов E. 
coli проводили гельэлектрофорез растворимой 
фракции клеточных белков в денатурирующих 
условиях. В качестве контроля использовали фрак
цию белков из клеток штамма E. coli BL21(De3) 
рЕТ22b. В клетках E. coli, содержащих плазмиду 
pet22bPk25 с последовательностью каталити
ческого домена pk25, наблюдалась единственная 
по сравнению c контрольными клетками (клетки E. 
coli, содержащие плазмиду pet22b, но без последо
вательности каталитического домена pk25) допол
нительная фракция белка с молекулярной массой 
около 28 кДа (рис. 1а). Эта величина соответствует 
расчетной молекулярной массе (27.8 кДа) каталити
ческого домена протеинкиназы Рk25 штамма S. coe-
licolor A3(2). По данным сканирования, содержание 
белка в дополнительной фракции составляет до 3.5% 
от суммарного белка.
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Моделирование пространственной структуры ката-
литического домена Pk25
Основные структурные особенности киназы Pk25 от
ражены в модели. Модель близка к структуре ша
блона РknB M. tuberculosis в силу значительной сте
пени идентичности последовательностей (рис. 2а). 
Суммарный заряд аминокислот каталитического до
мена равен 3. Наиболее заметные различия между 
структурами модели и шаблона наблюдаются в об
ласти спирали c (вставка четырех аминокислотных 
остатков в Pk25), в петле между фрагментами β4 и β5 
(делеция четырех аминокислотных остатков в Pk25) 
и в области спирали η3 (делеция пяти аминокислот
ных остатков в Pk25). Конформация активационной 
петли отличается от шаблона вследствие высокой 
подвижности петли. Тем не менее, указанные раз
личия не влияют на конформацию аминокислотных 
остатков в центре связывания АТФ. Пять аминокис
лотных остатков АТФсвязывающего кармана Pk25 
отличаются от соответствующих остатков PknB 
(рис. 2б): V72I, I90M, Y94L, M145L, M155t (нумера
ция в соответствии с последовательностью PknB). 
Первые три замены относительно консервативны 
и не должны оказывать решающего влияния на про
цесс взаимодействия с ингибитором. Замена Y94L 
находится в области шарнира, и лиганды взаимо
действуют с атомами основной цепи данного остат
ка, а не с его боковой цепью. Две последние замены 
не консервативны и должны оказывать влияние 
на взаимодействие с ингибиторами; в частности, обе 
замены приводят к увеличению доступного объема 
кармана связывания. Наконец, благодаря введению 

остатка треонина в позицию 155 в этой области появ
ляется дополнительная гидроксильная группа.

Анализ аутофосфорилирования в активационной 
петле каталитического домена Pk25
Белковую фракцию каталитического домена Pk25, 
клонированного и экспрессированного в E. coli, 
выделяли из лизата бактерий хроматографией 
на гистидинсвязывающей смоле в нативных усло
виях или в присутствии 8 М мочевины и после 
электрофоретического разделения анализирова
ли его внутриклеточную локализацию и способ
ность к аутофосфорилированию in situ. Было по
казано, что во фракции солерастворимых белков 
клетки каталитический домен Pk25 отсутствует. 
Этот рекомбинантный белок локализуется во фрак
ции нерастворимых белков клетки и может быть 
переведен в растворимое состояние в присутствии 
мочевины, что и было проделано. После электро
форетического разделения значение молекуляр
ной массы анализируемого фрагмента составляет 
28 кДа, что хорошо совпадает с расчетным значе
нием для клонированного домена. В присутствии 
[γ32Р]АТФ белок включает в свой состав меченый 
фосфат (рис. 1б). Анализ фосфорилирования по
сле разделения белков в геле позволяет исключить 
интерферирующее влияние возможных примесей 
на результаты. В целом, полученные данные указы
вают на то, что выделенный белок каталитического 
домена Рk25 является ферментативно активным 
и способен к аутофосфорилированию. Локализация 
каталитического домена Рk25киназы во фракции 

Рис. 1. а – Электрофорез 
растворимой фракции 
белков штамма E. coli 
BL21(DE3). 1 – маркеры, 
2 – контроль (фракция 
белков из клеток штамма 
E. coli BL21(DE3) рЕТ22b), 
3–10 – клоны E. coli, 
содержащие плазмиду 
рЕТ22b-рk25. (*– белковая 
фракция, соответствующая 
каталитическому домену 
Рk25). б – Электрофорез 
изолированного катали-
тического домена Pk25 
S. coelicolor в полиакрил-
амидном геле. 1 – ауто-
радиограмма самофос-
форилированного в геле 
каталитического домена, 
2 – окраска Кумасси.

28 кДа*

а б

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2
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нерастворимых белков клетки не противоречит 
возможности его аутофосфорилирования в ходе 
экспрессии, а также не исключает его активности 
в отношении растворимых и нерастворимых белков. 
Эти результаты совпадают с аналогичными дан
ными для каталитических доменов протеинкиназ 
Streptomyces и Mycobacterium [43–45]. Установлено, 
что фосфорилирование происходит в активацион
ной петле СТПК по серину. Анализ специфичности 
фосфорилирования субстратов СТПК M. tubercu-
losis показал, что с наибольшей эффективностью 
осуществляется фосфорилирование участков, ана
логичных сайтам аутофосфорилирования исследуе
мой протеинкиназы [46].

Моделирование пространственной структуры ами-
ногликозидфосфотрансферазы VIII
Модель структуры каталитического домена APHVIII 
близка к структуре шаблонного белка APH(3’)
IIa (рис. 3а). Наибольшее подобие структур дости
гается в областях связывания АТФ и канамицина, 
а также в активационной петле; небольшие вставки 
в APHVIII по сравнению с аминокислотной последо
вательностью шаблона располагаются в структур
но неконсервативных областях петель между раз
личными элементами вторичной структуры белка 
и не вносят решающего вклада в укладку его основ
ной цепи. Физикохимические свойства и конформа
ции критически важных аминокислотных остатков, 

Рис. 2. Модель пространственной структуры Рk25. а – Сопоставление структур шаблонного белка РknB  
M. tuberculosis (зеленый) и Pk25 (окрашена по типам вторичной структуры). б – Карман связывания АТФ в PknB 
(окрашен по типам атомов) и Pk25 (оранжевый), отмечены неконсервативные аминокислотные остатки. в – Спо-
соб связывания LCTA-1425 с киназой Pk25. Ван-дер-ваальсова поверхность киназы окрашена согласно донорно-
акцепторным свойствам (красный — донор водородной связи, синий — акцептор). 

