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В августе 2009 года в Шанхае проходил очередной Всемирный кон-
гресс Международного Союза биохимии и молекулярной био-
логии (IuBMB). Этот форум проходит регулярно раз в три года 

и собирает несколько тысяч ученых со всего мира. Спектр рассматри-
ваемых проблем на конгрессе огромен и покрывает практически все воз-
можные тематики, которые можно объединить под общим названием 
«науки о живом» («Life science»). В последние годы необходимо при-
знать, что всемирные и европейские международные конгрессы ста-
ли привлекать меньше внимания. Во многом это связано с неучастием 
в них «звезд первой величины», исследователей, инициировавших раз-
витие принципиально новых направлений в науке. Ученые с большим 
интересом посещают более специализированные форумы, а возмож-
ности Интернета и современные телекоммуникационные системы лик-
видируют зачастую необходимость личного общения. В данном случае 
Шанхайский конгресс был приятным исключением. Достаточно отме-
тить, что пленарные лекции были прочитаны четырьмя Нобелевскими 
лауреатами – Куртом Вютрихом, Ароном Чехановером, Сиднеем Аль-
тманом и Люком Монтанье. Три из них посвятили свои сообщения обоб-
щению работ в русле их Нобелевских открытий, а именно ЯМР белков, 
убиквитин-зависимому процессингу белков и миру РНК. Люк Монтанье, 
первооткрыватель вируса иммунодефицита человека (премия 2008 года 
в области физиологии и медицины) вызвал некоторое разочарование 
собравшихся тем, что не стал говорить об иммунодефицитах, а прочел 
лекцию о проводимости электромагнитных волн через ДНК.

Общий слоган конгресса «Биомолекулы за качество жизни» («Biomol-
ecules for the quality of life») определил тематику как пленарных, 
так и симпозиальных сессий. Биомедицинские исследования состав-
ляли подавляющую часть тематики. Со всей очевидностью было про-
демонстрировано на ряде конкретных примеров, что открытие нового 
сигнального пути, фермента, рецептора лиганда низкомолекулярного 
биорегулятора с неизбежностью приводит к мишень-направленному 
поиску нового терапевтического реагента. Этой цели посвящена как не-
посредственная деятельность исследовательских групп, так и патент-
ные и прикладные подразделения компаний, работающих с данными 
исследователями. Все направлено на то, чтобы эффективная работа 
мысли ученого могла реализоваться в биомедицине. Лимитирующей 
стадией разработки теперь являются собственно доклинические и кли-
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нические испытания. Такой отлаженный механизм обеспечил внедрение 
десятков новых революционных препаратов, о существовании которых 
невозможно было мечтать несколько десятилетий назад. В этой связи 
поистине революционной можно считать пленарную лекцию японско-
го исследователя Шинья Яманака (Shinya Yamanaka), посвященную 
индукции плюрипотентности клеток детерминированными клеточны-
ми факторами. По всей вероятности, в скором времени будут созданы 
условия для клеточного «перепрограммирования». В настоящее время 
найдена комбинация факторов, отвечающих за «переключение» стволо-
вых клеток и последующую дифференцировку. Проблеме генетического 
перепрограммирования и передаче сигнала был посвящен отдельный 
симпозиум. Не вызывает сомнений, что прогресс в этой области при-
близит человечество к решению проблемы «клеточной» и «тканевой» 
терапии. 

Отдельный симпозиум был посвящен молекулярным основам соци-
ально значимых болезней. Революционные успехи в области дизайна 
лекарств с помощью подходов комбинаторной химии привели к созда-
нию эффективных ингибиторов клеточных рецепторов с киназной ак-
тивностью. Это направление заложило основу новых противораковых 
соединений. Эти исследования были обобщены в докладах пионеров об-
ласти Акселя Ульриха (Германия) и Иосифа Иордана (Израиль). Особое 
место в разделе заняли проблемы нейродегенеративных заболеваний. 
Они рассматривались в докладах, посвященных клеточным каналам, 
лекарственным соединениям, влияющим на проницаемость этих кана-
лов, рассмотрены патологии, связанные с нарушением фолдинга белков. 
При этом были рассмотрены модели животных, развивающих подоб-
ные патологии. Доклады Сьюзен Аккерман (Susan Ackerman) и Мари 
Чесселет (Marie Chesselet) были посвящены исследованию механизмов 
нейродегенерации и терапевтическому воздействию на эти процессы 
на модельных животных. 

Очень интересной была секция гликобиологии. Не вызывает сомне-
ния, что межклеточные контакты и передача сигналов во многом зави-
сят от характеристики «углеводного окружения» клетки. Восхищение 
вызвали доклады по современным протеомным исследованиям. Можно 
говорить, что создание протеомного портрета человека – процесс до-
статочно реальный.

В последние годы, в связи с известными экономическими трудностя-
ми в российской науке число докладчиков на международных форумах 
стало минимальным. Некоторые форумы проходят вообще без участия 
России, что, конечно, не отражает современное состояние исследований 
в области наук о живом в нашей стране. Шанхайский форум был при-
ятным исключением. В качестве симпозиальных докладчиков на него 
были приглашены П.Г. Георгиев, Е.С. Громова, С.М. Деев, О.А. Донцова, 
А.М. Егоров, С.А. Недоспасов и авторы этих строк.

Особо хочется сказать о развитии науки в Китае. Около десяти лет 
назад подобный форум, участие в котором приняло очень большое ко-
личество китайских ученых, был бы не возможен. Правильная политика 
китайского руководства по привлечению соотечественников из США 
и Европы дала свои плоды. Сегодня в Китае созданы современные ин-
ституты и лаборатории, обеспечивающие передовой уровень исследо-
ваний.  

А.Г. Габибов
С.Н. Кочетков



 № 2 2009  | ActA nAturAe | 3

АНОНСЫ

Ю.А. Штыря, Л.В. Мочалова, Н.В. Бовин

Нейраминидаза вируса гриппа: 
структура и функции

О.А. Патутина, Н.Л. Миронова, М.А. Зенкова, В.В. Власов

Новые противоопухолевые 
препараты на основе 
олигонуклеотидов

Активный центр нейраминидазы вируса гриппа А (подтипа N2) в комплексе с Neu5Ac2en (2-дезокси-2,3-
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Механизмы действия антисмысловых олигонуклеотидов (asON). а – расщепление РНК в составе гетеродуплекса с asON РНКазой Н. 
б – блокирование трансляции за счет связывания олигонуклеотида с мРНК

asON

A

РНКаза H

мРНК-мишень
мРНК-мишень

Блокирование 
трансляций

Разрушение
мРНК

рибосома

Б

Продукты гликирования белков в результате гипергликемии 
или в ходе старения модифицироуются и образуют продукты 

глубокого гликирования. Эти AGE-продукты в последствии 
могут распадаться на гликированные пептиды и низкомолеку-
лярные AGE, вызывающие  цитотоксичность и некроз тканей, 

что в итоге приводит к сосудистым патологиям, которые 
часто являются осложнениями при диабете

повышенное глики-
рование белков

уровень  
глюкозы

проникновение 
в клетку

сигналы  
воспаления

образование  
сшивок

внеклеточный 
матрикс

низко молеку лярные  
продукты гликирования

апоптоз → сосудистая патология

Нефропатия Атеросклероз Ретинопатия

RAGE, скавенджер-
рецепторы,  
галектины

Морфология полученных из эндотелия иПК человека, растущих 
в бесфидерных условиях. а – фотография колонии иПК в световом 

поле. б – фотография колонии ЭСК человека.  
Масштабная линейка – 100 мкм

а б
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Институту 
биоорганической 
химии имени 
академиков  
М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова 
РАН – 50 лет 
Академик РАН В.Т. Иванов, директор института

Постановлением Президиума АН СССР от 20 февраля 
1959 года в системе Отделения химических наук был органи-
зован Институт химии природных соединений, которому было 
суждено сыграть важную роль в развитии отечественной 
физико-химической биологии. Создание института было выз-
вано бурным развитием химии биологически активных, в том 
числе природных, соединений в мире, возрастающей важно-
стью этого направления для понимания механизмов биологи-
ческих процессов и создания новых лекарственных средств. 

Возглавил институт академик 
Михаил Михайлович Ше-
мякин, лидер отечествен-

ной химии антибиотиков, сумевший 
привлечь ведущих специалистов, ра-
ботающих в различных направлениях 
науки – химии углеводов (Н.К. Кочет-
ков, член-корреспондент АН СССР, 
будущий академик), химии стерои-

дов (И.В. Торгов, будущий член-
корреспондент АН СССР), химии бел-
ка (В.Н. Орехович и В.М. Степанов), 
химии антибиотиков (будущие ака-
демики А.С. Хохлов и М.Н. Колосов, 
а также будущий член-корреспондент 
В.К. Антонов), химии липидов (буду-
щий член-корреспондент Л.Д. Бер-
гельсон). Пришли и недавние вы-

пускники вузов, многие из которых 
впоследствии также стали членами 
АН СССР и в значительной мере 
определили научное лицо институ-
та (Ю.А. Овчинников, В.Ф. Быстров, 
Е.В. Гришин, В.Т. Иванов, А.И. Миро-
шников, Е.Д. Свердлов).

Институт быстро стал ведущим 
в своей области научным учреждени-
ем страны, активно представляющим 
результаты исследований на между-
народной арене (публикации в зару-
бежных журналах, участие в между-
народных симпозиумах). 

На примере депсипептидных анти-
биотиков был расшифрован молеку-
лярный механизм индуцированной 
катионной проницаемости биологи-
ческих и искусственных мембран, 
выявлены причины уникальной 
в ряде случаев ионной избиратель-
ности и осуществлен направленный 
синтез серии новых высокоэффек-
тивных мембранно-активных ком-
плексонов. Был открыт новый класс 



ФОРУМ

 № 2 2009  | ActA nAturAe | 7

неглицеридных нейтральных ли-
пидов, присутствующих в самых 
разных организмах (растениях, жи-
вотных, микроорганизмах), и пока-
зана их роль в функционировании 
биомембран. Активно разрабаты-
вались новые методы синтеза угле-
водов, стероидов и липидов, а так-
же избирательной модификации 
нуклеиновых кислот. Впервые был 
осуществлен полный синтез тетра-
циклина – одного из самых сложных 
и важных в практическом примене-
нии антибиотиков. В совместной ра-
боте нескольких лабораторий был 
предложен новый комплексный под-
ход к установлению пространствен-
ной структуры пептидов в растворе, 
основанный на согласованном приме-
нении набора спектральных и расчет-
ных методов. Эффективность подхода 
была продемонстрирована на приме-
ре большого числа природных и син-
тетических пептидов, в том числе 
мембранно-активных антибиотиков 
и токсинов. Был предложен принци-
пиально новый, так называемый то-
похимический подход к направленно-
му созданию биологически активных 
пептидов – гормонов, антибиотиков, 
токсинов, субстратов и ингибиторов 
ферментов.

В 1970 году, после смерти М.М. Ше-
мякина, институт возглавил академик 

Ю.А. Овчинников, ставший в 1974 году 
вице-президентом АН СССР. 

Семидесятые и восьмидесятые 
годы были периодом бурного развития 
отечественной физико-химической 
биологии и активного сокращения 
разрыва в уровне исследований с за-
рубежными коллегами. Правительство 
приняло решение о всесторонней под-
держке этого научного направления, 
в существенной степени определяю-
щего прогресс в области медицины, 
сельского хозяйства, охраны окружа-
ющей среды и биобезопасности. Голов-
ным учреждением, координирующим 
работы по выполнению соответству-
ющих постановлений, был определен 
Институт химии природных соедине-
ний. Его основной задачей стало ис-
следование биологических проблем 
методами органической химии (что по-
служило причиной смены в 1973 году 
названия на «Институт биоорганиче-
ской химии» (ИБХ); соответственно, 
удельный вес биологических исследо-
ваний в нем существенно вырос. Ин-
ституты с аналогичными названиями 
и научными задачами были организо-
ваны в Новосибирске, Владивостоке, 
Киеве, Минске и Ташкенте. Начиная 
с 1975 года в издательстве «Наука» 
издается журнал «Биоорганическая 
химия», в этом же году на биологи-
ческом факультете МГУ организова-

на кафедра биоорганической химии, 
возглавляемая Ю.А. Овчинниковым. 
В 1974 году на юго-западе Москвы на-
чато строительство нового здания ин-
ститута, вошедшее в строй в 1984 году. 
Ученые получили в свое распоряже-
ние великолепный комплекс соору-
жений, включающий специализиро-
ванные помещения с инженерным 
оборудованием, которое и по сей день 
исправно выполняет свои функции.

В соответствии с логикой развития 
науки центр тяжести исследований 
института сместился от низкомоле-
кулярных биорегуляторов к основным 
биополимерам клетки, в первую оче-
редь белкам и нуклеиновым кислотам. 
В 1972 году в совместной работе двух 
институтов – ИБХ и Института моле-
кулярной биологии – впервые в нашей 
стране была установлена полная пер-
вичная структура белка – цитоплаз-
матической аспартатаминотрансфе-
разы из сердечной мышцы свиньи, 
что в то время стало значительным до-
стижением. В последующие годы чис-
ло секвенированных белков росло ла-
винообразно. Особо следует отметить 
пионерские работы по установлению 
структур мембранных белков – бакте-
риородопсина (1978 год) и родопсина 
быка (1982 год), выполненные в усло-
виях жесткой конкуренции с лучшими 
зарубежными лабораториями и про-
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демонстрировавшие высокий уровень 
отечественной физико-химической 
биологии. 

Начиная с 80-х годов институт ста-
новится одним из ведущих биотехно-
логических центров страны. Силами 
его сотрудников активно развиваются 
методы химико-ферментативного син-
теза нуклеиновых кислот, позволив-
шие приступить к решению важной 
прикладной задачи – созданию техно-
логий генно-инженерного производства 
белковых лекарственных препаратов. 
Полученный в институте штамм-
продуцент интерферона α2 послужил 
основой для последующего производ-
ства этого важного лекарственного пре-
парата. Начиная с 1985 года, а после 
1988 года уже в отсутствие безвременно 
ушедшего из жизни Ю.А. Овчинникова 
институт был головной организацией 
в структуре Межотраслевого научно-
технологического комплекса «Био-
ген», объединявшего десятки научных 
и производственных биотехнологиче-
ских центров страны. Начиная с 1992 
года ИБХ в течение ряда лет возглав-
лял российскую программу «Новейшие 
методы биоинженерии». 

В 1979 году было принято реше-
ние об организации филиала ИБХ 
в Пущино, и в 1988 году завершено 
его строительство. В состав филиала 
входят помещения для выращивания 
растений в контролируемых услови-
ях, уникальный питомник лаборатор-
ных животных и фармакологические 
лаборатории для проведения докли-
нических испытаний лекарственных 
препаратов. Тем самым существенно 
расширились возможности института 
для проведения работ в области био-
технологии растений и создания но-
вых лекарственных средств. 

В настоящее время Институт био-
органической химии является круп-
нейшим в Отделении биологических 
наук РАН. В его состав входят более 
40 независимых лабораторий и групп, 
ведущих исследования по широкому 
спектру задач. Ученым советом ИБХ 
РАН утверждены следующие основ-
ные направления работы:
● поиск, выделение и изучение 
структуры новых биомолекул. Иссле-
дование механизма действия и взаи-
мосвязи структура – функция;
● биокатализ;
● структура и функция белков и пеп-
тидов;

● структура и функция нуклеиновых 
кислот, молекулярные механизмы 
генетических процессов;
● механизмы узнавания биомолекул 
и передачи сигнала в биологических 
системах;
● молекулярная и клеточная имму-
нология;
● биомедицинские исследования;
● фундаментальные и прикладные 
аспекты биотехнологии;
● новые реагенты, материалы и обо-
рудование.

По каждому из перечисленных на-
правлений получены новые, ориги-
нальные данные, отраженные в сотнях 
журнальных публикаций, патентах 
и отчетах. Среди наиболее заметных 
достижений последних лет следует 
упомянуть: обнаружение в морских 
организмах (коралловых полипах, 
рачках) новых семейств флуоресцент-
ных белков, установление их струк-
туры и создание на их основе ге-
нетически кодируемых маркеров 
для визуализации клеточных процес-
сов. Из ядов животных выделены бел-
ковые компоненты, обладающие уни-
кальной избирательностью действия 
на мембранные, в частности болевые, 
рецепторы. Обнаруженные белки мо-
гут послужить инструментом для изу-
чения механизмов передачи сигналов 
в биологических системах и для соз-
дания новых лекарственных средств. 
В Институте биоорганической химии 
РАН разработаны новые методологи-
ческие подходы к сравнению полных 
геномов близкородственных организ-
мов. Метод использован для выявле-
ния генетических отличий человека 
от шимпанзе, связанных с интеграци-
ей эндогенных ретровирусов. Созда-
но новое направление в исследовании 
пептидов, названное пептидомикой. 
Проведен тотальный скрининг ряда 
биологических объектов на присут-
ствие эндогенных пептидов, и пока-
зано, что источником биологически 
активных пептидов могут являться 
любые белки, в том числе обладающие 
хорошо изученной собственной функ-
цией (например, гемоглобин).