а б в

Рис. 3. Модель 
пространственной 
структуры APHVIII. 
а – Сопоставле-
ние структуры 
APH(3’)-IIa (код до-
ступа 1ND4, оран-
жевый) и модели 
APHVIII (окрашена 
по типам вторич-
ной структуры).  
б – Аминокислот-
ные остатки в ак-
тивационной петле 
APHVIII дикого типа 
(атомы углерода 
оранжевые) и му-
танта 146-1 (атомы 
углерода серые).

а б
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образующих области связывания канамицина и АТФ, 
также совпадают в шаблоне и модели. Структура му
танта APHVIII1461 почти полностью совпадает со 
структурой фермента дикого типа. Различия наблю
даются лишь в области активационной петли и мало 
влияют на глобальную конформацию (рис. 3б).

Сайт фосфорилирования APHVIII – аминокислот
ный остаток (Ser146) – аналог фосфосерина в области, 
гомологичной рибозному карману серинтреониновых 
протеинкиназ типа РКА [47]. При моделировании 
молекулярной динамики нефосфорилированной по 
Ser146 APHVIII в комплексе с канамицином (с АТФ 
и двумя связанными ионами Mg2+) были выявлены 
существенные изменения в структуре фермента, 
характеризуемые ослаблением контакта между n 
и cконцевыми доменами [48, 49].

Модификация области S-146 аминогликозидфосфо-
трансферазы APHVIII – сайта фосфорилирования 
киназой Рk25
Сайт аутофосфорилирования в активационной петле 
Рk25 был определен путем сравнения с соответству
ющим районом PknB M. tuberculosis [50]:

PknB DFG I ArAIAD SGNSVTQTAAVGtAQYLSPe
Pk25 DFGV AQVAGA tTLTESGSFVGSPeYtAPe

Для оптимизации конструкции тестсистемы E. coli 
APHVIII/Pk25 мы провели модификацию потенци
ального сайта фосфорилирования AVAeGS

146
VDLeD 

в активационной петле APHVIII. Целью было прибли
зить сайт Ser146 APHVIII по своей структуре к сай
ту аутофосфорилирования Pk25 ttLteSGSFVG. 
Для этого проведены модификации окружения 
Ser146 фермента APHVIII (табл. 2), предусма
тривающие аминокислотные замены, выделенные 
подчеркиванием. Полученные мутантные варианты 
гена aphVIII146-1, aphVIII146-2, aphVIII146-3, aph-

VIII146-4 лигировали в плазмидный вектор pet16b 
по сайтам рестрикции ndeI–BamHI и клонировали 
в штамм E. coli DH5a. После ресеквенирования по
лученными плазмидами pet16baphVIIIm1 (рис. 4а) 
трансформировали штамм E. coli BL21(De3). Для 
изу чения экспрессии белка в клетках E. coli всех 
вариантов APHVIII проводили гельэлектрофорез 
растворимой фракции клеточных белков в денату
рирующих условиях. 

В клетках E. coli, содержащих плазмиду pet
16baphVIII, экспрессировался белок одинаковой 
молекулярной массы – около 31 кДа. Эта величина 
соответствует расчетной молекулярной массе белка 
APHVIII, равной 31.5 кДа.

Создание конструкции, содержащей гены аминогли-
козидфосфотрансферазы aphVIII и протеинкиназы 
pk25
Амплификацию рk25 проводили с праймеров Pk25n
Bgl и Pk25СBgl (табл. 1) с ДНК плазмидного векто
ра рЕТ22bpk25. Праймер Pk25nBgl содержит сайт 
связывания с рибосомой (rBS) и кодон AtG для ну
клеотидной последовательности каталитического 
домена протеинкиназы Pk25. В плазмидные векто
ры pet16baphVIIIm1, содержащие описанные ра
нее варианты aphVIII, по сайту BamHI лигировали 
амплифицированную и рестрицированную по сайту 
BglII последовательность pk25. Отбор клонов прово
дили в два этапа. На первом этапе отбирали целевые 
клоны со вставкой путем амплификации со стан
дартных векторных праймеров: t7promoter primer 
и t7terminator primer по величине вставки. На вто
ром этапе отбирали клоны с требуемой ориентаци
ей фрагментов амплификацией с праймеров Aphn 
и Pk25cc (табл. 1) по наличию и величине вставки. 
После перекрестного ресеквенирования, получен
ными плазмидами pet16APc (рис. 4б) трансформи
ровали штамм E. coli BL21(De3). В индуцирующих 

Таблица 2. Модификации сайта фосфорилирования Ser-146 APHVIII

Исходные ферменты и модифицированные варианты APHVIII Сайты фосфорилирования и их модификации*

Рk25 AtTLTeSGSFVG

APHVIII AVAeGS
146

VDLeD

APHVIII1461 AVATGT146 VSLeD

APHVIII1462 AVATGS146 VSLSD

APHVIII1463 AVAeGT146VDLeD

APHVIII1464 AVAeGA
146

VDLeD

*Получившиеся в результате модификаций аминокислотные замены выделены подчеркиванием.



134 | ActA nAturAe | ТОМ 2  № 3 (6)  2010

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

условиях проверяли экспрессию генов aphVIII и рk25 
гельэлектрофорезом. В первых четырех вариантах 
(рис. 5) (дорожки 2–5) видны дополнительные фрак
ции белка APHVIII, на следующей дорожке (6) – до
полнительная фракция Рk25, на последних четырех 
дорожках (7–10) – белковые фракции с молекуляр
ными массами 31.5 кДа, что соответствует APHVIII, 
и 28 кДа, что соответствует Рk25. Для уточнения ре
зультатов было проведено массспектрометрическое 
исследование дополнительных белковых фракций 

на дорожке 7. По результатам исследования бо
лее тяжелая фракция содержит аминокислот
ную последовательность APHVIII (gb|AAY27879.1| 
aminoglycosideOphosphotransferase VIII). Более 
легкая фракция содержит аминокислотную последо
вательность, соответствующую каталитическому до
мену Рk25 (ig|1100219 nP_628936.1 serine/threonine 
protein kinase S. coelicolor A3(2)).

Анализ уровня устойчивости к канамицину вариан-
тов E. coli BL21(DE3), содержащих различные моди-
фикации гена aphVIII и их комбинации с рk25
Все созданные конструкции исследованы по уров
ню устойчивости к аминогликозидному антибио
тику канамицину (табл. 3). Штамм BL21(De3), 
содержащий плазмиду pet16b с геном aphVIII 
(исходный вариант), был устойчив к канамицину 
(325 мкг/мл). 

Замены, произведенные в варианте APHVIII1461, 
приводили к снижению устойчивости на 48%. У вари
анта APHVIII1462 устойчивость снижалась на 54%. 
Уровень устойчивости варианта APHVIII1463 с за
меной Ser146 на thr146 не изменялся. В случае за
мены Ser146 на Аla146 (APHVIII1464), т.е. полной 
инактивации сайта фосфорилирования Ser146, уро
вень устойчивости к канамицину падал на 70%. Ак
тивность APHVIII1464 in vitro совпадает с получен
ными данными, т.е. активность мутантных вариантов 
составляет около 30% от исходной [51]. Все конструк
ции APHVIII с Рk25 обладали более высоким уровнем 
активности. Уровень устойчивости к канамицину воз
растал на 91% в случае с APHVIII1461/Pk25, на 83% 
в случае с APHVIII1462/Pk25, на 23% при замене 
Ser146 на thr146 и в случае с исходной APHVIII – 
APHVIII/Pk25 (табл. 3).

Рис. 4. Векторные конструкции. а – Вектор pET16baphVIIIm1 с мутантными вариантами aphviii146-1, aph-
viii146-2, aphviii146-3, aphviii146-4 и исходным aphviii146-S. б – Векторные конструкции, включающие pk25 и 
модифицированные aphviii: aphviii146-1, aphviii146-2, aphviii146-3, aphviii146-S.

ColE1 pBR322 origin

PstI (5778)

bla(Ap) sequence

EcoRI (6526)

HindIII (30)

T7 terminator

BamHI (320)

aphVIII
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NcoI (1209)
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а

ColE1 pBR322 origin

PstI (6590)
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Рис. 5. Электрофореграмма белков штамма E. coli 
BL21(DE3), каталитического домена Рk25, APHVIII.  
1 – белковый маркер, 2 – фракция APHVIII146-S (ис-
ходный), 3 – фракция APHVIII146-1, 4 – фракция APH-
VIII146-2, 5 – фракция APHVIII146-3, 6 – каталитический 
домен Рk25 (Pk25), 7 – фракции APHVIII146-S/ Pk25, 
8 – фракции APHVIII146-1/Pk25, 9 – фракции APH-
VIII146-2/Pk25, 10 – фракции APHVIII146-3/Pk25. В 
качестве контролей анализировали фракции белков из 
клеток штамма E. coli BL21(DE3), содержащих плазми-
ду pET22b/рk25 и плазмиду pET16baphVIII (исходный 
вариант).

31.5 кДа
28 кДа

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Таблица 3. Уровень устойчивости к канамицину E. coli BL21(DE3), содержащей различные варианты APHVIII

Название Модифицированные конструкты 
APHVIII

Устойчивость к канамицину вариантов E. coli, мкг/мл

APHVIII APHVIII+Pk25

146S AVAeG
 
S

146 
VDLeD 325±5 400±10

1461 AVAtG
 
t

146 
VSLeD 170±10 325±5

1462 AVAtG
 
S

146 
VSLSD 150±10 275±10

1463 AVAeG
 
t

146 
VDLeD 325±5 400±10

1464 AVAeG
 
А

146 
VDLeD 100±5 

Докинг ингибиторов класса индолилмалеимидов 
в модель структуры Pk25
На сконструированной ранее тестсистеме S. livi-
dans  APHVIII+ был проведен скрининг соедине
ний различных химических классов: бензодиазинов, 
бензо фталазинов, циклопентендионов, индолилма
леимидов, пиразолов, тиазолов, тиазолтетразинов 
и др. (неопубликованные данные). Среди индолил
малеимидов было обнаружено значительное число 
соединений, проявляющих ингибиторную актив
ность по отношению к протеинкиназам, для которых 
был проведен молекулярный докинг с целью уста
новления предположительного способа связывания. 
Результаты докинга указывают на возможность 
взаимодействия между областью связывания АТФ 
киназы Pk25 и отобранными на сконструированной 

Рис. 6. Бактериальная тест-система E. coli aphviii/Pk25 для скрининга ингибиторов серин-треониновых протеин-
киназ. а – Принцип тест-системы: фосфорилирование APHVIII по Ser-146 Pk25 приводит к устойчивости E. coli 
к канамицину; добавление ингибитора препятствует фосфорилированию и снижает устойчивость к канамицину. 
б – Валидация тест-системы с использованием классических ингибиторов Bis-1 и Bis-5 [52]: добавление Bis-1 при-
водит к увеличению зоны.

тестсистеме S. lividans TK24 (66) APHVIII/СТПК 
ингибиторами: LctA1385, LctA1398, LctA1425 
[20], бисиндолилмалеимид1 [52].

При докинге исследованных в данной работе инги
биторов Pk25 наблюдаются консервативные взаимо
действия между малеимидным фрагментом и основ
ной цепью шарнирной области киназы (рис. 2в). 
Ингибиторы бисиндолилмалеимид1 (Bis1) и LctA
1425 образуют две водородные связи — между карбо
нильным атомом кислорода малеимидного фрагмента 
и амидным атомом водорода аминокислотного остатка 
Val96, а также между имидным атомом водорода ма
леимидного фрагмента и карбонильным кислородом 
основной цепи аминокислотного остатка Glu94. У ин
гибиторов LctA1385 и LctA1398 имеется лишь 
первая из названных водородных связей, поскольку 

Неактивный  
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+ Канамицин

Активный Bis-1

Канамицин
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+ Канамицин

а б
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атом водорода малеимидного фрагмента в них заме
щен. Как следствие, предсказанная энергия взаимо
действия с киназой для двух последних соединений 
ниже энергии для двух первых на 1 ккал/моль, одна
ко в обоих случаях взаимодействие киназы с ингиби
тором можно считать выгодным. 

Выбор и валидация1 тест-системы E. coli APHVIII/ 
/Рk25
Ранее была сконструирована и валидирована [20] 
тестсистема S. lividans TK24 (66) APHVIII/СТПК 
[20]. Регистрируемый эффект данной системы осно
ван на кумулятивном действии антибиотика канами
цина и модулятора СТПК в субингибирующей2 [20] 
концентрации, приводящем к появлению или уве
личению зоны ингибирования роста индикаторной 
культуры. Размер зоны отсутствия роста позволял 

1 Валидация – система последовательно выполняемых проверок и ис-
пытаний по доказательству того, что любой материал, процесс, 
метод, процедура, деятельность, оборудование или механизм могут, 
будут и позволяют достигать ожидаемого результата [53, 54].
2 Величина субингибирующей концентрации вдвое меньше величины 
минимальной ингибирующей концентрации (МИК).