Из работ практической направ-
ленности следует отметить создание 
новых лекарственных препаратов 
(«Дельтаран», «Ликопид»), зареги-
стрированных в Государственном 
реестре лекарственных средств Рос-
сийской Федерации, и организацию 

производства таких важнейших ре-
комбинантных белковых препаратов, 
как инсулин человека и гормон роста 
человека. В настоящее время около 
15 % потребностей системы здравоох-
ранения Москвы в инсулине обеспе-
чивается нашим институтом.

Сколько-нибудь полное рассмот-
рение достижений Института био-
органической химии РАН выходит 
далеко за пределы данного очерка. 
Однако даже приведенные здесь еди-
ничные примеры говорят о незауряд-
ном потенциале его коллектива и его 
больших перспективах. Работы со-
трудников института оценены двумя 
Ленинскими премиями, десятью Го-
сударственными премиями в области 
науки и техники, пятью премиями 
Правительства РФ в области науки 
и техники, премиями АН СССР и РАН 
имени А.Н. Баха, А.О. Ковалевского, 
Ю.А. Овчинникова и М.М. Шемякина.

Важным направлением деятель-
ности института, позволившим со-
хранить «научный тонус» в период 
массового отъезда ученых на работу 
в зарубежные лаборатории, являет-
ся его участие в подготовке кадров 
в области биоорганической химии 
и биотехнологии. В институте создан 
Учебно-научный центр, взаимодей-
ствующий с рядом профильных вузов 
Москвы, Санкт-Петербурга и Пущи-
на. Ведущие ученые ИБХ РАН чи-
тают специализированные курсы 
лекций, более 100 студентов высших 
курсов распределены по его лабора-
ториям для выполнения курсовых 
и дипломных работ, организована се-
рия практикумов, принимаются за-
четы и экзамены. В итоге институт 
имеет возможность ежегодно прини-
мать в аспирантуру или постоянный 
штат несколько десятков выпускни-
ков, прошедших полноценную подго-
товку и способных решать сложные 
научные задачи.

В целом, Институт биоорганиче-
ской химии может сегодня рассматри-
ваться как одно из ключевых звеньев 
в системе институтов Отделения био-
логических наук РАН. По своему ка-
дровому составу и инструментальным 
возможностям он готов к выполнению 
научных задач любой степени слож-
ности. Необходимо лишь, чтобы этот 
потенциал был востребован нашим 
обществом и поддержан на государ-
ственном уровне.  
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На передовом рубеже 
мировой науки
д.б.н. А.В. Зеленин, д.б.н. В.Л. Карпов

К ПятИдеСятИлетИЮ ИНСтИтутА 
МОлеКуляРНОй бИОлОгИИ 
ИМ . В .А . ЭНгельгАРдтА 
РОССИйСКОй АКАдеМИИ НАуК

В середине 50-х годов он осуще-
ствил крутой поворот в сво-
ей научной карьере, став 

академиком-секретарем Отделения 
биологических наук Академии наук 
СССР. Естественно, что ему сразу при-
шлось включиться в работу по восста-
новлению и укреплению практически 
разрушенной в стране эксперимен-
тальной биологии и генетики. Важней-
шим этапом этого процесса он считал 
создание первого в стране специализи-
рованного молекулярно-биологического 
института, что ему и удалось сделать 
при решительной поддержке президен-
та АН СССР А.Н. Несмеянова и группы 
выдающихся физиков – И.В. Курчато-
ва, П.Л. Капицы и И.Е. Тамма. Поста-
новление президиума Академии наук 
СССР о создании нового института 
молекулярно-биологического профи-
ля было принято в апреле 1957 года, 
но фактически этот институт начал 
работать двумя годами позже.

В.А. Энгельгардт сумел привлечь 
в Институт молекулярной биоло-
гии (ИМБ) плеяду выдающихся уче-
ных, среди которых в первую оче-
редь необходимо назвать биохимиков 
А.Е. Браун штейна и А.А. Баева, цитоге-
нетика А.А. Прокофьеву-Бельговскую, 
клеточного биолога М.Н. Мейселя, био-
физика М.В. Волькенштейна, физика 
Л.А. Тумермана, кристаллографа Н.С. 
Андрееву. Одновременно с ними при-
шло много молодых ученых, заинтере-
совавшихся новой наукой, и выпускни-
ков различных вузов.

Из молодого поколения лидеров 
необходимо назвать Г.П. Георгиева, 
А.Д. Мирзабекова, А.А. Краевского, 
Р.М. Хомутова, Л.Л. Киселева. В ре-
зультате уже через короткий проме-
жуток времени, к моменту приобре-
тения институтом своего нынешнего 
названия он представлял собой сло-
жившийся активно работающий кол-
лектив, усилия которого сконцентри-
ровались вокруг определенного круга 
тем. Среди таких тем следует отме-
тить исследования структуры и ме-
ханизмов биосинтеза нуклеиновых 
кислот, первичной и пространствен-

ной структур белков и их комплексов, 
а также механизмов их функциониро-
вания на уровне молекул в системах 
in vitro, в вирусах и клетках. Данная 
проблематика определила основное 
направление деятельности института 
на многие годы, правда, в ходе даль-
нейшего развития она подвергалась 
значительной модификации. 

Институт начал приобретать все 
большую известность не только в на-
шей стране, но и за рубежом. В свя-
зи с этим в первую очередь следует 
упомянуть расшифровку первичной 
структуры валиновой транспортной 
РНК, выполненную под руководством 
А.А. Баева. Это была первая струк-
тура биополимера, расшифрован-
ная в нашей стране, и шестая в мире 
первичная структура тРНК. Среди 
успехов последующих лет следует 
также отметить цикл разносторонних 
исследований по изучению переда-
чи информации в клетках эукариот, 
механизмов регуляции экспрессии 
генов и природы мобильных генети-
ческих элементов дрозофилы, по рас-
шифровке структуры хроматина, 
установление с высоким разреше-

Создание и организация Института молекулярной биологии (в течение первых шести лет он но-
сил название Института радиационной и физико-химической биологии Академии наук СССР) 
неразрывно связаны с именем выдающегося биохимика и молекулярного биолога ХХ столетия 
академика Владимира Александровича Энгельгардта. Широкую известность и мировое при-
знание как ученый Владимир Александрович получил еще в 30-е годы за открытие процесса 
окислительного (дыхательного) фосфорилирования с участием АТФ. В начале 40-х он вновь 
прославился, когда вместе со своей женой, Милицей Николаевной Любимовой, открыл фер-
ментативную активность мышечного белка миозина, что привело Владимира Александровича 
к концепции совмещения структуры и функции биологических соединений на уровне индивиду-
альных молекул. Эти работы вошли в золотую сокровищницу науки, и Владимир Александро-
вич по праву относится к числу основателей молекулярной биологии в нашей стране.
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нием третичной структуры пепсина 
и ряда других белков. Развитие по-
лучили разработки биохимических 
основ биосинтеза белков, химических 
основ биокатализа и физики био-
полимеров, а также создание новых 
направленных ингибиторов биологи-
ческих процессов. Созданный под ру-
ководством А.А. Краевского препарат 
фосфазид («Никавир») стал важным 
лекарством, которое используется 
для помощи больным иммунодефи-
цитом человека и способствует про-
длению их жизни. Работы коллектива 
А.А. Прокофьевой-Бельговской за-
ложили основу медико-генетической 
службы в нашей стране.

Во второй половине 80-х – начале 
90-х годов произошла значительная 
модификация тематической направ-
ленности деятельности института. 
Была создана современная прибор-
ная база для интенсификации работ 
по молекулярной биологии клетки, 
развернуты исследования в таких 
новых направлениях, как иммуноон-
кология, иммуногенетика, а усилиями 
А.Д. Мирзабекова были инициированы 
работы по развитию технологии био-
логических микрочипов. Эти исследо-
вания активно проводятся в институте 
и в настоящее время. Большую из-
вестность приобрела двухсторонняя 

российско-американская лаборатория 
(Институт молекулярной биологии 
в Москве и Аргоннская национальная 
лаборатория в Чикаго, являющаяся 
одним из ведущих центров по разви-
тию атомной энергетики и наиболее 
актуальных проблем фундаменталь-
ной науки США). В результате дея-
тельности этого международного кол-
лектива на базе разработок ИМБ была 
создана технология гелевых микро-
чипов, приобретающих все большую 
востребованность в молекулярной 
диагностике инфекционных и онколо-
гических заболеваний. 

Создавая институт, В.А. Энгель-
гардт положил в его основу принцип 
«трех китов» молекулярной биологии 
того времени – проведение исследо-
ваний на стыке физики, химии и био-
логии. 

Почти сразу с момента организа-
ции институт стал центром кристал-
лизации сил отечественных ученых, 
занимавшихся или интересовавших-
ся молекулярной биологией. Это-
му способствовали многочисленные 
школы, конференции и совещания, 
организованные институтом. В ре-
зультате Институт молекулярной 
биологии занял одно из первых мест 
в ряду учреждений, способствовав-
ших возрождению биологической 

науки в стране. Следует подчеркнуть 
важную роль в развитии отечествен-
ной науки программы «Ревертаза» 
и советской (позднее российской) 
программы «Геном человека».

Основными направлениями науч-
ной деятельности института в настоя-
щее время являются:
•  структура и функция нуклеиновых 

кислот, белков и их комплексов;
•  структурная и функциональная ге-

номика;
•  молекулярная биология клетки;
•  молекулярная иммунология;
•  бионанотехнологии и основы меди-

цинской диагностики.
В институте выполнен ряд работ, 

внесших значительный вклад в миро-
вую молекулярную биологию, в раз-
витие современных представлений 
о физико-химических основах живых 
систем. Невозможно полностью в дан-
ном кратком обзоре осветить широкий 
спектр исследований, проводимых 
в ИМБ, поэтому приходится останав-
ливаться только на некоторых, заслу-
живающих особого внимания.

Успешно проводятся исследования 
на стыке наук: молекулярной имму-
нологии, молекулярной генетики, био-
органической химии, биотехнологии, 
медицины. Основные интересы и на-
правления деятельности: физиологи-
ческие функции, механизмы действия 
и регуляции цитокинов – белковых 
медиаторов иммунной системы, вклю-
чающие механизмы активации цито-
кинов, в т.ч. всю цепочку передачи сиг-
нала, начиная с активации рецепторов 
врожденного иммунитета, а также за-
щитные и патологические свойства 
цитокинов семейства фактора некроза 
опухолей (ФНО). В частности, созданы 
уникальные живые системы – мыши 
с выключением гена ФНО в отдель-
ных клетках иммунной системы [1], 
мыши с выключением гена лимфо-
токсина [2]. С использованием этих 
мышей получены новые результаты, 
важные для физиологии и медицины 
[3–5]. Прикладные аспекты данных 
исследований связаны с характери-
стикой новых раковых антигенов че-
ловека и возможностью их использо-
вания для диагностики и мониторинга 
онкологических заболеваний, а также 
с получением новых терапевтических 
препаратов.

Сотрудниками института выявлена 
важная профилактическая функция 
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гена р53 – его способность работать 
в клетке в качестве антиоксиданта, 
снижать уровень кислородных ради-
калов. Это достигается за счет зависи-
мой от р53 настройки антиоксидантных 
защитных систем, спасающих ДНК 
клетки от повреждений, которые воз-
никают при физиологических нагруз-
ках. В результате показано, что р53 
существенно замедляет процесс при-
обретения мутаций, что обеспечивает 
профилактику злокачественных за-
болеваний и преждевременного старе-
ния [6, 7]. Разработан прототип нового 
противоопухолевого средства: малая 
молекула retrA, с высокой избира-
тельностью убивающая опухолевые 
клетки за счет активации белка р73 
[8]. Открыта четвертая ядерная РНК 
полимераза, осуществляющая транс-
крипцию части мРНК в клетках жи-
вотных и человека [9].

Активные работы проводятся в об-
ласти регуляции генной транскрип-
ции на примере дрозофилы. В этом 
направлении достигнуты значитель-
ные успехи. Открыт новый белковый 
комплекс дрозофилы, связывающий-
ся с ядерными порами и отвечающий 
за экспорт мРНК из ядра. Было пока-
зано, что транскрипционный фактор 
e(y)2, являющийся компонентом дан-
ного комплекса, присутствует в муль-
тибелковом транскрипционном ком-
плексе SAGA и обеспечивает связь 
между транскрипцией и экспортом 
мРНК активно работающих генов, т.е. 
был открыт новый механизм, обеспе-
чивающий эффективную экспрессию 
гена [10–12]. Установлено, что акти-
ватор транскрипции trF2, содержа-
щий домен, гомологичный промотор-
связывающему домену основного 
активатора транскрипции белка tBP, 
играет важную роль в поддержании 
структуры хроматина и необходим 
для его конденсации [13]. 

Продолжаются исследования в тра-
диционно успешном для института 
направлении – изучении механизмов 
трансляции. В последние годы была 
разработана система, позволяющая 
in vitro анализировать вклад любого 
компонента трансляционного ком-
плекса на разных этапах белкового 
синтеза. Показано, что гидролиз ГТФ 
предшествует гидролизу пептидил-
тРНК при терминации трансляции, 
а erF3 резко ускоряет эту реакцию 
[14]. В структуре факторов терми-

нации первого класса бактерий, эу-
кариот и архей n-домен ответстве-
нен за узнавание стоп-кодона мРНК, 
С-домен – за связывание с erF3, 
а в М-домене обнаружен универ-
сальный GGQ мотив, необходимый 
для гидролиза пептидил-тРНК в ри-
босоме. Показано, что белок erF3 об-
ладает ГТФ-активностью, зависящей 
от erF1 и рибосом, и образует in vitro 
комплекс с erF1. Установлена роль 
гуаниловых нуклеотидов в функцио-
нировании элонгационного фактора 
трансляции eF-G [15, 16].

Сотрудниками ИМБ открыт новый 
класс мобильных генетических элемен-
тов, названный «Пенелопа-подобные 
элементы» [17]. Представители этого 
класса встречаются в сотнях видов 
животных от коловраток до рыб и реп-
тилий. Показано, что элемент «Пене-
лопа» отвечает за синдром гибридного 
дисгенеза у Drosophila virilis. Пред-
ложена модель хромосомного видо-
образования, в которой ведущая роль 
отводится мобильным элементам, спо-
собным при определенных условиях 
приводить к «взрыву» изменчивости. 

Широкое развитие получили рабо-
ты в области биоинформатики, так, на-
пример, обнаружена связь феноменов 
геномного полиморфизма и альтер-
нативного сплайсинга, обеспечиваю-
щих многообразие протеома человека 
[18]. Был разработан вычислительный 
метод для предсказания эффекта за-
мен аминокислот в белках, создана 
база данных функциональных поли-
морфизмов белков в геноме человека 
(http://www.snp.imb.ac.ru) [19].

Фундаментальные научные раз-
работки сотрудников ИМБ исполь-
зуются в прикладных областях. 
Инициированная и разработан-
ная под руководством академика 
А.Д. Мирзабекова технология ге-
левых биочипов получила даль-
нейшее инновационное развитие 
и доведена до  запатентованной 
и внедренной в медицинскую прак-
тику высокотехнологичной продук-
ции, которая позволяет проводить 
экспресс-диагностику социально 
значимых инфекционных, онкологи-
ческих, сердечно-сосудистых и на-
следственных заболеваний, а также 
выявлять особо опасные инфекции 
и продуцируемые ими биотоксины 
[20, 21]. Организовано опытное произ-
водство, позволяющее изготавливать 

несколько тысяч биочипов в день. 
Сконструирован и зарегистрирован 
в Росздравнадзоре для медицинско-
го применения анализатор биочипов, 
а также ряд тест-систем на основе 
биочипов для различных приложений 
в медицинской диагностике, включая 
тест-систему для генотипирования 
36 подтипов гепатита С (между-
народная заявка на патент Pct/
ru2007/000438 совместно с Универ-
ситетом и госпиталем г. Тулуза) [22]. 
Разработан метод количественного 
определения белков на основе совме-
щения технологии биочипов и время-
пролетной масс-спектрометрии [23].