проводить предварительную оценку эффективно
сти исследуемого ингибитора СТПК [20]. Поэтому 
принципиально важным при создании новой тест
системы является диапазон изменений уровня устой
чивости к канамицину, определяемый различными 
конструкциями APHVIII. Исходя из этого, вариант 
APHVIII1461 является предпочтительным. Поэтому 
для дальнейших исследований нами выбрана кон
струкция E. coli APHVIII1461/Рk25 (рис. 6). Для ва
лидации тестсистемы E. coli APHVIII1461/Рk25 
были использованы ранее описанные ингибито
ры СТПК класса индолилмалеимидов: LctA1385, 
LctA1398, LctA1425 [20] и Bis1 [52] (табл. 4). 
В качестве стандартной концентрации канамици
на выбрана 5 мг/диск (образуемая зона подавления 
роста – 10 мм). Все исследованные вещества снижа
ют уровень устойчивости к канамицину. Вещества 
из библиотеки класса индолилмалеимидов LctA
1033, LctA1196, Bis5, не проявляющие активности 
в тестсистеме S. lividans TK24 (66) APHVIII/СТПК 
[20], не дали позитивного результата и в тестсистеме 
E. coli APHVIII1461/Рk25, что подтверждает адек
ватность использованной тестсистемы. 

Таблица 4. Зависимость уровня устойчивости к канамицину E. coli APHVIII146-1/Рk25 от действия ингибиторов 
СТПК

Название известных 
ингибиторов СТПК класса 

индолилмалеимидов

Структурная 
формула  

ингибитора

Субингибирующая кон
центрация ингибитора, 

нмоль/диск

Зона ингибирования в тестсистеме  
E. coli APHVIII1461/Рk25 при совместном 

действии Km+ ингибитор, мм

Bis1 700 13.0

LctA1425 125 12.0

LctA1398 250 13.0

LctA1385 125 12.0

Примечание. Зона ингибирования только канамицином (Km) (5 мг/диск) – 10 мм. Уровень устойчивости к кана-
мицину культуры E. coli, содержащей APHVIII146-1 и Рk25, проводили методом бумажных дисков как описано 
в разделе «Экспериментальная часть». Характеристики индолилмалеимидов серии LCTA, полученных от проф. 
М.Н. Преображенской, описаны ранее [20].
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обсужДеНие 

Потенциальные возможности использования тест-
системы E. coli APHVIII146-1/Рk25 для скрининга 
ингибиторов СТПК 
Сконструированная тестсистема может быть исполь
зована для первичного отбора (прескрининга) АТФ
конкурентных низкомолекулярных ингибиторов [2], 
способных диффундировать в агаризованной среде 
через клеточную стенку E. coli и взаимодействовать 

с аденинсвязывающим карманом каталитического до
мена серинтреониновой протеинкиназы Рk25. Селек
тивность отбираемых ингибиторов будет определяться 
сродством лигандов ингибитора к аминокислотам аде
нинсвязывающего кармана протеинкиназы. Известно, 
что идентичность функционально сходных аминокис
лотных последовательностей позволяет предполагать 
сходство их пространственной структуры, в том числе 
лигандсвязывающих карманов, отвечающих за селек
тивность ингибиторов [31, 55].

Таблица 5. Лигандсвязывающие аминокислоты аденинсвязывающего кармана серин-треониновых протеинкиназ, 
бактериальных и Homo sapiens

Протеинкиназа Функции протеинкиназ в патогенезе и 
физиологии

Аминокислоты 
аденинсвязывающего 

кармана

Существенность 
замен

СТПК бактерий

Pk25 S. coelicolor Модуляция устойчивости aphгена  L V A V M L V L t Оригинал

PknA M. tuberculosis Синтез клеточной стенки  I V A I M L V L t Несущественна

PknJ M. tuberculosis Персистенция в хозяине  L V A I M F V L S »

Stk1 Streptococcus agalactiae Регулирует клеточную сегрегацию GBS и 
вирулентность  I V A I M Y V L t »

StkP S. pneumonia Фрагмент сигнального пути, вовлеченного 
в инвазию легких и кровотока  I V A I M Y V L t »

SPStK  S. pyogenes Деление клетки, морфология колоний, 
участие в вирулентности  I V A I M Y V L t »

PpkA P. aeruginosa Регуляция экспрессии фактора вирулент
ности  L V A t M Y L L S Существенна

PknB/Stk1 Staphylococcus 
aureus subsp. aureus

Регуляция пуринового биосинтеза, аутоли
зиса, центрального метаболизма  L V A I M Y I L F »

PknB  M.  tuberculosis Деление клетки, ингибирование слияния 
лизосом  L V A I M Y V M M »

СТПК Homo sapiens

РКА H. sapiens Аллергия, болезни миокарда  L V A L M Y V L t Несущественна

caMK ID H. sapiens Диабет II типа  L V A I M L V L S »

Pac2 H. sapiens Заболевание клеток эпидермиса по дей
ствием УФ  I V A I M Y L L t »

Br kin1 H. sapiens Регуляция клеточного гомеостаза  L VA V L H V L A Существенна

nuAK SnF1l1 H. sapiens Модуляция фактораtnFalpha в раковых 
клетках  L V A I M Y A L A »

caMКII H. sapiens Индукция долговременной синаптической 
памяти  L V A I M Y A L A »

Примечание. В таблице представлены серин-треониновые протеинкиназы, имеющие не более четырех амино-
кислотных замен лигандсвязывающей последовательности LVAVMLVLT Рk25. Несущественные аминокислотные 
замены обозначены (–), существенные замены – (=), замены в области gatekeeper обозначены (   ). Селектив-
ность отбираемых ингибиторов по отношению к протеинкиназе определяется сродством лигандов ингибитора к 9 
аминокислотам аденинсвязывающего кармана протеинкиназы.
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Сравнение аминокислотных последовательностей 
каталитического домена Рk25 с каталитическими до
менами бактериальных СТПК, в том числе патоген
ных микроорганизмов с помощью Genomic BLASt 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi), 
позволяет выявить 13 белков с идентичностью бо
лее 35%. Среди них присутствуют представители 
СТПК Mycobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, 
Pseudomonas. Аналогичное сравнение с СТПК чело
века выявляет 19 белков с идентичностью более 30%. 
Среди них протеинкиназы семейств SAD, Br, nuAK 
(SnF), DAPK3, PncK, caMKII, caMKI, Zip, PKA, 
HunK, PAK2, MarkPAr1, SIK2, OPK nimA. 

Ингибиторы СТПК, конкурентно замещающие 
АТФ, присоединяются к аденинсвязывающему 
карману каталитического домена киназы. Аденин
связывающий карман состоит из константных и ва
риабельных аминокислот. Нами проведена класси
фикация СТПК грамположительных бактерий [23, 
56], основанная на физикохимических свойствах 
боковых цепей девяти вариабельных аминокислот 
аденинсвязывающего кармана каталитического до
мена. В настоящей работе мы использовали этот кри
терий для выбора СТПК патогенных бактерий и че
ловека, которые могут модулироваться отобранными 
в предлагаемой тестсистеме E. coli APHVIII/Рk25 
ингибиторами. В табл. 5 представлены 9 из 13 потен
циальных лигандсвязывающих последовательностей 
СТПК патогенных бактерий и 6 из 19 последователь
ностей СТПК человека. Критерием отбора служило 
наличие не более четырех аминокислотных замен 

из девяти в положениях вариабельных аминокислот 
в аденинсвязывающем кармане Рk25 S. lividans (S. 
coelicolor) LVAVMLVLt (табл. 5). Существенными 
считали замены неполярных аминокислот на поляр
ные в первых четырех и восьмом положениях (обо
значено =); все замены, кроме подобной аминокисло
ты на подобную – в девятом положении (обозначено 
=), любые замены в пятом положении (gatekeeper) – 
(обозначено_). Замены в положении 6 (зона шарнира) 
и 7 менее существенны. Несущественные замены обо
значали (–). Наличие от 2 до 4 несущественных замен 
не изменяет характер взаимодействия ингибиторов 
с аденинсвязывающей последовательностью проте
инкиназы. Поэтому протеинкиназа Рk25 может слу
жить основой для отбора ингибиторов 5 из 13 СТПК 
патогенных бактерий и 3 из 19 СТПК человека. Кри
терий структурного сходства аденинсвязывающего 
кармана является более адекватным, чем процент 
гомологии белковой последовательности всей про
тяженности каталитического домена киназы. 

Таким образом, сконструированная тестсистема 
может быть использована для прескрининга ингиби
торов СТПК ряда патогенных микроорганизмов, на
пример PknA, PknJ M. tuberculosis, StkP S. pneumo-
nia, SPStK S. pyogenes, а также некоторых СТПК 
человека, например РКА, caMKI, Pac2.  

Работа поддержана Российским фондом 
фундаментальных исследований  

(грант № 09-04-12025).
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РеФеРАТ Ранее нами было проведено ресеквенирование генома клеток крови больного раком почки (ре-
зультаты депонированы в базу данных Национального центра биотехнологической информации (NCBI) 
под номером SRA012240). В представленной работе мы определили координаты однонуклеотидных по-
лиморфизмов (ОП) этого генома и сравнили их с координатами полиморфных участков в некоторых опу-
бликованных геномах других людей. Нами выявлено всего 2 921 724 ОП, причем 1 472 679 из них описаны 
впервые. Анализ ОП позволил определить 63 462 ОП Y-хромосомы и на основании 18 маркеров отнести 
ее к гаплогруппе R1a1a, доминирующей у русских мужчин. Митохондриальная гаплогруппа определена 
как весьма распространенная в Европейской части России гаплогруппа U5a. С целью поиска специфичных 
для исследуемого генома протяженных нуклеотидных последовательностей ДНК проведена реконструк-
ция генетических текстов (более 100 нуклеотидов) de novo на основе коротких чтений, полученных ранее 
с использованием двух технологических платформ секвенирования – Illumina Genome Analyzer II (далее 
GAII) и Applied Biosystems SOLiD (далее SOLiD). Это позволило выявить специфичные для данного генома 
последовательности общей длиной 154 т.п.н. (для GAII) и 4.7 т.п.н. (для SOLiD).
ключеВые слоВА геном человека, технологии секвенирования, однонуклеотидные полиморфизмы, био-
информатика.
сПисок сокРАщеНий ОП – однонуклеотидный полиморфизм, РКП – реконструированная консенсусная 
последовательность.

ВВеДеНие
Широкое распространение секвенаторов последне
го поколения сделало доступным секвенирование 
геномов отдельных людей. В августе 2010 г. про
ект «1000 genomes» [1] обнародовал на своем сайте 
http://www.1000genomes.org/ предварительные 
данные о ресеквенировании геномов 2500 человек 
из разных этнических групп. Ожидается, что статья 
с результатами этого исследования будет опубли
кована в ближайшее время. Основной целью прово
димых исследований является поиск генетических 
вариаций с частотой встречаемости более 1% в по
пуляциях человека. Помимо решения фундамен

тальных задач популяционной генетики, подобные 
исследования имеют очевидную медицинскую на
правленность. К примеру, в конце 2009 г. был создан 
международный консорциум по секвенированию 
геномов раковых клеток IcGc (International cancer 
Genome consortium) [2]. Россия в нем представле
на РНЦ «Курчатовский институт», Центром «Био
инженерия» РАН и РОЦ РАМН им. Н.Н. Блохина, 
которые участвуют в изучении геномов клеток рака 
почки. Первое успешное ресеквенирование генома 
человека в России было осуществлено в конце 2009 г. 
[3]. Получены наборы коротких последовательностей 
ДНК (далее чтений) генома пациента n – русского 
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мужчины, больного раком почки, с использованием 
двух технологических платформ секвенирования – 
SOLiD и GAII. Тем самым впервые ресеквенирован 
геном представителя славянских народов, не пред
ставленных в популяционной выборке проекта «1000 
genomes». С другой стороны, сделан первый шаг 
в рамках проекта по секвенированию генома клеток 
рака почки. В данной работе проведена биоинфор
матическая обработка результатов ресеквениро
вания генома пациента n с целью определения ОП. 
Осуществлена также реконструкция протяженных 
участков ДНК, специфичных для пациента n. 

эксПеРиМеНТАльНАя чАсТь

Проявление ОП
Короткие последовательности ДНК, прочитанные 
на секвенаторе GAII, картировали с использова
нием программы SOAPaligner/soap2 версии 2.20 
[4] с параметрами по умолчанию, за исключением 
указания размера вставки между парными чтени
ями. Допустимый размер вставки был установлен 
в пределах от 100 до 700 нуклеотидов в соответствии 
с результатами, полученными ранее [3]. В дальней
шем проведено определение ОП с использованием 
программы SOAPsnp версии 1.02 [5] с параметрами 
по умолчанию. Короткие последовательности ДНК, 
прочитанные на секвенаторе SOLiD, картировали 
с использованием программы Bowtie версии 0.12.5 
[6] в цветовом пространстве с допущением двух 
ошибок на чтение и учетом качества чтения. Допу
стимый размер вставки был установлен в пределах 
от 600 до 1400 нуклеотидов также в соответствии 
с предыдущими данными [3]. Проявление ОП про
ведено с помощью программного пакета SAM tools 
версии 0.1.7 [7] с использованием только уникально 
картированных чтений.