Тест-системы на основе биочи-
пов позволяют идентифицировать 
и анализировать: чувствительность 
микобактерий туберкулеза к лекар-
ственным препаратам; вирусы им-
мунодефицита человека (HIV-1), ге-
патитов В и С (36 подтипов), гриппа 
А (30 подтипов, включая птичий грипп 
H5n1 и свиной грипп H1n1), простого 
герпеса (2 подтипа), оспы (6 подтипов); 
возбудитель сибирской язвы; белко-
вые маркеры онкозаболеваний (12 он-
комаркеров) и биотоксины (9 типов); 
хромосомные аберрации, определяю-
щие 13 типов лейкозов; индивидуаль-
ный фармакогенетический статус, 
генетическую предрасположенность 
к определенным онкологическим, 
сердечно-сосудистым и наследствен-
ным заболеваниям; генетические мар-
керы личности (18 маркеров, опреде-
ляющих более 1000 вариантов генома 
человека). Биочипы для определения 
возбудителя туберкулеза и выявления 
его лекарственно-устойчивых форм 
позволили сократить время анализа 
с 6–10 недель до нескольких часов 
и оперативно назначать адекватную 
терапию. Биочип-диагностика приме-
няется более чем в 30 противотуберку-
лезных центрах России и стран СНГ. 
Биочипы для типирования хромосом-
ных аберраций при онкозаболеваниях 
крови сертифицированы и применя-
ются для уточнения прогноза и вы-
бора стратегии лечения в Российской 
детской клинической больнице (Мо-
сква), проводящей анализ образцов, 
поступающих из 18 региональных ге-
матологических центров РФ. 

Создан метод проведения ПЦР 
в ячейках биочипа в реальном време-
ни, что позволяет не только обнаружи-
вать в образце патогенные бактерии, 
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вирусы, раковые клетки, но и оце-
нивать одновременно их количество 
по всему анализируемому множеству 
[24]. Разрабатывается автоматизиро-
ванное устройство на основе сменных 
модулей для выделения микроколи-
честв нуклеиновых кислот из био-
логических образцов. Последующая 
интеграция такого модуля и системы 
для проведения ПЦР на биочипе с де-
текцией в режиме реального времени 
приведет к появлению принципиально 
нового устройства – лаборатории-на-
чипе. Конструкция такого устройства 
будет исключать контакт анализи-
руемого образца с внешней средой, 
что существенно снизит вероятность 
заражения персонала и возникнове-
ния контаминации.

Совместно с Институтом спектро-
скопии РАН разработаны и защище-
ны девятью патентами аналитические 
системы на базе портативного дихро-
метра, которые позволяют обнаружи-
вать наличие различных соединений 
в анализируемых средах. На основе 
жидкокристаллических дисперсий 
нуклеиновых кислот разработаны 
наноконструкции, которые могут вы-

ступать в качестве носителей атомов 
тяжелых элементов для нейтрон-
захватывающей терапии опухолевых 
заболеваний.

К прикладным работам можно от-
нести также исследования по геном-
ной дактилоскопии, позволившие 
провести генетическую идентифика-
цию останков императора Николая II 
и членов его семьи. Успешно продол-
жаются работы по разработке антиви-
русных препаратов, в основе которых 
лежит оригинальный отечественный 
анти-ВИЧ-препарат «Никавир». По-
лучен ряд новых ингибиторов ре-
пликации вируса гепатита С, создан 
аналог антигерпетического препарата 
ацикловира, подавляющий реплика-
цию штаммов вируса герпеса, устой-
чивых к ацикловиру [25].

За достижения в области фундамен-
тальной и прикладной науки сотруд-
ники ИМБ РАН в разное время отме-
чены двумя Ленинскими и восемью 
Государственными премиями, Деми-
довской премией, премией Федерации 
европейских биохимических обществ 
(FeBS) и другими многочисленными 
наградами. Молодые ученые инсти-

тута неоднократно получали премии 
Ленинского комсомола, а также были 
удостоены Государственной премии 
РФ в области науки и техники. 

В отзывах зарубежных ученых 
в связи с юбилеем института был высо-
ко оценен вклад ИМБ РАН в развитие 
современной молекулярной биологии, 
в частности, было отмечено, что в Ин-
ституте им. Энгельгардта работают та-
лантливые исследователи и что даже 
в самые трудные годы сотрудники 
института сохраняли представление 
об универсальности науки, не знающей 
государственных границ, и сумели вне-
сти большой вклад в развитие молеку-
лярной биологии [26].

Институт молекулярной биологии 
вступает в шестой десяток своего су-
ществования как первоклассное науч-
ное учреждение, имеющее все необ-
ходимое для проведения исследований 
в области молекулярной и клеточной 
биологии на мировом уровне. Научные 
работы поддерживаются множеством 
отечественных и зарубежных грантов, 
а многочисленная научная молодежь 
позволяет с надеждой и уверенностью 
смотреть в будущее. 
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Институт химической 
биологии и 
фундаментальной 
медицины Сибирского 
отделения РАН 
(Новосибирский институт 
биоорганической химии СО РАН 
до 2003 года)

Весной 1957 года постановле-
нием Совета министров СССР 
было организовано Сибирское 

отделение Академии наук СССР. Пер-
воначально в состав новой крупной 
структуры входило 10 институтов, 
относящихся к различным областям 
естественных наук. При создании 
комплекса научных центров Сибир-
ского отделения академии наук СССР 
не было предусмотрено создания ин-
ститута, ориентированного на реше-
ние задач физико-химической био-
логии. Эта новая область науки еще 
пребывала в числе изгоев, поскольку 
руководивший страной в то время 
Н.С. Хрущев находился под влияни-
ем шарлатанских идей Лысенко Т.Д. 
Поэтому организатор Сибирского от-
деления Михаил Алексеевич Лаврен-
тьев смог решиться лишь на созда-
ние Института цитологии и генетики 
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(ИЦИГ) под руководством академика 
Николая Петровича Дубинина, кото-
рый, несомненно, понимал значение 
методов химии и физики для разви-
тия современной биологии. Даже эта 
завуалированная попытка организо-
вать работы по молекулярной био-
логии не сработала – Хрущев лично 
приехал в Академгородок и снял Ни-
колая Дубинина с поста директора 
ИЦИГа. Спасти институт удалось, 
поставив директором Дмитрия Кон-
стантиновича Беляева, прогрессивно-
го генетика, занимавшегося пушными 
зверями – этот товар был понятен на-
шему верховному руководству боль-
ше, чем мушка-дрозофила, на кото-
рой в наибольшей мере развивались 
фундаментальные основы генетики. 
Судьбой отечественной биологии 
в то время были, естественно, обе-
спокоены многие видные ученые. В их 
числе был и Николай Николаевич Во-
рожцов – крупный химик-органик, 
которому была поручена организация 
в составе Сибирского отделения Ин-
ститута органической химии (НИОХ). 
Собирая костяк института из сво-
их учеников, выпускников кафедры 
промежуточных соединений и кра-
сителей, он пригласил, в том числе, 
и Дмитрия Георгиевича Кнорре, кото-
рому очень хотелось применить свои 
химические знания к проблемам, свя-
занным с науками о жизни. Н.Н. Во-
рожцов поддержал это желание мо-
лодого ученого и сразу же согласился 
создать лабораторию природных по-
лимеров. Название было осторож-
ное – еще нависала над биохимией 
черная тень лысенковщины, и при-
сутствие «крамольных» слов вроде 
белков, и в особенности нуклеиновых 
кислот, в названии лаборатории было 
небезопасно. Но мысль о создании но-
вого научного направления в Сибир-
ском отделении прочно завладела 
помыслами Н.Н. Ворожцова, и уже 
в 1964 году он добился у Михаила 
Алексеевича Лаврентьева решения 
о строительстве специального корпу-
са для биохимических работ. В конце 
1969 года корпус был построен, в нем 
разместился отдел биохимии. А ла-
боратория природных полимеров 
получила свое незамаскированное 
название – она стала лабораторией 
химии нуклеиновых кислот, вместе 
с созданной к тому времени лаборато-
рией ультрамикробиохимии, образо-

вав отдел биохимии НИОХ СО РАН. 
По замыслу Ворожцова новый отдел 
должен был объединиться с лабора-
торией Рудольфа Иосифовича Салга-
ника – ведущего ученого-биохимика, 
работавшего в ИЦИГ СО РАН. Это 
позволило бы создать специальный 
институт. К сожалению, намечав-
шийся Николаем Николаевичем ва-
риант создания нового института 
не был реализован. Это, впрочем, 
не помешало прочному и продуктив-
ному сотрудничеству Д.Г. Кнорре 
и Р.И. Салганика, в частности, в ор-
ганизации ряда биохимических про-
изводств, в которых в то время остро 
нуждалась отечественная биохимия, 
крайне ограниченная в возможности 
покупать нужные препараты и при-
боры за валюту. 

К вопросу организации нового ин-
ститута удалось вернуться, когда по-
лучил высокий пост вице-президента 
Академии наук СССР и, что не менее 
важно, приобрел высокий авторитет 
в правительственных и партийных 
кругах академик Юрий Анатолье-
вич Овчинников. Он уже давно ра-
товал за создание такого институ-
та в Сибири. Этой же точки зрения 
придерживался и незадолго до этого 
ставший председателем Сибирско-
го отделения академик Валентин 
Афанасьевич Коптюг. В результа-
те в очередном Постановлении ЦК 
КПСС и Совета Министров СССР 
от 24 июня 1981 г. № 662 «О дальней-
шем развитии физико-химической 
биологии и биотехнологии и исполь-
зовании их достижений в медицине, 
сельском хозяйстве и промышленно-
сти» одним из пунктов было записано 
создание Новосибирского института 
биоорганической химии (НИБХ). По-
сле определенной подготовительной 
деятельности 1 апреля 1984 года ин-
ститут был официально утвержден, 
а его директором стал Дмитрий Геор-
гиевич Кнорре.

Создание НИБХ СО РАН сы-
грало важную роль в становлении 
физико-химической биологии в Си-
бири. На базе НИБХ и лаборатории 
Р.И. Салганика была организована 
кафедра молекулярной биологии 
на факультете естественных наук 
Новосибирского государственного 
университета (НГУ), выпустившая 
не одну сотню молодых специали-
стов. Это не только обеспечило два 

основных биологических института 
пополнением молодыми кадрами, 
но и создало возможность формиро-
вания других научных организаций 
биохимического профиля. В частно-
сти, это, несомненно, сыграло боль-
шую роль в том, что при выборе ме-
ста для создания крупного центра 
по вирусологии Главмикробиопром 
остановился на районе, примыкаю-
щем к Новосибирскому академго-
родку, в результате чего и возник 
наукоград Кольцово – центр по из-
учению и созданию средств по про-
филактике различных, в том числе 
и особо опасных вирусных инфекций 
(ныне – государственный научный 
центр вирусологии и бактериологии 
«Вектор»).

В 1996 году в связи с достижени-
ем 70-летнего возраста Д.Г. Кнорре 
покинул пост директора института, 
и новым директором был выбран уче-
ник Д.Г. Кнорре член-корреспондент 
РАН Валентин Викторович Власов 
(ставший в 2003 году академиком 
РАН). Считая важнейшей областью 
приложения физико-химической 
биологии вопросы медицины, он 
усилил это направление в темати-
ке работ института, создал при ин-
ституте Отдел новых медицинских 
технологий. Поэтому в 2003 г. инсти-
тут получил новое название – Ин-
ститут химической биологии и фун-
даментальной медицины СО РАН 
(ИХБФМ). 

В настоящее время ИХБФМ яв-
ляется основной базой по подготовке 
кадров всех уровней квалификации 
в области физико-химичес кой био-
логии – от выпускников Вуза до кан-
дидатов и докторов наук. Среди вы-
пускников кафедры молекулярной 
биологии – академик Валентин Викто-
рович Власов, члены-корреспонденты 
РАН Ольга Ивановна Лаврик и Сер-
гей Викторович Нетесов. Большое 
значение для подготовки кадров выс-
шей квалификации имела организа-
ция при Институте ученого совета 
по защитам кандидатских и доктор-
ских диссертаций, на котором защи-
щено уже более 200 работ. Институт 
продолжает активно участвовать 
в подготовке студентов и аспиран-
тов по различным специальностям 
химического и биологического про-
филя. В Институте функционирует 
аспирантура по трем специально-
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стям, в которой каждый год проходит 
обучение около 40 человек. 

Институт химической биологии 
и фундаментальной медицины СО 
РАН известен высоким уровнем на-
учных исследований, имеет мощный 
научный потенциал, превосходный 
парк современного исследовательско-
го оборудования. Институт является 
одним из признанных лидеров среди 
организаций биологического профиля 
в Сибирском отделении РАН и в Рос-
сии в целом. Ежегодно сотрудники Ин-
ститута публикуют более 150 научных 
работ в ведущих российских и между-
народных рецензируемых журналах. 

В настоящее время в структуру 
Института входят: 16 лабораторий 
и исследовательских групп; два отде-
ла, отдел молекулярной и клеточной 
биологии и Центр новых медицин-
ских технологий. В Институте рабо-
тает около 200 научных сотрудников, 
в том числе: 3 академика РАН, 1 член-
корреспондент РАН, 18 докторов наук, 
78 кандидатов наук. Более половины 
от общего числа научных сотрудни-
ков – молодые ученые в возрасте до 35 
лет. Ряд работ, выполненных в стенах 
Института, удостоен высших наград 

страны: Ленинской премии; двух Госу-
дарственных премий в области науки 
и техники; премии Правительства РФ 
в области образования; а также целого 
ряда других престижных российских 
и международных премий, включая 
премии для молодых ученых.

Основными направлениями дея-
тельности Института являются:
■  исследование структуры и функции 

биомолекул и надмолекулярных 
комплексов, создание средств на-
правленного воздействия на генети-
ческие структуры; биоинженерия, 
синтез биополимеров и синтетиче-
ская биология. 

■  биотехнологии: генотерапия, кле-
точные технологии регенеративной 
медицины, нанобиотехнологии.

■  клиническая физиология, генетиче-
ские основы персонализированной 
медицины, молекулярные основы 
иммунитета и онкогенеза.

■  экология организмов и сообществ, 
сообщества экстремофильных ми-
кроорганизмов, вирусные и бакте-
риальные агенты в организме мле-
копитающих. 
В число крупных научных резуль-

татов, полученных за четверть века 

существования Института, несомнен-
но, входят:
■  создание фундаментальных основ 

получения ген-направленных био-
логически активных соединений. 
Разработка эффективных методов 
синтеза фрагментов нуклеиновых 
кислот, их аналогов и производ-
ных. 

■  разработка методов анализа струк-
туры и функций сложных надмоле-
кулярных ансамблей на основе био-
полимеров. 

■  создание технологической базы 
для диагностики генетических и ин-
фекционных заболеваний и рас-
шифровки структуры геномов био-
логических объектов. Разработка 
новых молекулярных инструментов 
и методов диагностики онкологиче-
ских, аутоиммунных и инфекцион-
ных заболеваний. 
Таким образом, пройдя стадии 

становления и развития, после 25 лет 
плодотворной деятельности Институт 
имеет свое лицо, прочно стоит на но-
гах и активно проводит научные ис-
следования, делая ставку на молодых 
ученых и опыт замечательных науч-
ных школ, созданных в его стенах. 
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РеФеРАт В статье обсуждены результаты изучения природных соединений морского происхождения, которые были использованы или используются в 
настоящее время для создания новых лекарственных препаратов. Рассмотрены морские природные соединения с противоопухолевым и обезболивающим 
свойствами, с ранозаживляющей и противовоспалительной активностями,  соединения, обладающие антивирусным и противомикробным действием, и  
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препаратов серии «Гистохром», уменьшающих зону некроза после инфаркта миокарда и последствия кровоизлияний в глаз, а также противоожогового 
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ющую среду и имеющие важное экологическое значение, 
в их числе токсины, антибиотики, различные сигнальные 
соединения. 