Определение митохондриальных и Y-хромосомных 
гаплогрупп 
Для определения митохондриальной гаплогруппы 
использовали чтения, полученные на секвенаторе 
SOLiD и обработанные с помощью программного па
кета corona Lite [3]. Список ОП генома митохондрии 
с координатами и значениями аллелей взят с сайта 
http://www.phylotree.org/ (по состоянию на август 
2010 г.). В процессе восхождения по филогенетиче
скому дереву митохондриальных гаплогрупп, взя
тому с вышеупомянутого сайта, определяли аллель 
каждого отдельного ОП, а именно: 1) находили аллель 
по указанным координатам в РКП генома митохон
дрии, 2) подтверждали правильность этих координат, 
сравнивая фланкирующие последовательности (не 
менее 10 п.н. с каждого конца).

Для определения гаплогруппы Yхромосомы 
использовали чтения, полученные на платфор
мах GAII и SOLiD и обработанные с помощью 
программных пакетов Illumina Genome Analyzer 
Pipeline и corona Lite соответственно [3]. Список ОП 
Yхромосомы взят с сайта http://isogg.org/ (по со
стоянию на август 2010 г.), за исключением тех мар
керов, что не были включены в базу dbSnP. В про
цессе восхождения по филогенетическому дереву 
Yхромосомных гаплогрупп, также взятому с вы
шеупомянутого сайта, определяли аллель каждо
го отдельного ОП следующим образом: 1) в кар
тированных нуклеотидных последовательностях 
из данных GAII идентифицировали аллель по ука
занным в dbSnP координатам референсного генома 
hg18 и подтверждали правильность этих координат 
по фланкирующим последовательностям (не менее 
10 п.н. с каждого конца или не менее 20 п.н. с одного 
конца); 2) в случае данных SOLiD идентифицирова
ли аллель в РКП Yхромосомы по фланкирующим 
последовательностям данного ОП из dbSnP длиной 
не менее 100 п.н., при наличии не более 50% пропу
сков в покрытии РКП чтениями. Предковый статус 
аллелей определяли по описанию ОП в dbSnP.

Реконструкция генетических текстов de novo 
Сначала выбирали те чтения обеих платформ, кото
рые не были картированы в геноме человека (hg18, 
за исключением нелокализованных участков). Чис
ло таких последовательностей составило 291.57 
и 628.86 млн для секвенаторов GAII и SOLiD соот
ветственно. Их использовали в качестве исходных 
данных для программысборщика коротких чтений 
ABySS версии 1.1.0 [8], которая использует распре
деленный граф de Bruijn для поиска перекрыва
ний между kмерами (последовательностями дли
ной k). Было проведено несколько запусков ABySS 
для оптимизации длины kмера. Оптимальная длина 
kмера, при котором получены контиги максималь
ной суммарной длины (≥200 п.н.), для данных GAII 
равна 23, а для данных SOLiD – 16. 

Затем полученные de novo последовательности 
картировали на референсные геномы человека 
Grch37 (hg19), celera и Huref с помощью про
граммы ncBI BLASt версии 2.2.23 [9] с использо
ванием алгоритма поиска megablast и включенной 
фильтрацией повторов (простых и характерных 
для генома человека). Последовательности, обна
руженные не во всех трех референсных геномах 
одновременно, повторно картировали на те же 
референсные геномы человека, а также на гено
мы приматов с использованием алгоритма поиска 
discontigous megablast.
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РезульТАТы и обсужДеНие

Определение ОП в геноме пациента N
Результаты ресеквенирования генома пациента n, 
полученные с использованием секвенаторов SOLiD 
и GAII, представлены в виде набора коротких чтений, 
которые доступны на сайте Национального центра 
биотехнологической информации (ncBI) под номером 
SrA012240. Статистическая обработка данных про
ведена ранее [3]. Дальнейшей задачей в рамках дан
ной работы стало выявление координат ОП на основе 
сопоставления всех картированных в этом участке 
генома чтений. Эта процедура в англоязычной лите
ратуре обозначается как «SnP calling». Мы будем ис
пользовать в настоящей работе термин «проявление 
ОП» как наиболее правильный перевод, отражающий 
суть процесса. Проявление ОП проводили отдельно 
для данных каждой из использованных технологи
ческих платформ GAII и SOLiD. В результате были 
определены значения аллелей – 1 824 006 и 410 383 
ОП соответственно. После перевода данных SOLiD 
из цветового формата чтений в FAStQ их объединили 

с данными GAII и повторили процедуру проявления 
ОП. Суммарное количество ОП (2 921 724) превышает 
сумму количеств ОП, полученных при анализе дан
ных двух технологических платформ по отдельности. 
Это указывает на взаимодополнение двух наборов 
данных по глубине перекрывания геномных районов. 
Сравнение координат и значений аллелей ОП про
ведено для следующих геномов: Крэйга Вентера [10], 
Джеймса Уотсона [11], Хуанминг Янга [12], а также 
геномов корейца [13], африканца [14] и европейца 
(ceu trio Father nA12891 из проекта «1000 genom
es»). Данные представлены в табл. 1. Исчерпываю
щий список координат и значений аллелей ОП приве
ден на сайте проекта http://www.russiangenome.ru/. 
На рисунке суммировано число общих и уникальных 
ОП, выявленных в геноме пациента n и геномах дру
гих индивидуумов. Не обнаружено корреляции меж
ду сходством одного или двух одинаковых аллелей 
ОП (см. табл. 1, строки «один одинаковый аллель», 
«оба аллеля одинаковые») и географическим рассто
янием между условным местом происхождения соот
ветствующего индивидуума и Москвой, которая была 
принята за условное место обитания русских (Вентер 
и Уотсон представлены как выходцы из Западной Ев
ропы). Однако анализ полученных данных методом 
главных компонент расположил индивидуумов в со
ответствии с географическими расстояниями между 
районами их происхождения (данные не приведены). 
Степень корреляции составила 0.89, при значении p
value, равном 105.

Определение митохондриальной и Y-хромосомной 
гаплогруппы пациента N
Установленные координаты и значения алле
лей ОП позволили определить митохондриальную 
и Yхромосомную гаплогруппы генома пациента 
n. Сначала были отобраны все чтения, получен
ные с использованием технологической платформы 
SOLiD и картированные на последовательности ре
ференсной митохондриальной ДНК (revised cam
bridge reference Sequence (rcrS), номер в GenBank: 
nc_012920) [15]. На их основе построена РКП, кото
рая размещена на сайте http://www.russiangenome.
ru/. Средняя плотность покрытия митохондриаль
ного генома составила 291. Из сравнения полученной 
последовательности с референсной следует, что ми
тохондриальный геном пациента n принадлежит 
к гаплогруппе u5a (табл. 2), одной из наиболее рас
пространенных в Европейской части России.