Главными биологическими источниками природных сое-
динений долгое время являлись высшие наземные растения 
и почвенные микроорганизмы, а после изобретения и широ-
кого распространения легководолазной техники ими стали 
и разнообразные морские организмы. Изучение морских 
организмов заметно расширило число известных природ-
ных соединений. В самом деле, если общее число изученных 
природных соединений, по-видимому, не превышает 120–
150 тыс., а по оценкам многих специалистов – существенно 
ниже этой цифры [1], то в морских организмах было открыто 
около 20 тыс. таких веществ. Причем первых исследовате-
лей весьма удивляло то обстоятельство, что в морских ор-
ганизмах исключительно редко находили ранее известные 
соединения. Таким образом, биохимия их вторичного обмена 
существенно отличается от таковой наземных обитателей. 
Главное объяснение этому факту лежит в существенных 
таксономических различиях между наземными и морскими 
животными, растениями и микроорганизмами. 

ВВедеНИе
Низкомолекулярные природные соединения в своем боль-
шинстве относятся к т.н. вторичным метаболитам. В от-
личие от первичных метаболитов, такие вещества имеют 
ограниченное распространение и могут быть найдены толь-
ко в отдельных таксонах, иногда даже в одном биологиче-
ском виде (подвиде, штамме). Они образуются из предше-
ственников, участвующих в первичном метаболизме, таких 
как уксусная кислота, аминокислоты, глюкоза, и являются 
в основном конечными продуктами биохимических превра-
щений. По химическому строению вторичные метаболиты 
весьма разнообразны, к ним относятся стероиды и терпе-
ноиды, алкалоиды и поликетиды, фенольные метаболи-
ты и некоторые углеводы, различные липиды и пептиды. 
По биологическому значению принято выделять гормоны, 
антибиотики, токсины, феромоны и другие группы вто-
ричных метаболитов. Среди природных соединений име-
ются эндометаболиты, т.е. вещества, выполняющие свои 
биологические функции в самих организмах-продуцентах, 
например оксилипины, гормоны, фитоалексины, и более 
многочисленные экзометаболиты, выделяемые в окружа-
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В целом, изучение природных соединений имеет важное 
экологическое значение, способствует развитию органи-
ческого синтеза, физико-химических и разделительных 
методов, стимулирует другие науки, такие как биохимия, 
молекулярная генетика, биотехнология и микробиология, 
оно тесно связано со здоровым питанием. 

Природные соединения сыграли и продолжают играть 
выдающуюся роль в создании новых лекарств и развитии 
фармацевтической промышленности во всем мире. Обез-
боливающие препараты на основе морфина из опийного 
мака, сердечно-активные препараты из гликозидов ди-
гиталиса, противовоспалительные средства, созданные 
при изучении стероидных гормонов, антибиотики и многие 
другие – перечень лекарств, созданных на основе исполь-
зования самих природных соединений или их производных 
и аналогов, включает около 50 % всех известных на сегодня 
медицинских препаратов [5]. 

В настоящей статье рассматриваются результаты ис-
следования природных соединений морского происхожде-
ния, которые были использованы или используются сейчас 
для создания новых лекарственных препаратов. 

МОРСКИе ПРИРОдНЫе СОедИНеНИя 
С ПРОтИВООПуХОлеВЫМИ СВОйСтВАМИ
С началом использования акваланга морские организмы 
все чаще стали попадать в руки химиков-природников. 
Американский ученый Вернер Бергман был одним из пер-
вых, кто начал их химическое изучение. В 1951 г. он сооб-
щил о выделении из губок Cryptotethia crypta, собранных 
у побережья Флориды, необычных нуклеозидов (спонготи-
мидин (1) и спонгоуридин (2), рис. 1, а затем и ряда других) 
[2–4], содержащих арабинозные остатки вместо рибозных 
или дезоксирибозных, как в большинстве соединений это-
го класса. Эти работы стимулировали появление в фарма-
кологии концепции антиметаболитов. Антиметаболитами 
стали называть активные субстанции лекарств, имеющие 
не только значительное сходство с метаболитами человека, 
но и существенные структурные различия. Антиметабо-
литы включаются в биосинтез тех или иных биополиме-
ров, чаще всего ДНК, и тормозят его, проявляя противо-
опухолевые и противовирусные свойства. После открытия 
Бергмана были разработаны два арабинонуклеозидных 
медицинских препарата: арабиноаденин (3) («Аra-A», «Ви-
дарабин») и арабиноцитозин (4) («Аra-c», «Цитарабин»), 
рис. 1, которые на протяжении десятков лет применяются 
в клинической практике в качестве противоопухолевых 
и противовирусных лекарств. Еще несколько лекарств ну-
клеозидной природы («Азидотимидин», «Ацикловир» и др.) 
отличаются от «обычных» нуклеозидов другими структур-
ными особенностями. Например, «Азидотимидин» имеет 
в моносахаридном остатке азидную группу, а «Ацикло-
вир» – разомкнутый фуранозный цикл.

Однако дальнейшая разработка противоопухолевых 
лекарств на основе морских природных соединений шла 
не так успешно. И дело не в том, что не было найдено сое-
динений с высокими противоопухолевыми активностями. 
Наоборот, в некоторых морских беспозвоночных были об-
наружены минорные вторичные метаболиты, обладаю-
щие экстремально высокой токсичностью для опухолевых 
клеток. По своей цитотоксичности они в сотни–тысячи 

раз превосходят большинство из ныне применяемых про-
тивоопухолевых лекарств. Например, спонгистатин (5), 
рис. 2, из морских тропических губок – самое активное 
из всех природных и синтетических соединений, найден-
ное за всю историю изучения противоопухолевых веществ 
в Национальном институте рака (США). Его присутствие 
в одной из губок сначала обнаружили по биологической 
активности соответствующих экстрактов, но само это 
соединение долго не могли выделить в количествах, необ-
ходимых для структурного изучения. Только после сбора 
и переработки 3 т губки удалось наконец получить 0.8 мг 
спонгистатина. Затем в качестве исходного материала ис-
пользовали другую губку, собранную возле Мальдивских 
островов, и после переработки 400 кг получили еще 10 мг 
спонгистатина, завершили установление его строения 
и приступили к изучению особенностей физиологическо-
го действия этого макролида. Ингибирующая доза, вызы-
вающая 50 %-ную гибель опухолевых клеток (Ic

50
), была 

равна 10-10 М (в отношении клеток рака прямой кишки) 
и 10-12 М (в отношении клеток рака молочной железы). 
В опытах на животных, имеющих смертельные злокаче-
ственные опухоли, при введении спонгистатина в дозе 25 
мкг/кг наблюдали их 70 %-ное выживание. 

Всего же было найдено несколько десятков экстремаль-
но токсичных для опухолевых клеток морских метаболи-
тов. Очень важно, что многие из них относятся к принци-
пиально новым структурным сериям противоопухолевых 
веществ, что открывает хорошие перспективы для синте-
тического моделирования. До открытия этих веществ все 
применяемые в химиотерапии природные соединения от-
носились не более чем к 4–5 структурным типам. 

Рис. 1. Противоопухолевые и противовирусные лекарства, создан-
ные на основе морских природных соединений 

1 R=H     СПОНГОУРИДИН
2 R=СН

3
 СПОНГОТИМИДИН

3 ВИДАРАБИН, Аrа-А

6 ТРАБЕКТИДИН/ ЕТ-743

4 ЦИТАРАБИН, Аrа-С
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В то же время создание на основе морских природных 
соединений медицинских препаратов нового поколения 
тормозится рядом осложняющих моментов. Во-первых, та-
кие вещества часто труднодоступны. Достаточные для ши-
рокого использования количества невозможно получить 
из самих морских организмов, так как их продуценты, 
как правило, являются редкими и рассеянными видами, 
а способы марикультивирования таких биологических объ-
ектов в большинстве случае не разработаны. Экономически 
приемлемые синтезы для большинства этих веществ также 
до сих пор не созданы из-за сложности их структур и оби-
лия в них асимметрических центров. Во-вторых, не всегда 
эти высокотоксичные для опухолевых клеток соединения 
показывают хорошую противоопухолевую активность 
на животных и людях. Наконец, в-третьих, некоторые 
из них обладают побочными эффектами, в т.ч. вызывают 
поражения почек или других органов и систем, что исклю-
чает их клиническое применение. 

Тем не менее недавно была успешно завершена разра-
ботка еще одного противоопухолевого лекарства морского 
происхождения. В конце 2007 года препарат «Трабектидин» 
(«Джонделис») был разрешен к применению в странах Евро-
пейского союза для лечения сарком мягких тканей. Строение 
соответствующей активной субстанции, алкалоида эктей-
асцидина-743 (et-743) (6), рис. 1, из асцидии Ecteinascidia 
turbinata было установлено независимо друг от друга дву-
мя группами американских ученых 18 лет назад [7, 8]. Их 
статьи были опубликованы в одном номере «Журнала ор-
ганической химии» (Journal of Organic chemistry). В то же 
время высокая противоопухолевая активность экстракта 
E. turbinata была известна задолго до этого, с 1969 года. Ток-
сичная концентрация (IС

50
) этого вещества для опухолевых 

клеток L-1210 была очень низкой (0.5 нг/мл), а в микрограм-
мовых дозах (на кг веса подопытных животных) оно показы-
вало высокую противоопухолевую активность на различных 
моделях мышиного рака.

Многостадийные полные синтезы этого вещества не мог-
ли обеспечить исследователей достаточным количеством 
материала для испытаний этого соединения. Например, 
суммарный выход в первом таком синтезе был менее 1 % 
[9]. Поэтому были разработаны методы культивирования 
этой асцидии и созданы подводные плантации у берегов 
Испании, однако и такой метод получения исходного биоло-
гического материала был не вполне пригодным из-за боль-
ших колебаний в содержании эктейнасцидинов, необходи-
мых для клинических исследований, в культивируемых 
асцидиях. Наконец, после многих лет поиска, был найден 
эффективный подход к получению этого вещества – син-
тез из антибиотика цианосафрацина В, продуцируемого c 
хорошим выходом наземной бактерией Pseudomonas fluo-
rescens [10].

Механизм биологического действия активной субстан-
ции «Трабектидина» – эктейнасцидина-743 – на опухоле-
вые клетки связан с его способностью проникать в малую 
бороздку ДНК и алкилировать остатки гуанозина [11]. Кро-
ме того, он вызывает программируемую гибель (апоптоз) 
опухолевых клеток и усиливает противоопухолевое дей-
ствие ряда известных лекарств («Доксорубацина», «Па-
клитакселя» (таксола) и др.). Хотя препарат разрешен пока 
только для лечения сарком мягких тканей, в процессе его 

клинических испытаний были получены замечательные 
результаты и при лечении некоторых других видов злока-
чественных опухолей. Недавно компания Pharmamar (Ис-
пания), разработавшая «Трабектидин», продала лицензию 
для его продвижения на американский рынок компании 
Jonhson&Jonhson/Ortho Biotech. 

Ряд других морских природных соединений с экстре-
мально высокой противоопухолевой активностью, во мно-
гих случаях сравнимой с активностью спонгистатина 
и эктейнасцидина, изучаются сейчас в качестве потенци-
альных противоопухолевых лекарств и находятся на раз-
ных стадиях клинического и доклинического тестирования 
[12, 13] (табл.). 

Например, бриостатин-1 (7) (рис. 2), 26-членный ма-
кроциклический лактон из мшанки Begula neritina, рас-
пространенного в Мировом океане обрастателя доков 
и пирсов, был выделен группой Петита из Университета 
штата Аризона после ряда повторных сборов биологиче-
ского материала. Его структуру установили с помощью 
рентгеноструктурного анализа. Соединение (7) имеет 11 
асимметрических центров и вряд ли в ближайшие годы 
может быть получено с приемлемым выходом путем ор-
ганического синтеза. Его содержание в мшанке очень мало 
(0.00001 %), хотя из 10 тыс. галлонов собранной мшанки 
все же удалось получить 18 г бриостатина, необходимого 
для доклинических и клинических исследований. Пока-
зано, что это вещество является модулятором протеин-
киназы С, иммуностимулятором и индуцирует клеточ-
ную дифференциацию. Оно усиливает противоопухолевое 
действие ряда лекарств, но вызывает в качестве побочно-
го эффекта миалгию. В настоящее время продолжаются 
клинические испытания этого препарата в комбинациях 

Рис.2. Некоторые соединения, которые тестируются в качестве 
активных субстанций противоопухолевых препаратов 

5 СПОНГИСТАТИН

8 ДОЛАСТАТИН-10

TZT-1027 X=

X= 9 ГЕМИАСТЕРЛИН

7 БРИОСТАТИН-1
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с «Паклитакселем», «Винкристином», «Аra-С» и другими 
препаратами.

Доластатин-10 (8) (рис. 2) был открыт после экспедиции 
профессора Петита на остров Маврикий в 1972 году, когда 
был собран морской голожаберный моллюск Dolabella au-
ricularia и обнаружена высокая противоопухолевая актив-
ность его экстрактов. Чтобы получить первый миллиграмм 
активной компоненты экстракта – соединения (8), понадо-
бился повторный сбор гигантского количества этого редкого 
моллюска – около 2 т, столь малым было содержание в нем 
этого вещества. Доластатин-10 оказался линейным пента-
пептидом, имеющим остатки четырех ранее неизвестных 
аминокислот: n,n-диметилвалина, долаизолейцина, до-
лапроина и долафенина [14]. В 1989 году был осуществлен 
полный синтез этого пептида, подтвердивший предложен-
ное для него строение и установивший его абсолютную сте-
реохимию [15]. Доластатин экстремально токсичен для опу-
холевых клеток, его полутоксичная концентрация (IС
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)

 

в отношении клеток лимфоцитарной лейкемии P-388 равна 
4.5∙10-5 мкг/мл, однако во время клинических испытаний 
на их первой и второй стадиях его высокая противоопухо-
левая активность не нашла убедительного подтверждения. 
Недавно клинические испытания доластатина были пре-
кращены. 

В то же время работы по созданию на его основе проти-
воопухолевого лекарства не остановились. Было найдено, 
что синтетическое производное доластатина, tZt-1027, 
в котором долафениновый аминокислотный остаток был 
заменен на фенилаланиновый, так же как и доластатин, 
является мощным ингибитором полимеризации тубулина, 
останавливает деление опухолевых клеток в очень низких 
концентрациях и, кроме того, уменьшает кровоснабжение 
опухолей (ингибирует ангиогенез). Сейчас tZt-1027 («Со-
блидотин») проходит клинические испытания в Японии, 
Европе и США при лечении некоторых солидных опухо-
лей, в т.ч. резистентных к другим препаратам [16]. 

Гемиастерлин (9) (рис. 2) представляет собой трипеп-
тид, впервые выделенный из губки Hemiastrella minor 
Кашманом и сотрудниками в 1986 году [17]. Его синтети-
ческий аналог HtI-286 с фенильным заместителем вме-
сто n-метилиндола оказался более активным и в наномо-
лярных концентрациях ингибировал деление опухолевых 
клеток, связываясь с мономерными единицами тубулина 
и затрудняя его полимеризацию [18]. В доклинических ис-
пытаниях он показал хорошую активность на опухолях, 
резистентных к «Паклитакселю» – одному из лучших при-
меняемых сейчас противоопухолевых препаратов. Однако 
клинические испытания не подтвердили его активности 
на больных с терминальными стадиями рака. Недавно было 
показано противоопухолевое действие этого препарата 
в отношении гормонзависимых опухолей, что возродило 
интерес к дальнейшему клиническому изучению HtI-286 
[19].

Дискодермолид (10) (рис. 3) был выделен в 1990 году 
[20] сотрудниками Харбор Брэнч Института океанографии 
(штат Флорида, США) из редкой глубоководной губки Dis-
codermia disollata, собранной у Багамских островов на глу-
бине 300 м с помощью обитаемого подводного аппарата. 
Химическое строение соединения (10) было установлено 
с помощью тщательного анализа ЯМР-спектров и рентге-
ноструктурного анализа и подтверждено синтезами самого 
дискодемолида [22] и его энантиомера (–)-дискодермолида 
[21], который, в отличие от природного (+)-изомера, ока-
зался значительно менее активным в качестве потенци-
ального противоопухолевого агента. В самом деле, природ-
ный дискодермолид останавливал развитие опухолевых 
клеток на стадиях G2/M клеточного цикла в концентра-
циях 3−80 нМ, тогда как (–)-изомер действовал в 2−20 раз 
слабее. Препарат оказался намного более сильным инги-
битором полимеризации тубулина, чем «Паклитаксель», 
кроме того, их совместное действие было более сильным, 
чем действие каждого из этих агентов. После многократных 

Таблица. Некоторые морские природные соединения – потенциальные противоопухолевые лекарства

Соединение Биологич.
источник

Химическая 
природа Механизм действия Компания Статус

Бриостатин-1 (7) Мшанка Поликетид Ингибитор протеин-
киназы GPc Biotech II-фаза клинических испытаний

Доластатин-10 (8) Моллюск Пептид Ингибитор образования 
микротрубочек ncI-Knoll II-фаза клинических испытаний  

производного tZt-1027

HtI286 (9) Губка Трипептид » novartis Продолжение клинических 
испытаний

Дискодермолид (10) » Поликетид » novartis II-фаза клинических испытаний 

Криптофицин (11) Циано-
бактерия

Циклический 
депсипептид » eli Lilly Снят с фазы II  клинических  

испытаний

 Аплидин (12) Асцидия Циклический 
депсипептид

Вызывает окислительный 
стресс клеток PharmaMar II-фаза клинических испытаний

Эрибулин мезилат  (13) Губки Полиэфирное 
производное 

Ингибитор образования 
микротрубочек esai company III-фаза клинических испытаний 

Скваламин (14) Акула Стероид Ингибитор ангиогенеза Genaera Снят с фазы II клинических  
испытаний

Кохалалид F (15) Моллюск Циклический 
депсипептид

Обладает лизосоматроп-
ным действием PharmaMar II-фаза клинических испытаний

Салиноспорамид А (16) Морская 
бактерия

Лактам-лактонное 
производное Протеосомный ингибитор nereus II-фаза клинических испытаний
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улучшений различных вариантов многостадийных син-
тезов дискодермолида сотрудниками фармацевтической 
компании novartis им удалось, наконец, получить 20 г этого 
вещества и приступить в 2004−2005 годах к завершению 
доклинических и началу клинических исследований. К на-
стоящему времени эти испытания приостановлены из-за 
того, что хотя препарат оказался относительно малоток-
сичным для больных, однако все же был недостаточно эф-
фективным. Тем не менее сохраняются перспективы его 
применения в комбинациях с другими противоопухолевы-
ми лекарствами [13]. 

К тубулинсвязывающим агентам относятся также крип-
тофицины и родственные им природные соединения. Крип-
тофицины являются депсипептидами, продуцируемыми 
цианобактериями Nostok spp. [23]. Свое название они по-
лучили из-за того, что показывали сильную ингибирую-
щую активность в отношении патогенных бактерий Cryp-
tococcus spp. Однако еще большее внимание привлекли их 
противоопухолевые свойства. Например, криптофицин-1 
(11) (рис. 3) был токсичен для опухолевых клеток в концен-
трациях от 1 до 10 пг/мл. Полный синтез криптофицина-1 
[24] привел к уточнению его структуры и позволил компа-
нии eli Lilly приступить к созданию на его основе противо-
опухолевого лекарства. В частности, синтетический аналог 
криптофицина-1, т.н. криптофицин-52, был более актив-
ным в отношении опухолевых клеток, чем винкапептиды 
и «Паклитаксель», в 40 и 400 раз соответственно. Однако 
в клинических испытаниях он оказался высокотоксичным 
для пациентов. Испытания пришлось остановить в конце 
90-х годов прошлого века. Позже были получены новые 
производные – криптофицины-309 и криптофицины-249, 
доклинические исследования которых в настоящее время 
находятся на завершающей стадии [13]. 

Несколько высокоактивных депсипептидов из асци-
дий, включая дидемнин В из Trididemnium solidum [25], 
интенсивно изучались в течение многих лет в качестве 
потенциальных противоопухолевых средств. Однако в се-
редине 90-х годов прошлого века клинические исследова-
ния дидемнина В были остановлены из-за значительной 
нервно-мышечной токсичности и отсутствия существен-
ных эффектов на больных в терминальных стадиях. Од-
нако его аналог аплидин (12) (дегидродидемнин В) (рис. 3) 
из cредиземноморской асцидии Aplidium albicans инду-
цирует в опухолевых клетках окислительный стресс с по-
следующим апоптозом [26]. Он же является ингибитором 
ангиогенеза и нарушает кровоснабжение опухолей. Хотя 
этот препарат находится на второй стадии клинических 
испытаний в качестве средства лечения миеломы, до сих 
пор не имеется хорошего способа его получения, поскольку 
ни технология культивирования соответствующей асци-
дии, ни приемлемый для его наработки в больших количе-
ствах синтез до сих пор не разработаны [13]. 

В 1986 году Уемура и Хирата выделили из губки Hal-
ichondria okadai несколько минорных метаболитов, назван-
ных халихондринами [27]. Эти соединения были мощными 
ингибиторами развития опухолевых клеток (IС

50
 10-9 М), 

связывались с тубулином по тому же сайту, что и применя-
емые в клинике винкапептиды, и были отобраны для даль-
нейшего изучения их противоопухолевых свойств. Однако 
их наработка в достаточных количествах для этих целей 

Рис. 3. Некоторые соединения, которые тестируются в качестве 
активных субстанций противоопухолевых препаратов 
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была чрезвычайно трудной. Из-за сложности структуры 
полный синтез халихондрина В, разработанный в 1992 году 
[28], был 90-стадийным и не мог решить эту задачу. При-
близительно в то же время новозеландскими учеными был 
найден новый источник халихондринов – глубоководная 
губка Lissodendoryx n. sp.1. Тонна этой губки была заго-
товлена тралением. Кроме того, на мелководье Новой Зе-
ландии были созданы плантации Lissodendoryx, хотя со-
держание целевых веществ в культивируемой губке было 
намного меньшим, чем в дикорастущей [29]. Эти усилия 
привели к получению 310 мг халихондрина В и началу 
в 2002 году его клинических испытаний. Затем японски-
ми учеными в сотрудничестве с esai company было обна-
ружено, что значительно более простое производное ха-
лихондрина – эрибулин мезилат (13) (рис. 3) – обладает 
такой же биологической активностью. В настоящее время 
выполняется III фаза клинических исследований эрибу-
лин мезилата как потенциального средства лечения рака 
молочной железы [13]. Кроме того, проводятся его клиниче-
ские испытания при лечении рака предстательной железы 
и саркомы.

Водорастворимый аминостероид скваламин (14) (рис. 3) 
был выделен из печени акулы Squalus acanthius в 1993 году 
Это вещество проявляет сильное противомикробное дей-
ствие [30, 31]. Позднее было установлено, что оно ингиби-
рует ангиогенез и останавливает опухолевый рост на раз-
личных моделях мышиного рака [32]. Компания Genaera 
организовала его фармакологические исследования, однако 
на второй стадии клинического тестирования (рак легких 
и рак яичников) его противоопухолевые свойства были 
признаны недостаточными. Тем не менее было показано, 
что скваламин усиливает терапевтический эффект «Па-
клитакселя» и «Карбоплатина», ингибируя некоторые фак-
торы роста, например VeGF, и вызывая уменьшение числа 
кровеносных сосудов вокруг опухоли и апоптоз опухолевых 
клеток. Более того, было установлено, что его физиологиче-
ские эффекты могут оказаться полезными для лечения за-
болеваний пожилого возраста, связанных с нарушениями 
зрения (макулярная дегенерация) [33, 34].

Исследования моллюска Elysia rufescens под руковод-
ством Шоера в Гавайском Университете США привело 
к открытию ряда новых высокоактивных депсипептидов, 
включая кохалалид F (15) (рис. 4) [35]. Этот моллюск пита-
ется водорослями Bryopsis spp., настоящими продуцентами 
кохалалида. Моллюск накапливает это биологически актив-
ное вещество как средство химической защиты от хищни-
ков, причем содержание кохалалида в нем приблизительно 
в 5000 раз выше, чем в водорослях. После твердофазного 
синтеза этого пептида его структура и относительная сте-
реохимия были скорректированы [36], и компания Pharma-
Mar приступила к его доклиническому, а затем и клиниче-
скому изучению. 

Кохалалид индуцирует образование вакуолей в не-
которых опухолевых клетках и стимулирует лизосомы. 
Он в несколько раз более токсичен для опухолевых, чем 
для нормальных клеток [37]. Несмотря на то что механизм 
противоопухолевого действия кохалалида до сих пор окон-
чательно не установлен, в настоящее время продолжается 
II фаза его клинических испытаний при лечении устойчи-
вых к другим средствам солидных опухолей [13].

Салиноспорамид А (16) (рис. 4) был выделен в 2003 году 
Феникалом и сотрудниками (Скриппсовский институт 
океанографии, Калифорния, США) из галофильной мор-
ской бактерии, относящейся к новому роду бактерий-
актиномицетов, названному Salinispora [38]. Он ингибиру-
ет р26 протеосомы [39], для этого вещества под шифром 
nPI-0052 фармацевтической компанией nereus Pharma-
ceuticals (США) недавно была завершена первая стадия 
клинических испытаний при лечении множественной мие-
ломы [13]. 

Кроме вышеперечисленных, еще несколько морских 
природных соединений изучались в клинике в качестве по-
тенциальных противоопухолевых агентов. К ним относятся: 
пептид цематидин из моллюсков, пептид ILX-65, близкий 
к доластатину, и трипептид e-7974 из морской губки, инги-
бирующие полимеризацию тубулина [5, 13, 40] (Knoll); про-
изводное аминокислоты LAF389, являющееся ингибитором 
метионин-аминопептидазы (novartis); синтетический ана-
лог цереброзидов губок Krn7000, обладающий иммуности-
мулирующим и сильным противоопухолевым действиями 
для пациентов, сохранивших высокий уровень nK клеток. 
Перспективы дальнейшего клинического изучения этих 
веществ пока не ясны.

В России были выделены алкалоиды из асцидий поли-
карпин (17) (рис. 4) [41] и варацин С (18) [42], обладающие 

Рис. 4. Некоторые соединения, которые изучаются в качестве актив-
ных субстанций противоопухолевых лекарств

15  КОХАЛАЛИД F

16 СAЛИНОСПОРAМИД A

17  ПОЛИКАРПИН

18 ВAРAЦИН С



22 | ActA nAturAe |  № 2 2009

ОБЗОРЫ

высокой токсичностью в отношении опухолевых клеток, 
причем соединение (18) превосходит по своей цитотоксич-
ности известный «Доксорубицин» и более активно в кис-
лотной среде, с чем связана некоторая его избирательность 
в отношении опухолей по сравнению с нормальными тка-
нями [43]. В самом деле, известно, что многие опухоли под-
кисляют себя из-за повышенного гликолиза. 

Поликарпин и его многочисленные синтетические анало-
ги вызывают апоптоз опухолевых клеток, усиливая фосфо-
рилирование белка p53 по аминокислотному остатку Ser-15 
[44], однако они оказались довольно токсичными для жи-
вотных. Варацин С вскоре после его выделения был син-
тезирован [43], а недавно в нашей стране начались работы 
по синтезу его аналогов, которые уже привели к получению 
нескольких высокоактивных соединений, перспективных 
для дальнейшего изучения в качестве кандидатов в лекар-
ственные препараты [45]. 

Таким образом, среди отобранных для доклинических 
и клинических испытаний веществ большинство являются 
мощными ингибиторами полимеризации тубулина. Кро-
ме того, среди них имеются ингибиторы протеинкиназы 
(бриостатин), других ферментов (LAF-389), ингибиторы 
протеосом (nPI-0052), агенты, взаимодействующие с ДНК 
(«Джонделис»), ингибиторы ангиогенеза (аплидин, коха-
лид, скваламин), вещества с неустановленным механизмом 
действия. Принимая во внимание большое разнообразие 
структур высокоактивных морских метаболитов и различ-
ные механизмы их противоопухолевого действия, можно 
выразить уверенность, что дальнейшие усилия по созда-
нию противоопухолевых препаратов на основе морских 
природных соединений приведут к новым успехам.

МОРСКИе ПРИРОдНЫе СОедИНеНИя, ОблАдАЮЩИе 
ОбеЗбОлИВАЮЩИМИ СВОйСтВАМИ
Первый обезболивающий препарат на основе морских при-
родных соединений получил название «Зиконотид» («При-
алт»). Он был создан после двадцатилетних исследований 
токсинов хищных моллюсков-гастропод, относящихся 
к роду Conus. В конце 2004 года это вещество под торго-
вым названием «Приалт» было разрешено к производству 
и клиническому применению в США, а несколькими ме-
сяцами позже – в Европе. А название «Зиконотид» чаще 
используется для его активной субстанции – полученного 
с помощью пептидного синтеза ω-конотоксина. 

Mоллюски-конусы, а их известно более 300 видов, пи-
таются небольшими рыбами, для охоты за ними они ис-
пользуют стилет, соединенный специальной протокой с их 
ядовитой железой. В этих железах моллюсков биосинтези-
руются многие сотни различных пептидных токсинов [46], 
которые, действуя на нервно-мышечную передачу в орга-
низме жертвы, обездвиживают последнюю. 

После установления строения ряда токсинов из раз-
личных видов моллюсков-конусов было синтезировано 
несколько тысяч их аналогов. Однако фармакологические 
испытания показали, что наибольший интерес в каче-
стве потенциального лекарственного средства представ-
ляет все же один из природных токсинов, а не их синте-
тические производные. Этот токсин получил название 
ω-конотоксина МVIIA. Он был впервые получен из тихо-
океанского моллюска Conus magnus и является линейный 

пептидом, состоящим из 25 а.о. Шесть остатков цистеина 
в этом соединении образуют три дисульфидных связи [47, 
48]. Дисульфидные связи придают ω-конотоксину хоро-
шо сформированную и однозначную пространственную 
структуру и способность специфично блокировать рабо-
ту nVScc кальциевых каналов (электрозависимые ка-
налы n-типа). В результате токсин ингибирует передачу 
болевого сигнала, действуя при этом очень эффективно 
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Рис. 5. Некоторые соединения, которые изучаются в качестве  
обезболивающих и противовоспалительных агентов
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= 9 пM). Клинические исследования синтетического 
ω-конотоксина выполнялись фармацевтической компа-
нией neurex (филиал elan Pharmaceuticals). Он оказался 
приблизительно в 1000 раз более мощным анальгетиком, 
чем морфин [49]. Эти исследования показали его высокую 
эффективность при тяжелых хронических болях, в т.ч. 
фантомных. «Зиконотид» (19) (рис. 5) в отличие от мор-
фина, не обладает галлюциногенным эффектом и не вы-
зывает привыкания [50]. 

Несколько других конотоксинов находятся сейчас 
на различных этапах исследований в качестве потенциаль-
ных лекарств. Клинические испытания некоторых соедине-
ний этого класса были прекращены из-за нежелательных 
побочных эффектов, например, препарата на основе пепти-
да AM-336, который разрабатывался компанией AMrAD 
в качестве средства лечения хронических болей. 

Недавно открытые группы конотоксинов, которые спе-
цифически блокируют α1-адренорецепторы, представля-
ют собой прекрасные модельные соединения для создания 
на их основе новых обезболивающих медицинских препа-
ратов [51].

ПРОтИВОВОСПАлИтельНЫе И РАНОЗАжИВляЮЩИе 
МОРСКИе ПРИРОдНЫе СОедИНеНИя
Сильным противовоспалительным действием обладают 
псевдоптерозины – группа дитерпеноидных гликозидов, 
выделенных Феникалом и сотрудниками из карибской 
горгонарии Pseudopterogorgia elisabethae в конце 80-х го-
дов [52], например псевдоптерозин Е (20) (рис. 5). По своему 
противовоспалительному действию эти вещества превос-
ходят известное противовоспалительное лекарственное 
средство индометацин. Они влияют на биохимические 
трансформации арахидоновой кислоты, уменьшая синтез 
эйкозаноидов [53]. На основе частично очищенных экстрак-
тов P. elisabethae, содержащих псевдоптерозин Е, компани-
ей estee Lauder был создан косметический крем для кожи 
лица, который производится для коммерческой реализа-
ции. Для того чтобы обеспечить производство этого про-
дукта необходимым количеством псевдоптерозинов, был 
осуществлен сбор большого количества горгонарий вдоль 
побережья Багамских островов и изучена регенерация 
этих кораллов после удаления части их колонии. С целью 
уменьшения ущерба для подводных биоценозов разраба-
тывались также два других подхода для наработки псев-
доптерозинов: их агликоны были синтезированы несколь-
кими способами [54–56] и затем гликозилированы, а кроме 
того, был найден биотехнологический путь их получения 
из фарнезилпирофосфата под действием ферментов, вы-
деленных из P. elisabethae [57].

Синтетическое производное псевдоптерозинов, названное 
метоптерозином (OAS 1000), проходило клинические испы-
тания в качестве противовоспалительного агента при лече-
нии контактного дерматита, однако эти испытания не были 
завершены из-за банкротства компании OsteoArthritis Sci-
ences Inc. [34]. Позднее это вещество находилось на стадии 
II клинических испытаний в качестве ранозаживляющего 
средства уже в компании tyrosin Group Inc. (США). 