Yхромосомная гаплогруппа определена 
как r1a1a на основании четырех маркеров, выяв
ленных при анализе данных обеих технологических 
платформ, и 19 маркеров, совпадающих с данны
ми, полученными хотя бы от одной технологиче

2 921 724

814 751

3 074 097

Янг 

2 921 724

892 529

3 439 107

Кореец 

2 921 724

841 279

3 049 749

2 921 724

805 127

3 359 375

2 921 724

588 131

2 060 544

Европеец 

Вентер Уотсон 

2 921 724

747 617

3 828 046

Африканец

Рисунок. Уникальные и общие ОП различных персо-
нальных геномов (голубые круги) и генома пациента N 
(красные круги).
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Таблица 1. Сравнение количества ОП, найденных в персональных геномах различных людей и в геноме пациента N 

Вентер Уотсон Янг Кореец Европеец Африканец

Всего ОП в геноме 3359375 2060544 3074097 3439107 3049749 3828046
ОП в геноме русского, GAII 1824006

Общих ОП 510444 365955 518294 570937 532194 479420
Один одинаковый аллель 427096 285913 425024 457469 431977 384934
Оба аллеля одинаковые 81957 79797 92752 113042 99967 89402

ОП в геноме русского, SOLiD 410383
Общих ОП 179948 141703 187675 204235 192773 178744
Один одинаковый аллель 116376 73735 119837 130518 125589 111031
Оба аллеля одинаковые 27202 57292 30423 34023 33756 32133

ОП в геноме русского, SOLiD+GAII 2921724
Общих ОП 805127 588131 814751 892529 841279 747617
Один одинаковый аллель 508066 411521 486809 513621 481542 424153
Оба аллеля одинаковые 276881 171052 307802 357562 341765 301925

Примечание. Представлены данные, полученные с использованием двух технологических платформ по отдель-
ности и при их комбинировании. 

Таблица 2. Значения аллелей известных полиморфизмов митохондриальной ДНК пациента N, которые характе-
ризуют его принадлежность к гаплогруппе U5a 

Гаплогруппа Координата Референсный
аллель (H2)

Диагностический
аллель SOLiDаллель

L3 3594 c c c
n 10398 A A A
n 10400 c c c
n 10873 t t t
r 12705 c c c

uK 12308 A G G
u 11467 A G G

u5 9477 A A A
u5 16270 c t t

u5sub 16399 A G G
u5a 14793 A G G
u5a 16256 c t t

ской платформы (табл. 3). Совпадение аллеля ОП 
rs2534636 пациента n с предковым аллелем под
тверждает гаплогруппу r1a1, поскольку этот поли
морфизм считается следствием обратной мутации. 
В силу того, что Yхромосома является нереком
бинирующей, следует ожидать высокую степень 
неравновесного сцепления ее генетических марке
ров. Таким образом, все 63 462 ОП, определенные 
в данной работе и отнесенные к Yхромосоме, по
тенциально представляют гаплотип, характерный 
для большинства мужчин Европейской части Рос
сии, ввиду того, что гаплогруппа r1a1a доминирует 

на этой территории. Список всех ОП Yхромосомы 
также доступен на сайте проекта.

Реконструкция de novo генетических текстов, специ-
фичных для генома пациента N
Возможность получения полной нуклеотидной по
следовательности персонального генома позволяет 
найти участки, специфичные для данного человека. 
Хотя такие данные еще не опубликованы в рамках 
проекта «1000 genomes», но исследования, проведен
ные группой Пекинского геномного института под ру
ководством проф. Хуанминг Янга (Huanming Yang), 
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Таблица 4. Результаты статистической обработки реконструированных de novo контигов, однозначно отнесен-
ных к одному из трех референсных геномов человека 

Не найдено Не определена  
хромосома

Не определена  
координата на хромосоме Найдено

GA SOLiD GA SOLiD GA SOLiD GA SOLiD
hg19 292 3 31 6 0 15 154 1

celera 147 10 47 4 0 3 307 0
Huref 125 9 69 8 0 0 300 0

Таблица 3. Значения аллелей ОП Y-хромосомы пациента N, которые характеризуют его принадлежность к га-
плогруппе R1a1a 

Гаплогруппа ОП GAаллель SOLiDаллель Предковый
аллель

r rs2032658 Н/Д G A
r rs17307398 t t c
r rs4481791 c Н/Д G
r rs9786261 Н/Д A G
r rs891407 G G c

r1 rs17307070 Н/Д t G
r1 rs9786232 G G t
r1 rs9785959 G Н/Д c
r1 rs9786197 Н/Д c t
r1 rs7067478 A Н/Д G

r1a rs17222573 Н/Д G A
r1a rs17307677 Н/Д c t
r1a rs17306692 A Н/Д c

r1a1 rs17222202 Н/Д A t
r1a1 rs17316227 Н/Д G A
r1a1 rs2534636 Н/Д t t*

r1a1a rs17222146 Н/Д t С
r1a1a rs17315926 t t c
r1a1a rs17221601 Н/Д A t

Примечание. Жирным шрифтом выделены маркеры, выявленные при использовании обеих технологических 
платформ. *rs2534636 – обратная мутация для гаплогруппы R1a1.

показали, что его собственный геном содержит около 
7200 уникальных контигов общей длиной приблизи
тельно 5 млн п.н. [16]. Нами проведена реконструкция 
уникальных генетических текстов de novo из генома 
пациента n. Все собранные контиги длиной более 100 
нуклеотидов были разделены на две категории: те, 
которые после использования в программе BLASt 
давали однозначный результат поиска (табл. 4), и те, 
которые не могли быть однозначно интерпретиро
ваны и требовали дополнительного анализа (общая 
статистика приведена в табл. 5). Нуклеотидные по
следовательности, полученные на секвенаторе SOL
iD, не дали существенного результата ни по количе

ству собранных контигов, ни по их суммарной длине, 
что, по всей видимости, обусловлено непригодностью 
последовательностей длиной всего 25 нуклеотидов 
для реконструкции сложных генетических текстов. 
Среди собранных контигов из последовательностей, 
определенных на секвенаторе GAII, наиболее инте
ресны области, которые не имеют гомологий с рефе
ренсными геномами человека, а также те, которые 
очень похожи на геномы приматов, но все же име
ют небольшие отличия. И если последовательности 
из первой группы могут быть отнесены к потенци
альным ошибкам сборки de novo программы ABySS, 
то последовательности второй группы, очевидно, 
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Таблица 5. Результаты статистического анализа реконструированных de novo контигов, специфичных для генома 
пациента N 

GA SOLiD

Однозначно найденные в hg19 146 (44.7) 1 (0.3)
Найденные менее чем в трех референсных геномах человека одновременно 93 (27.4) 3 (0.7)
Не найденные ни в одном геноме человека 72 (21.3) 0 (0)
Найденные в геномах приматов 51 (15.4) 2 (0.5)

Из них с гомологией выше 95% 22 (6) 1 (0.2)
Всего контигов 495 (154) 17 (4.7)

Примечание. В скобках приведены длины контигов в т.п.н.