Необычный стероид из губок Petrosia contignata, контиг-
настерол (21) (рис. 5) [58], под шифром IZP 94005 изучался 
в качестве противовоспалительного агента. Структурной 

особенностью контигнастерола является цис-сочленение 
циклов c и D. В отличие от лекарственных средств анало-
гичного действия соединение (21) не является ингибито-
ром фосфолипазы А

2
, но ингибирует выделение гистамина 

лейкоцитами и относится к лейкоцит-селективным про-
тивовоспалительным агентам [59]. На основе этого веще-
ства совместными усилиями Inflazyme Pharmaceutical Ltd. 
и Aventis Pharma (США) разрабатывалось новое лекар-
ственное средство. Однако из-за слишком сложной струк-
туры контигнастерол был модифицирован и заменен более 
простыми, но высокоактивными синтетическими аналогами 
IPL 576092 и IPL 512602 [60, 61]. 

Последнее соединение прошло две стадии клиниче-
ского изучения при лечении астмы. После прекращения 
в 2004 году сотрудничества двух фирм Inflazyme продол-
жил дальнейшую работу самостоятельно: было получено 
еще несколько перспективных производных, а испытания 
включали уже не только астму, но и воспалительные забо-
левания кожи и глаз [34]. Однако после перепродажи этого 
проекта в 2008 году компании Orexo Pharmaceuticals све-
дения о его дальнейшем продвижении отсутствуют.

Еще один терпеноид, выделенный из губок, а именно 
моноалид (22) (рис. 6) из Luffariella variabilis [62], был по-
лучен Шоером и сотрудниками в 1980 году. Это вещество 
имеет две замаскированные альдегидные группы (полуа-
цетальную и в виде γ-лактонного производного), которые 
реагируют с аминогруппами лизиновых остатков на по-
верхности центра связывания субстрата в фосфолипазе 
А

2
. В результате соединение (22) специфически ингибирует 

этот фермент и препятствует гидролитическому отщепле-
нию арахидоновой кислоты от фосфолипидов, проявляя 
противовоспалительные свойства. Сильное противовоспа-
лительное действие моноалида [63, 64] привлекло внимание 
Allergen Pharmaceutical (США). Компания приобрела ли-
цензию на препарат и выполнила две стадии клинического 
тестирования этого вещества в качестве средства лечения 
псориаза. Однако проблемы с низким транспортом актив-
ной субстанции через кожу пациентов вынудили оста-
новить дальнейшие клинические исследования. В то же 
время моноалид выпускается в качестве биохимического 
реагента – специфического ингибитора фосфолипазы А

2
. 

Кроме того, продолжаются попытки получить с помощью 
органического синтеза такое производное моноалида, ко-
торое будет лишено его недостатков.

На основе комплекса коллагенолитических проте-
аз из гепатопанкреаса камчатского краба Paralitodes 
chamtschaticus в Тихоокеанском институте биоорга-
нической химии ДВО РАН (ТИБОХ) был создан новый 
лекарственный препарат «Коллагеназа КК», и, после 
выполнения комплекса доклинических и клинических 
исследований, он был разрешен к производству и приме-
нению в России. Препарат был рекомендован как средство 
ферментативного очищения ран при изъязвлениях и не-
крозах, включая ожоги, обморожения, гангрены, хрони-
ческий остеомиелит, варикозные язвы и т.п. [65–67] Опыт 
клинического применения «Коллагеназы КК» после вы-
пуска ее первой промышленной партии показал, что этот 
препарат, кроме указанных выше областей медицинско-
го применения, может оказаться полезным при лечении 
некоторых других заболеваний и при послеоперацион-



24 | ActA nAturAe |  № 2 2009

ОБЗОРЫ

ных осложнениях. Так, получены неплохие результаты 
при применении «Коллагеназы КК» в эндоскопической 
и пластической хирургии, при гнойном перитоните у де-
тей, имеются данные о возможности с ее помощью выпол-
нять разрушение коллагена спаек. 

МОРСКИе ПРИРОдНЫе СОедИНеНИя, 
ОблАдАЮЩИе АНтИВИРуСНЫМИ 
И ПРОтИВОМИКРОбНЫМИ СВОйСтВАМИ
После открытия в начале 50-х годов прошлого века ара-
бинонуклеозидов, обладающих противовирусными и про-
тивоопухолевыми свойствами, и последующего синтеза 
ряда нуклеозидных производных, ставших биологически 
активными субстанциями антивирусных препаратов, по-
иск новых морских противовирусных соединений продол-
жается. Соединения с такой активностью были найдены 
среди терпеноидов, стероидов, алкалоидов, алифатических 
и ароматических производных, пептидов, полисахаридов 
и других вторичных метаболитов, выделенных из самых 
разнообразных морских организмов [68–71]. 

Из вирусных болезней СПИД остается одним из наибо-
лее опасных и затрагивающих огромные массы людей. Чис-
ло больных СПИДом приближается к 50 млн, и оно еже-
дневно увеличивается приблизительно на 16 тыс. человек. 
При тестировании против ВИЧ к началу 2003 года было 
найдено более 150 высокоактивных морских вторичных 

метаболитов [69, 70]. Съедобные водорослевые полисаха-
риды, в частности фукоиданы, каррагинаны и другие, пре-
пятствуют проникновению ВИЧ в мононуклеарные клет-
ки человека. Некоторые из них ингибируют репликацию 
вируса в очень низких концентрациях (0.1–0.01 мкг/мл) 
и усиливают действие «Азидотимидина» на вирус. Однако 
ряд специалистов считают, что их антивирусные эффекты 
являются следствием неспецифического взаимодействия 
либо с вирусами, либо с клетками, а сами эти вещества 
плохо проникают в биологические жидкости [70]. Поэто-
му вопрос о том, можно ли эти вещества рассматривать 
как вспомогательные средства, имеющие определенные 
перспективы быть использованными при лечении больных 
СПИДом, остается пока нерешенным. 

Пептиды из некоторых морских беспозвоночных явля-
ются еще одной перспективной группой антивирусных ве-
ществ. Например, состоящие из 17–18 а.о. пептиды из ме-
чехвостов Tachypleus tridentales и Limulus polyphemus 
обладают сильным антивирусным эффектом против ВИЧ-
1, а в ходе реализации проекта по созданию на их основе 
нового лекарственного средства были осуществлены син-
тезы аналогичных, но более простых по строению соеди-
нений. Одно из них (t144) имело Ic

50 
= 2.6 нМ в отношении 

этого вируса при низкой цитотоксичности (Ic
50 

= 44.6 мкМ) 
[72, 73, 69]. Проект создания на его основе антивирусного 
препарата имеет хорошие шансы на успех. 
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Рис. 6. Морские природные противовирусные соединения Рис. 7. Морские природные антиинфекционные агенты
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Из высокоактивных низкомолекулярных антивирусных 
веществ морского происхождения следует также назвать 
уже упоминавшийся дидемнин В из асцидий, который 
в дозе 0.25 мкг/кг при ежедневном введении мышам, зара-
женным смертельной дозой вируса rift Valley лихорадки, 
приводил к 90 %-ному выживанию животных. Некоторые 
надежды связывают со сравнительно простым терпенохи-
ноном авароном (23) (рис. 6) и близкими к нему соединени-
ями из губок рода Dysidea, которые ингибируют обратную 
транскриптазу из ВИЧ-1 и сам вирус в концентрации 0.1 
мкг/мл [70]. В качестве еще одного примера противовирус-
ного метаболита губок можно привести микаламид В (24) 
(рис. 6) из новозеландской Mycale sp. Это вещество являет-
ся мощным ингибитором синтеза белка, а при тестировании 
на различных вирусах in vitro показывало ингибирующую 
активность в дозе 2 нг/диск [70]. Создание лекарственных 
препаратов на основе этих и других высокоактивных со-
единений тормозится высокой токсичностью некоторых 
из них или малой доступностью. В то же время эти и другие 
высокоактивные вещества морского происхождения явля-
ются прекрасными моделями для синтезов новых менее 
токсичных, но высокоактивных антивирусных агентов. 

Из многочисленных морских антимикробных соеди-
нений некоторые показали высокую активность против 
туберкулезной бактерии Mycobacterium tuberculosis. На-
пример, псевдоптероксазол (25) (рис. 6), бензоксазольный 
дитерпеновый алкалоид из горгонарии Pseudopterogorgia 
elisabethae, ингибирует рост этой микобактерии на 97 % 
в концентрации 12.5 мкг/мл при отсутствии токсических 
эффектов [71], а (+)-8-гидроксиманзамин (26) (рис. 7) 
из губки Pachypellina sp [71] имеет минимальную инги-
бирующую концентрацию 0.91 мкг/мл. Манзамин еще 
более активен против простейшего Taxoplasma gondii 
(Ic

50 
= 0.054 мкг/мл), инфекционного агента, который вызы-

вает опаснейшее (в особенности для беременных женщин 
и детей) заболевание – токсоплазмоз. Использованию этого 
вещества в медицине мешает его малая доступность.

Высоко активны в отношении золотистого стафилокок-
ка Staphylococcus aureus дитерпеноид бромосфаерон (27) 
(рис. 7) из красной водоросли Sphaerococcus coronopifolius 
(Ic

50 
= 0.078 мкг/мл), димерный изохинолиновый алкалоид 

джорумицин (28) (рис. 7) из тихоокеанского голожаберного 
моллюска Jorunna funebris (Ic

50 
= 0.050 мкг/мл) и ряд дру-

гих морских метаболитов [71]. 
Однако все эти вещества, как и проявляющие сильное 

противогрибковое действие алкалоиды фаскаплизин (29) 
(рис. 7), макролид форбоксазол A (30) (рис. 7) и другие [71] 
в своем большинстве оказались слишком токсичными, что-
бы их можно было использовать при клиническом тести-
ровании.

МОРСКИе ПРИРОдНЫе СОедИНеНИя С дРугИМИ 
бИОлОгИЧеСКИМИ ЭФФеКтАМИ
На основе пигментов морских ежей, обладающих антиок-
сидантными, противомикробными и противовоспалитель-
ными свойствами, в ТИБОХ были созданы и позднее раз-
решены к производству и применению в России два новых 
лекарственных препарата: «Гистохром для офтальмоло-
гии» и «Гистохром для кардиологии» [74]. Первый из них 
показал высокую эффективность при травмах и кровоиз-

лияниях, вызванных различными причинами, и при ряде 
других заболеваний глаз, а второй является кардиопротек-
тором, уменьшающим почти вдвое зону некроза при остром 
инфаркте миокарда. Обычно он назначается капельно 
за 10 мин до тромболитической терапии и уменьшает ча-
стоту экстрасистол. Кардиологический гистохром снижа-
ет также частоту осложнений при операциях на открытом 
сердце. Основной компонентой активной субстанции обеих 
лекарственных форм является известный пигмент эхинох-
ром (31) (рис. 8). Был найден доступный природный источ-
ник эхинохрома (плоский морской еж Scaphechinus mira-
bilis), разработаны способы выделения, а затем и синтеза 
этого пигмента с высоким выходом [47]. 

Опыт клинического использования препаратов серии 
«Гистохром» показал их преимущества по сравнению 
с применяемыми ранее лекарствами аналогичного на-
значения. Особенно интересная информация накоплена 
для офтальмологического средства. Так, показано, что «Ги-
стохром для офтальмологии» с успехом может использо-
ваться для лечения гемофтальмов и различных глазных 
патологий детей, а также катаракты и при хирургических 
операциях на глазах.

В 1971 году было сообщено о выделении токсина (32) 
(рис. 8) из морского червя – гоплонемертины, который 
позднее был назван анабазеином [75]. Синтез многочислен-
ных аналогов этого вещества привел к нескольким высо-

Рис. 8. Другие физиологически активные морские природные соеди-
нения
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коактивным соединениям, в т.ч. к препарату GtS-21 (33) 
(рис. 8), который проявляет цитопротекторные свойства 
и улучшает память у подопытных животных. Конкурентно 
с природными лигандами препарат связывается с α4β и α7-
подтипами никотиновых рецепторов, причем последний 
считается важным в контроле β-амилоидной нейротоксич-
ности. Японская компания taicho приобрела у Университе-
та штата Флорида лицензию на эти вещества и организова-
ла их клинические исследования в Европе и США. Первые 
этапы клинического изучения показали значительные ког-
нитивные эффекты GtS-21 на пациентах-добровольцах 
[76]. В настоящее время продолжается изучение препара-
тов этой серии в качестве потенциальных лекарственных 
препаратов для терапии болезни Альцгеймера. 

Голотурии (морские огурцы), беспозвоночные, при-
надлежащие к классу Holothurioidea типа echinodermata 
(иглокожие), издавна привлекали внимание жителей вос-
точноазиатских стран своими биологически активными ве-
ществами. Съедобным животным этого класса (трепангам) 
приписывают целебные свойства, включая стимулирую-
щий, ранозаживляющий и другие полезные эффекты. Од-
нако о веществах, ответственных за биологическую актив-
ность трепангов, до недавних пор ничего известно не было. 

В результате многолетних исследований сотрудниками 
ТИБОХ были собраны в различных районах Мирового океа-
на около 50 видов голотурий, а из их экстрактов выделены 
более 100 новых физиологически активных тритерпено-
вых гликозидов [67]. Некоторые из них оказались мощны-
ми модуляторами клеточного иммунитета. На основе таких 
веществ разрабатывается потенциальный лекарственный 
препарат, названный «Кумазидом», который содержит в ка-
честве активной субстанции вещества (34, 35) (рис. 8) [77]. 
Препарат в очень низких дозах увеличивает резистентность 
подопытных животных к бактериальным инфекциям, ради-
ации, стимулирует фагоцитарную и бактерицидную актив-
ность макрофагов, тормозит опухолевый рост и усиливает 
действие известных противоопухолевых лекарств, не про-
являя при этом токсических свойств [78, 79]. В ближайшее 
время будут начаты его клинические испытания.

ЗАКлЮЧеНИе
Разнообразие морских природных соединений достаточ-
но высоко. Причем каждый год число известных морских 
природных соединений увеличивается (в 2007–2008 годах 
приблизительно на 1000 соединений в год) [80]. Биохими-
ческое разнообразие является следствием высокого биоло-
гического разнообразия в морях и океанах. По прогнозным 
оценкам на нашей планете живет несколько миллионов ви-
дов морских микроорганизмов, около миллиона еще не опи-
санных видов морских беспозвоночных и других морских 
организмов.

Изучение морских природных соединений уже приве-
ло к созданию ряда высокоэффективных лекарственных 
средств, включая противоопухолевые и противовирусные 
препараты («Арабиноцитидин», «Арабиноаденозин», «Тра-
бектидин»), обезболивающее средство «Приалт», два оте-
чественных лекарственных препарата серии «Гистохром», 
обладающие способностью уменьшать зону некроза после 
инфаркта миокарда и лечить последствия кровоизлияний 
в глаз различной этиологии соответственно, а также оте-

чественное противоожоговое средство «Коллагеназа КК». 
Более 40 противоопухолевых, противовоспалительных, им-
муностимулирующих и других кандидатов в лекарства (т.н. 
«pharmaceutical leads») находятся на разных этапах докли-
нического и клинического тестирования. Это стало возмож-
ным благодаря высокой физиологической активности ряда 
морских природных соединений. Действительно, среди них 
имеются самые мощные небелковые токсины (палитоксин, 
маитотоксин), самые эффективные ингибиторы развития 
опухолевых клеток (спонгистатин и др.), самые сильные 
обезболивающие соединения (токсины моллюсков-конусов) 
и другие экстремально активные соединения. 

По-видимому, многие морские вторичные метаболиты, 
выделенные из губок, асцидий и других морских беспозво-
ночных, биосинтезируются симбионтными микроорганиз-
мами [80]. Только около 1 % таких микроорганизмов растут 
на искусственных средах и могут быть культивированы. 
В качестве примера можно привести сообщение амери-
канских ученых о выделении бактерии Micromonospora sp 
из глубоководной морской губки. Она продуцирует манза-
мин и 8-гидроксиманзамин. Как уже указывалось, эти ве-
щества показывают очень перспективную противопарази-
тарную и противотуберкулезную активности, но не могли 
быть получены в больших количествах из губок. Интерес-
но, что биосинтез физиологически активных алкалоидов 
в этой бактерии идет только на специально подобранной 
среде, а при стандартном культивировании они не обра-
зуются [5]. В последнее время Феникалом и сотрудниками 
осуществляется подбор сред для культивирования мор-
ских микроорганизмов с учетом условий, существующих 
в местах их обитания. В результате им удалось культи-
вировать целый ряд морских актиномицетов и получить 
из них серию новых вторичных метаболитов [81]. Они по-
казали на примере изучения родственных видов, относя-
щихся к новому роду Salinispora, что биосинтез вторичных 
метаболитов в морских микроорганизмах часто является 
не штамм-специфичным, а видоспецифичным, что делает 
такие микроорганизмы удобным и воспроизводимым ис-
точником высокоактивных соединений. По мнению Нью-
мана и других сотрудников Национального института рака 
(США) «изучение биоактивных веществ из морских микро-
организмов сейчас только начинается» [81]. 