не могут быть ошибкой сборки и являются характер
ными для пациента n. Поиск открытых рамок счи
тывания в данных контигах не выявил протяженных 
(более 30 аминокислот) кодирующих последователь
ностей. Последовательности всех собранных de novo 
контигов доступны на сайте проекта. Разница в коли
честве и длине собранных контигов между геномом 
пациента n и геномом Янга можно объяснить разной 
плотностью перекрывания геномов при ресеквениро
вании – 7 и 30 соответственно.

Таким образом, мы приводим характеристику ге
нома пациента n, проведенную в сравнении с опу
бликованными геномами других людей. Значимость 
найденных полиморфных и уникальных отличий в 1) 
формировании генетического разнообразия этносов 

и в 2) определении предрасположенности пациента n 
к различным болезням можно будет оценить только 
после накопления достаточного количества данных 
о персональных геномах представителей различных 
этнических групп и проведения ассоциативных ис
следований с использованием не только высокоплот
ных микроматриц ДНК, но и полногеномного секве
нирования.  

Работа поддержана Федеральной целевой 
программой «Развитие инфраструктуры 

наноиндустрии в Российской Федерации на 2008–
2012 годы». Авторы выражают благодарность 

М.В. Ковальчуку за всестороннюю помощь 
и пристальное внимание к работе. 
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общие ПоложеНия
Журнал «Acta naturae» публикует экспериментальные и 
обзорные статьи, миниобзоры, краткие сообщения, посвя
щенные наиболее актуальным вопросам фундаментальных 
и прикладных наук о живом и биотехнологий. Журнал вы
пускается издательским домом «Паркмедиа» на русском и 
английском языках. Журнал «Acta naturae» входит в Пе
речень ведущих периодических изданий Высшей аттеста
ционной комиссии Минобрнауки России.

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

Максимальный объем обзора вместе с таблицами и 
списком литературы не должен превышать 50 000 знаков 
(примерно 40 страниц формата А4, напечатанных через 1.5 
интервала, шрифт times new roman, 12 размер) и 16 ри
сунков.

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

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

Рукопись следует присылать в редакцию в электронном 
виде: текст в формате Word 2003 for Windows, рисунки в 
формате tIFF. Отдельным файлом присылается перевод 
на английский язык названия статьи, фамилий и инициа
лов авторов, названий организаций, реферата, списка ли
тературы и подписей к рисункам.

оФоРМлеНие РукоПисей
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

УДК в левом верхнем углу. Шрифт — курсив, размер 9. •
Название статьи. Шрифт — заглавный, полужирный. За •
главие не должно быть слишком длинным или коротким 
и малоинформативным. Оно должно отражать главный 
результат, суть и новизну работы. Название не должно 
превышать 100 знаков.
Инициалы и фамилии авторов. •
Указывается электронный адрес автора, ответственно •
го за переписку с редакцией,  включая работу с коррек
турой. Автор, ответственный за переписку, выделяется 
значком *. 
Приводится полное название научной организации и ее  •
ведомственная принадлежность. Если научных учрежде
ний два и более, необходимо цифровыми надстрочными 
индексами связать название учреждения и фамилии ав
торов, в нем работающих.  
Реферат. Структура реферата должна быть четкой и  •
отражать следующее: постановка проблемы, описание 
экспериментальных методов, возможность практиче

ских приложений, возможность постановки новых задач. 
Средний объем реферата составляет 20 строк (примерно 
1500 знаков).
Ключевые слова (3 – 6). В них следует отразить: предмет  •
исследования, метод, объект, специфику данной работы.
Список сокращений.  •
Введение. •
Раздел «Экспериментальная часть». •
Раздел «Результаты».  •
Раздел «Обсуждение» (или «Результаты и обсуждение»).  •
Раздел «Выводы». В конце раздела указываются назва •
ния организаций, финансировавших работу, в скобках – 
номера грантов. 
Раздел «Список литературы».  •

РекоМеНДАции По НАбоРу и оФоРМлеНию ТексТА 
Рекомендуется использование редактора Microsoft Word  •
2003 for Windows. 
Шрифт – times new roman. Стандартный размер  •
шрифта – 12. 
Интервал между строками 1.5. •
Нецелесообразно использовать более одного пробела  •
между словами. 
Запрещено использовать при наборе текста автоматиче •
ское создание сносок, автоматический перенос или авто
матический запрет переносов, создание списков, автома
тический отступ и т.п. 
При создании таблицы рекомендуется использовать воз •
можности Word (Таблица – Добавить таблицу) или MS 
excel. Таблицы, набранные вручную (с помощью большо
го числа пробелов, не используя ячейки), не могут быть 
использованы. 
Между инициалами и фамилией всегда ставится про •
бел: А.А. Иванов (кроме перечисления авторов в загла
вии статьи, где пробелы ставятся и между инициалами – 
А. А. Иванов). 
Во всем тексте, кроме даты поступления, все даты в виде  •
«число.месяц.год» набиваются следующим образом: 
02.05.1991. 
Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов,  •
адресов, заголовков и подзаголовков, названий таблиц, 
размерностей (с – секунда, г – грамм, мин – минута, ч – 
час, сут – сутки, град – градус). 
Точка ставится после: сносок (в том числе в таблицах),  •
примечаний к таблице, подписей к рисункам, краткой 
аннотации, сокращений (мес. – месяц, г. – год, т. пл. – 
температура плавления), но не ставится в подстрочных 
индексах: Т

пл
 – температура плавления, Т

ф. п
 – темпера

тура фазового перехода. Исключение: млн – миллион – 
без точки. 
Десятичные цифры набираются только через точку, а не  •
через запятую (0.25 вместо 0,25). 
Сокращения единиц измерений пишутся только русски •
ми буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).
Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус»,  •
«интервал» или «химическая связь» пробелами не от
биваются.
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 чернобелых 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 электроннопочтовую 
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 PDFфайла. 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 всех 
авторов, например:
Patutina O.A., Mironova n.L., ryabchikova e.I., Popova n.A., 
nikolin V.P., Kaledin V.I., Vlassov V.V., Zenkova M.A.  // Acta 
naturae. 2010. V. 2. №1 (4). P. 88–93. 

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) 727-38-60, 
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