В последние годы возникло новое направление поиска 
и изучения морских природных соединений – морская ме-
тагеномика. В рамках этого направления анализируются 
и становятся предметом манипуляций не отдельные гено-
мы, а совокупность геномов из какого-то места обитания, 
например губок. Кроме собственно губочного генома, здесь 
могут быть найдены геномы многочисленных микроорга-
низмов, в подавляющем большинстве некультурабельных. 
Перенос больших кластеров генов в бактерии, которые лег-
ко культивируются, с последующим анализом продукции 
метаболитов в отдельных клонах может привести к по-
лучению продуцентов ценных соединений [82, 83]. Одна-
ко для решения проблемы получения ценных природных 
соединений этим методом необходимы знания о биосинтезе 
этих веществ. Недавно сообщалось о расшифровке генов, 
ответственных за биосинтез таких высокоактивных мор-
ских метаболитов, как бриостатины и некоторые метабо-
литы, выделенные из губок [83, 84]. Метагеномные проекты 
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осуществляются сейчас для целых акваторий (бухта Мон-
терей, Саргассово море и т.п.) [85].

Некоторые морские организмы обладают высокой про-
дуктивностью. Например, продуктивность микроводорос-
лей выше, чем сельскохозяйственных растений. Они могут 
быть источниками не только таких ценных для медицины 
веществ, как ω-3 жирные кислоты и каротиноиды, но, ве-
роятно, и других высокоактивных соединений, а также 
биотоплива. Необходимы отбор наиболее перспективных 
штаммов этих растений и разработка фотобиореакторов 
нового поколения для решения проблем получения био-
массы в достаточных для решения этих задач количе-
ствах [86]. 

Наконец, изучение биологически активных морских при-
родных соединений стимулирует работы по органическому 

синтезу самих этих соединений, а также их производных 
и аналогов. В результате создаются большие библиотеки 
соединений, в т.ч. имеющих более высокую активность, чем 
вещество-прототип. Например, при работе с ингибиторами 
гистондеацетилазы компания novartis в сотрудничестве 
с группой известного химика-синтетика Николау, исполь-
зуя в качестве прототипа морское природное соединение 
псаммаплин А (36) (рис. 8), получила методами органиче-
ского синтеза библиотеку из 3828 веществ, причем 6 из них 
были высоко активны к метициллин- и ванкомицинустой-
чивым штаммам Staphylococcus aureus [5].   

Автор благодарит за частичную поддержку данной 
работы Программу Президиума РАН «Молекулярная и 

клеточная биология» и Грант НШ 2813.2008.4.
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РеФеРАт Рассмотрена структура нейраминидазы вируса гриппа, организация активного центра этого фермента, обсуждается механизм десиалилирования 
углеводных цепей нейраминидазой, а также ее роль в функционировании вируса гриппа на различных стадиях инфекционного цикла. Обобщены данные по 
субстратной специфичности нейраминидазы и рассмотрены подходы к изучению активности данного фермента. Приведены данные по лекарствам против 
гриппа – ингибиторам нейраминидазы; рассмотрен механизм приобретения устойчивости современных вирусов к одному из этих лекарств.
Ключевые слова: вирус гриппа, нейраминидаза, субстратная специфичность.
Список сокращений: HA – гемагглютинин; nA – нейраминидаза; neu5Ac − n-ацетилнейраминовая кислота; 3`SiaLac –  neuAcα2-3Galβ1-4Glc; 6`SiaLac – 
neuAcα2-6Galβ1-4Glc; Mu-nAnA – метилубеллиферил-α-нейраминовая кислота; BODIPY - 6-((4,4-дифторо-5,7-диметил-4-бора-3a,4a-даиза-s-индацин-
3-пропионил)амино)-гексановая кислота, сукцинимидный эфир; MDcK – линия клеток почки собаки; VerO – линия клеток почки африканской зеленой 
мартышки; neu5Gc – n-гликолилнейраминовая кислота; 3`SiaLacnAc – neu5Acα2-3Galβ1-4GlcnAc;  6`SiaLacnAc – neu5Acα2-6Galβ1-4GlcnAc.

ВВедеНИе
Вирус гриппа представляет собой (-)РНК-содержащий 
оболочечный вирус с сегментированным геномом, гене-
тический материал вируса гриппа закодирован в восьми 
сегментах РНК. Все сегменты РНК упакованы в белок ну-
клеокапсида, и к каждому из сегментов присоединяется 
комплекс полимеразных белков. В таком виде сегменты 
упаковываются в липопротеидную оболочку, выстланную 
изнутри матриксным белком, на внешней поверхности ко-
торой экспонированы гемагглютинин, нейраминидаза и М2 
белок.

Нейраминидаза – это экзосиалидаза (ec 3.2.1.18), рас-
щепляющая α-кетозидную связь между терминальным 
остатком сиаловой (n-ацетилнейраминовой) кислоты и сле-
дующим моносахаридным остатком [1]. Аминокислотная 
последовательность nA закодирована в шестом сегменте 
РНК. У вирусов гриппа А насчитывается девять подтипов 
nA, у вирусов B и c – только по одному [2]. Девять под-
типов нейраминидазы вируса гриппа А разделяют на две 
филогенетические группы. В первую входят нейрамини-
дазы подтипов n1, n4, n5 и n8, а во вторую – n2, n3, n6 
n7 и n9 [3].

Фермент вируса гриппа С не относится к нейрами-
нидазам, его функция состоит в О-дезацетилировании 
n-ацетил-9-О-ацетилнейраминовой кислоты, т.е. он яв-
ляется эстеразой, поэтому не будет рассматриваться в об-
зоре.

nA вируса гриппа выполняет несколько функций. Во-
первых, ее активность необходима на стадии отпочковы-
вания созревших вирусных частиц от зараженной клетки, 
для предотвращения агрегации вирусных частиц; кроме 
того, nA отщепляет остатки нейраминовой кислоты муци-
нов респираторного тракта, тем самым облегчая движение 
вируса к клетке-мишени. Подробнее эти функции будут 
рассмотрены далее.

СтРуКтуРА НейРАМИНИдАЗ
Полипептидная цепь nA вируса гриппа состоит из 470 ами-
нокислотных остатков. В третичной структуре nA можно 
выделить несколько структурно-функциональных доме-
нов: цитоплазматический, трансмембранный, «голову», 
а также «стебель», соединяющий голову фермента с транс-
мембранным доменом.

На поверхности вириона nA представляет собой гомоте-
трамер, имеющий грибообразную форму: голова размером 
80∙80∙40 Å на тонком стебле диаметром 15 Å и длиной от 60 
до 100 Å [2]. Молекулярный вес мономера ≈60 кДа, а тетра-
мера ≈240 кДа [1]. Одна вирусная частица несет в среднем 
50 тетрамеров. Тетрамеры могут собираться в кластеры 
на поверхности вириона [4]. Известна пространственная 
структура нейраминидаз n1, n2, n4, n8, n9 и В [1, 3, 5, 6, 
7]. Несмотря на то что гомология nA типов А и В составля-
ет всего лишь 30 %, их пространственные структуры прак-
тически идентичны [6]. 
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гОлОВА ФеРМеНтА
В голове nA расположен активный центр, а также кальций-
связывающий домен, который стабилизирует структуру 
фермента при низких значениях pH [2, 8]. 

Гомология между штаммами внутри подтипа достига-
ет 90 %, в то время как между подтипами − 50 %, а между 
типами А и В − 30 % [9]. Особой консервативностью отли-
чается район а.о. 74−390 (нумерация по n2)1. Остатки, не-
посредственно участвующие в каталитической активности 
фермента (Arg118, Asp151, Arg152, Arg224, Glu276, Arg292, 
Arg371 и tyr406, рис. 1), инвариантны среди всех подтипов 
nA, а также типа В. Это справедливо и для аминокислот, 
формирующих пространственную структуру активно-
го центра: Glu119, Arg156, trp178, Ser179, Asp198, Ile222, 
Glu227, Glu277, Asp293, и Glu425. Особо консервативными 
являются остатки аспарагина, формирующие сайт глико-
зилирования (в частности, Asn146), а также пролина и ци-
стеина, которые обеспечивают необходимую укладку по-
липептидной цепи, стабилизируя третичную структуру 
молекулы [2].

Сайт связывания кальция, расположенный в глубине го-
ловы (практически «под» активным центром, если распо-
лагать его так, как изображено на рисунке), сформирован 
кислородами главной цепи остатков 297, 345 и 348, а так-
же кислородом боковой цепи остатка Asp324 [1, 6]. Кроме 
них, в формировании сайта участвуют а.о. 293, 347, 111–115 
и 139–143 [8].

У нейраминидазы n9 был найден второй сайт связыва-
ния нейраминовой кислоты, т.н. НВ-сайт [10]. Последова-
тельность а.о., соответствующая этому сайту, высоко кон-
сервативна у птичьих вирусов. Этот участок формируется 
тремя петлями nA:
■  367−372, которая вовлечена в связывание нейраминовой 

кислоты через сериновые остатки 367, 370 и 372;
■  400−403, которая взаимодействует с субстратом через 

боковую цепь аспарагина 400, карбонильный кислород 
основной цепи аспарагина, и триптофан 403;

■  430–433,  взаимодействует с субстратом через 
ε-аминогруппу лизина 432. 
Все шесть отмеченных выше консервативных остатков 

найдены только у нейраминидазы n9. У nA вирусов птиц 
других подтипов обычно отсутствует лизин 432, но это 
не отражается на их гемоадсорбционной активности. Ти-
пичная последовательность а.о. НВ-сайта обычно не об-
наруживается у вирусов гриппа человека. В то же вре-
мя у двух ранних человеческих изолятов подтипа Н2n2 
(rI+/57 и А/Ленинград/134/57) обнаружен «контур» НВ-
сайта (триада серинов и триптофан) [10, 11] − это может 
свидетельствовать о том, что при адаптации вируса гриппа 
к размножению в организме человека происходит элими-
нация данного сайта.

Функция НВ-сайта пока не ясна. Предполагается, что он 
может играть роль альтернативного сайта связывания 
нейраминовой кислоты, т.е. функционировать как сурро-
гат HA вируса гриппа; такое предположение отталкива-

1 Так как аминокислотные последовательности различных нейрами-
нидаз отличаются друг от друга вставками и делециями, то при-
нято указывать подтип NA, на основании которого приведены 
номера аминокислотных остатков, обычно, как и в данном случае, 
подтип N2.

ется от факта существования вирусов, у которых функ-
ции nА и HA совмещены в одном белке, как, например, 
в nD вирусе. Описанный НВ-сайт характерен для nA тех 
вирусов, гемагглютинин которых взаимодействует с α2-
3-сиалилированными углеводными цепями (т.е. вирусов 
гриппа птиц и лошадей), в то время как у вирусов с α2-6-
специфичностью (человеческих, свиных, и H9n2 вирусов 
домашней птицы) этот сайт изменен по ключевым амино-
кислотным позициям. Интересно, что вирусы H9n2, выде-
ленные из домашней птицы в Гонконге, и вирусы подтипов 
H2n2 и H3n2, вызывавшие пандемии у человека, имеют 
сходные замены в НВ-сайте. Эти данные позволяют пред-
положить, что некоторые виды домашней птицы могут слу-
жить промежуточными хозяевами при переносе вирусов 
гриппа из их естественного резервуара (в популяции водо-
плавающих птиц) к человеку [11].

ПРОСтРАНСтВеННАя уКлАдКА
Пространственная структура цитоплазматического 
и трансмембранного доменов, а также стебля nA пока 
не решена (в связи с особенностями ферментативного от-
щепления этого мембранного белка от вириона кристал-
лизуемый продукт начинается с остатков ~74–77) [6]. 
Существует гипотеза об α-спиральной укладке участка 
полипептидной цепи, не вошедшего в состав кристаллизи-
руемого продукта, частично подтвержденная при помощи 
криоэлектронной микроскопии [4]. Поэтому с определен-
ностью можно говорить об укладке полипептидной цепи 
только в районе головы (в составе тетрамера). Голова пред-
ставляет собой большой домен, состоящий из шести иден-
тичных антипараллельных β-слоев (мотивов), организован-
ных в пропеллер-подобную структуру. Наиболее важными 
для функционирования фермента являются петли между 

Рис. 1. Активный центр нейраминидазы вируса гриппа А (под-
типа N2) в комплексе с Neu5Ac2en (2-дезокси-2,3-дидегидро-N-
ацетилнейраминовой кислотой). Neu5Ac2en обозначена черным, 
функциональные а.о. активного центра – красным 
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этими мотивами, а также между вторым и третьим тяжами 
каждого мотива [2]. Петли являются наиболее вариабель-
ной частью структуры всех nA, варьируя по длине и даже 
неся элементы упорядоченности, типичные для вторичной 
структуры. В петлях n9, например, найдены α-спиральные 
участки: остатки 106–110 формируют один виток (α), ле-
жащий над С-концом полипептидной цепи, образующим, 
в свою очередь, тоже один виток α-спирали наряду с а.о. 
144–146 соседней субъединицы (3

10
). Спираль 3

10 
образует 

с двумя цепями (106−110 и С-концевой) антипараллельный 
слой [6]. Петля, соединяющая четвертый и пятый мотивы, 
является самой длинной, она стабилизирована дисульфид-
ным мостиком между cys318 и cys337, содержит консер-
вативную ионную пару Asp330-Arg364 и сайт связывания 
иона ca2+ [1].

глИКОЗИлИРОВАНИе
Углеводные цепи прикреплены к остаткам Asn, нахо-
дящимся на разных участках поверхности головы nA, 
а именно: гликаны, присоединенные к аспарагинам 86 и 234, 
ориентированы в сторону липидной мембраны, ближе к сте-
блю, а к Asn146 – в сторону от липидной мембраны, вблизи 
активного центра; наконец, сайт Asn200 расположен на бо-
ковой поверхности, соединяющей субъединицы. При Asn86 
и Asn200 обнаружены короткие цепи олигоманнозного типа. 
Углеводные цепи при Asn146 и Asn234 относятся к ком-
плексному типу. Сайт гликозилирования по Asn146 являет-
ся консервативным для всех nA, а углеводная цепь в этой 
позиции отличается по структуре от всех, обнаруженных 
в составе гликопротеинов вирусов гриппа, а именно содер-
жит сульфатированный по О-4 n-ацетилгалактозамин [1]. 
Гликозилирование Asn146, по-видимому, играет регуля-
торную функцию; известно, что его отсутствие обуслов-
ливает нейровирулентность вируса гриппа А/WSn/33 
(Н1n1). Показано, что углеводная цепь при Asn146 влия-
ет на ферментативную активность nА, снижая ее в 20 раз 
[12]. Удаление сайта гликозилирования 144 нейраминидазы 
подтипа n8 (А/утка/Украина/1/63) приводит к изменению 
профиля субстратной специфичности nA [13], а отсутствие 
сайтов гликозилирования по 83 и 398 а.о. приводит к непра-
вильному фолдингу. 

дИСульФИдНЫе СВяЗИ
В nA найдено восемь консервативных дисульфидных мо-
стиков, а также один дополнительный − в подтипах n2, n8, 
и n9. Инвариантность дисульфидных связей подтвержда-
ет их важность для формирования стабильной структуры 
nA. Предполагается, что благодаря близости к оси симме-
трии тетрамера неспаренный cys161 в nА (n1) участвует 
в соединении двух субъединиц. Механизм сборки тетраме-
ра не универсален, так, в нейраминидазах вируса гриппа 
В связи между субъединицами образуются за счет cys54, 
в то время как cys78 участвует в связывании пар полипеп-
тидных цепей (здесь нумерация по n2), [2].

СтРОеНИе АКтИВНОгО цеНтРА
Сайт связывания neu5Ac расположен «над» первыми тя-
жами третьего и четвертого мотивов, в большом кармане 
на поверхности nA. Активный центр находится на n-конце 
центральных параллельных тяжей [2] (рис. 1). Он представ-

ляет собой кратер диаметром 16 Å и глубиной от 8 до 10 Å, 
расположенный на расстоянии 32 Å от оси симметрии чет-
вертого порядка. Сайт фланкирован двенадцатью гибкими 
петлями, которые тянутся вверх и наружу от этой оси [6]. 

Активный центр фермента сформирован функциональ-
ными остатками Arg118, Asp151, Arg152, Arg224, Glu276, 
Arg292, Arg371 и tyr406, а также структурными остатка-
ми Glu119, Arg156, trp178, Ser179, Asp (или Asn у n7 и n9) 
198, Ile222, Glu227, Glu277, Asp293 и Glu425.

Функциональные а.о. контактируют непосредственно 
с продуктом ферментативной реакции − сиаловой кисло-
той, а все образуемые ими контакты полярны, за исклю-
чением Arg224, в котором алифатическая часть образует 
неполярный контакт с глицериновым фрагментом остатка 
neu5Ac [9] (рис. 1).

Недавние результаты рентгеноструктурных исследова-
ний нейраминидаз, относящихся к первой филогенетиче-
ской группе, показали, что, по сравнению с нейраминида-
зами, относящимися ко второй филогенетической группе, 
они обладают несколько другим строением полипептидной 
цепи, которая окружает активный центр фермента. В част-
ности, вблизи активного центра расположена полость, ко-
торая сформирована изменением пространственной ори-
ентации «петли 150». Данные пространственные различия 
позволяют начать разработку ингибиторов nА вируса 
гриппа, специфично взаимодействующих только с nA, от-
носящихся к первой филогенетической группе, в частности 
к nA H5n1 вирусов гриппа [3].

МеХАНИЗМ дейСтВИя НейРАМИНИдАЗЫ
Механизм действия nА (схема 1) был предложен на осно-
вании рентгеноструктурных данных исследования кри-
сталлического белка [7]. 

Формирование оксокарбониевого иона при атоме С2 
молекулы neu5Ac является ключевым шагом в гидроли-
зе олигосахарида-субстрата. После попадания остатка 
neu5Ac в активный центр, из-за сильных ионных взаимо-
действий между карбоксилатом субстрата и гуанидино-
выми группами аргининов 118, 292 и 371 остаток neu5Ac 
переходит из конформации кресла в конформацию полу-
кресла, т.е. образуется оксокарбониевый ион, что в конце 
концов приводит к расщеплению гликозидной связи. Агли-
кон уходит из активного центра фермента с гликозидным 
кислородом, протонированным растворителем. Множе-
ственные контакты между интермедиатом и а.о. активного 
центра (наиболее важны tyr406 и Asp151) стабилизируют 
положительно заряженный оксокарбониевый ион с сохра-
нением планарного углерода при С2. Интермедиат в пла-
нарной конформации похож на neu5Ac2en [6], в котором С2 
находится в sp2-состоянии. На этой стадии реакции остаток 
нейраминовой кислоты ковалентно связан с гидроксильной 
группой tyr406 белка, что характерно для всех экзосиали-
даз [15, 17]. Лимитирующей стадией ферментативного про-
цесса является гидроксилирование оксокарбониевого иона 
растворителем с уходом продукта реакции в виде neu5Ac 
из активного центра фермента. Следует отметить, что су-
щественных изменений в координатах активного центра 
nA по ходу реакции не происходит [18].

Наличие инвариантных остатков в составе активного 
центра, сходство пространственной организации, а также 
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архитектура комплексов с neu5Ac и с neu5Ac2en позво-
ляют сделать вывод о том, что механизм действия нейра-
минидаз вирусов гриппа А и В одинаков [6]. 

ИНгИбИтОРЫ НейРАМИНИдАЗ И МеХАНИЗМЫ 
уСтОйЧИВОСтИ ВИРуСОВ К ИХ дейСтВИЮ
Структура активного центра консервативна не только 
между подтипами, но и типами фермента, что указывает 
на важность всех составляющих его компонентов, а также 
эволюционно-отлаженную систему его функционирова-
ния. Данное наблюдение позволило разработать ингибитор 
nA вируса гриппа, напоминающий переходное состояние 
реакции гидролиза, а также neu5Ac2en (рис.2а), а имен-
но 4-гуанидино-neu5Ac2en, который сейчас применяется 
в медицине под названием занамивир [14] (рис. 2б). 

Успех занамивира инициировал цикл работ по дизайну 
новых ингибиторов nA. Основным элементом структуры 
нового класса ингибиторов (без кислородного атома в ци-
кле) являются шести- или пятичленные циклы. 

Одним из таких соединений стала (3S,4r,5r)-3-амино-
4-ацетамидо-5-(1-этилпропокси)-1-циклогексен-1-
карбоновая кислота (озелтамивир, или тамифлю, tamiflu) 
(рис. 2в). Структура этого вещества «подогнана» к коор-
динатам тех остатков активного центра, которые взаимо-
действуют с глицериновой цепью neu5Ac2en [20]. Успех 
применения данного соединения стимулировал разработку 
новых ингибиторов nA, содержащих гидрофобные группы 
[21].

Кроме того, синтезирован ингибитор nA на основе ци-
клопентанового кольца, где сохранены все функциональ-
но важные фрагменты занамивира (карбоксил, ацетамид, 
С4-гидроксил и глицериновый), которые вписываются в ак-
тивный центр nA. Только ориентация гуанидиновой груп-
пы отличается от таковой у занамивира. Однако это раз-
личие имеет свои преимущества: BcX-1812 (преамивир) 
(рис. 2г) сохраняет ингибирующую активность по отноше-
нию к занамивир-устойчивым вариантам вируса гриппа 
[22]. В настоящее время ведутся разработки аналогов этого 
соединения [23].

Занамивир и озелтамивир уже используются как лекар-
ственные препараты, а BcX-1812 находится на последней 
стадии клинических испытаний.

До недавнего времени считалось, что активное некон-
тролируемое применение озелтамивира и занамивира 
не повлияет значимо на ситуацию с появлением резистент-
ных штаммов вируса гриппа. Т.е. даже при появлении ре-
зистентности устойчивые вирусы не смогут эффективно 
реплицироваться в отсутствие ингибитора [24]. В клини-
ческих исследованиях резистентные вирусы составляли 
менее 1 %, доля их среди сезонных вирусов гриппа по всему 
миру была того же порядка.

Но в январе 2008 года данная ситуация резко измени-
лась: некоторые из вирусов гриппа подтипа H1n1 приобре-
ли устойчивость к озелтамивиру за счет мутации His274tyr 
в nА [25], а в эпидемическом сезоне 2008–2009 годов устой-
чивость достигла практически 100 % среди вирусов, выде-
ленных от пациентов (по данным http://ecdc.europa.eu); ха-
рактерно, что все эти вирусы сохраняли чувствительность 
к занамивиру. Мутация His274tyr ранее обнаруживалась 
в исследованиях устойчивости in vitro и in vivo, а также 
в клинических изолятах [26]. Тем не менее полностью пре-
кращать использование данного лекарства рано, так как, 
по последним данным, циркулирующий в настоящее вре-
мя в человеческой популяции предпандемический вирус 
H1n1 подтипа (A/california/11/2009) пока чувствителен 
к озелтамивиру (по данным центра по контролю и пре-
дотвращению опасных заболеваний США (www.cdc.gov), 
что оставляет надежду на то, что штамм вируса гриппа, 
который вызовет следующую пандемию, будет чувствите-
лен к данному ингибитору nA.

ФуНКцИОНАльНАя АКтИВНОСть NA
Существуют данные о том, что nA необходима виру-
су гриппа на различных стадиях инфекционного цикла. 
Во-первых, считается, что она облегчает подход виру-
са к клеткам-мишеням посредством удаления сиаловых 
кислот с муцинов респираторного тракта [26]. Во-вторых, 
может участвовать в процессе слияния вирусной частицы 
с клеткой [27]. В-третьих, помогает отпочковыванию со-
зревших вирионов от поверхности клетки, предотвращая 
агрегацию вирусов, вызванную взаимодействием HA одно-
го вириона с сиалилированными гликанами другого [27]. 
Кроме того, есть данные о том, что nA усиливает гемаг-
глютинирующую активность HA посредством отщепления 
терминальных остатков нейраминовой кислоты от олиго-
сахаридов, окружающих рецептор-связывающий участок 
HA [28]. 

Одной из наиболее интересных особенностей вируса 
гриппа является сосуществование двух белков, функ-
ции которых в какой-то степени антагониcтичны, а имен-
но: гемагглютинин выполняет рецептор-связывающую 
функцию, а нейраминидаза − рецептор-разрушающую. 
Так как оба эти белка узнают терминальный остаток ней-
раминовой кислоты, возникает вопрос о кооперации, или, 
наоборот, их конкуренции за рецептор/субстрат, а также 
о роли этих взаимоотношений в жизненном цикле вируса. 
Исследования вирусов, устойчивых к ингибиторам nA, ис-
кусственно полученных реассортантов (несущих nA и HA 
различного происхождения), а также полученных с помо-
щью «обратной генетики» вирусов, лишенных активности 
nA или HA, − все это указывает на то, что nA и HA виру-
са гриппа действуют концертно и эволюционируют взаи-
мозависимо [29–35]. Кроме того, возникает вопрос об их 
олигосахаридной специфичности, так как в организмах, 
которые являются хозяевами для вирусов гриппа, neu5Ac-
терминированные углеводные цепи весьма разнообразны. 

МетОдЫ ОПРеделеНИя АКтИВНОСтИ NA
Одним из наиболее популярных субстратов для опреде-
ления актвности nA является Mu-neu5Ac или Mu-
nAnA (рис. 3a). Метод, основанный на его использовании, 

Рис. 2. Структура а) Neu5Ac2en, б) 4-занамивира, в) озелтамивира, 
г) BCX-1812 (преамивира), где R=NHAc
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был впервые предложен [36] как альтернатива колори-
метрическим и радиоактивным методам. Mu-neu5Ac 
при отщеплении нейраминовой кислоты образует флуо-
ресцентное соединение, возбуждаемое светом с дли-
ной волны 360 нм, и максимумом флуоресценции при pH 
10.  Ближайшим аналогом Mu-neu5Ac является 
4-трифторметилумбеллиферил-α-n-ацетилнейраминовая 
кислота, максимум флуоресценции которой находится 
при нейтральных значениях рН. Высокая интенсивность 
флуоресценции (в 10 раз выше, чем для Mu-neu5Ac) дает 
преимущества при анализе нейраминидаз низкой актив-
ности [37]. 

Чувствительность хемилюминесцентного метода опре-
деления активности nA [38] на два порядка выше, чем Mu-
neu5Ac-теста, в качестве субстрата здесь используется 
субстрат «nA-Star» (рис. 3б). Недостатком данного мето-
да является короткое время жизни хемилюминесцентного 
продукта гидролиза, который должен быть зарегистриро-
ван в течение 5 мин.

Другая группа методов основана на отщеплении ней-
раминовой кислоты от высокомолекулярных субстратов, 
таких как фетуин, α

1
-кислый гликопротеин или целые эри-

троциты. Как правило, далее определяют количество отще-
пившейся нейраминовой кислоты [39]; наиболее удобный 
тиобарбитуратный метод измерения количества neu5Ac 
позволяет делать это в присутствии исходного сиалилиро-
ванного субстрата [40].

Альтернативный подход основан на определении вто-
рого продукта гидролиза – десиалилированного гликопро-
теина с помошью лектина (например, Peanut agglutinin), 
специфичного к освободившейся терминальной галактозе 
[41, 42]. Этот метод требует особого внимания к контролям, 
так как в любом гликопротеине изначально присутствуют 
терминальные β-Gal остатки.

МетОдЫ ОПРеделеНИя СубСтРАтНОй СПецИФИЧНОСтИ
Под субстратной специфичностью nA понимают способ-
ность фермента дискриминировать сиаловые кислоты (на-
пример, neu5Ac и neu5Gc), тип связи сиаловой кислоты 
с последующим остатком (2–3, 2–6 или 2–8), а также вну-
тренние участки углеводной цепи. В частности, для опреде-
ления специфичности использовались:
■  свободные трисахариды (3` SiaLac и 6`SiaLac) [43–45];
■  гликопротеины, содержащие или только 2–3, или только 

2–6-связанную нейраминовую кислоту [45, 46];
■  пересиалилированные с помощью 2–3-или 2–6-сиалил-

трансфераз гликопротеины или эритроциты [47].
Методы, основанные на использовании этих субстратов, 

решают только одну из трех перечисленных задач, а имен-
но выявляют специфичность на уровне Sia2-3Gal или Sia2-
6Gal. Специфичность в более широком смысле может быть 

определена с помощью метода, основанного на применении 
набора синтетических субстратов. В работе [42] исполь-
зован набор из трех олигосахаридов: 3’SiaLac, 6’SiaLac 
и 6’SiaLacnAc, в виде конъюгатов с полиакриламидом; ней-
раминидазную активность определяли с помощью лекти-
на, специфичного к появляющимся в результате действия 
nA остаткам галактозы (см. выше). Недавно был разработан 
простой и чувствительный метод определения субстратной 
специфичности nA [48], основанный на использовании сиа-
лилолигосахаридов, меченных BODIPY. Флуоресцентная 
метка ковалентно соединена с олигосахаридом (3`SiaLac, 
3`SiaLacnAc, SiaLec, SiaLea, SiaLex, 6`SiaLac, 6`SiaLacnAc) 
через спейсер, т.е. удалена от сайта расщепления. Преиму-
ществами данной метки являются стабильность, относи-
тельная гидрофильность, электронейтральность, небольшой 
размер и возможность использовать стандартный флуорес-
цеиновый фильтр при ее детекции. Суть метода заключа-
ется в количественном разделении электронейтрального 
продукта реакции и отрицательно-заряженного непрореа-
гировавшего субстрата, что делается либо на микрокартрид-
же с анионообменной смолой, либо с помощью планшетов, 
полупроницаемое дно которых состоит из анионообменного 
материала. Для большей достоверности можно определять 
количество не только продукта, но и непрореагировавшего 
субстрата. Высокая чувствительность метода позволяет ра-
ботать с низкими концентрациями как субстратов (10-11моль), 
так и вирусов. Высокая достоверность (больше 95 %) и хоро-
шая воспроизводимость (98 %) нового метода позволяют из-
учать кинетические характеристики фермент-субстратного 
взаимодействия. Исследование кинетики десиалилирова-
ния, а именно скорости реакции и ее зависимости от кон-
центрации субстрата реакции и фермента, важно для пони-
мания механизма реакции, а также для выбора правильного 
концентрационного диапазона. В свою очередь, правильный 
диапазон позволяет изучать специфичность десиалилиро-
вания, когда экспериментатор не знает точно количества nA 
в образце [49]. Следует подчеркнуть, что только этот подход 
позволяет изучать субстратную специфичность nA в широ-
ком смысле (см. выше), т.е. влияние типа сиаловой кислоты, 
типа связи между ней и следующим остатком, а также вну-
тренних остатков гликана.

ФуНКцИОНАльНЫе ОСОбеННОСтИ НеКОтОРЫХ 
НейРАМИНИдАЗ ВИРуСА гРИППА
Как уже упоминалось выше, для исследования активности 
и специфичности nA вирусов гриппа возможно применение 
как высокомолекулярных, так и низкомолекулярных суб-
стратов. Низкомолекулярные субстраты позволяют изучать 
механизм и кинетику десиалилирования, неосложненные 
мультивалентностью взаимодействия (nA является тетра-
мером) и возможным влиянием НА, который взаимодейству-
ет с мультивалентным конъюгатом на 3–5 порядков сильнее, 
чем с мономерным [50]. Высокомолекулярные субстраты яв-
ляются более корректной моделью для исследования взаи-
модействий, наиболее приближенных к реальным, т.е. когда 
необходимо принимать во внимание такие факторы, как те-
трамерность nA, кластерность экспонирования молекул nA 
на клетке, а также соучастие в процессе десиалилирования 
второго белка вируса гриппа, HA, которого на поверхности 
вириона значительно больше.Рис. 3. Структура MU-Neu5Ac (а) и NA-Star (б)
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Большой интерес представляет исследование эволюции 
субстратной специфичности вирусов гриппа, выделенных 
от человека, а также ее сравнение со специфичностью 
вирусов других хозяев, таких как утки и свиньи. Первое 
может дать ответ на вопрос о том, чем обусловлена уни-
кальность пандемических nA, а второе – заранее выявлять 
те свойства фермента, которые необходимы ему для пере-
сечения видового барьера.

Специфичность нейраминидазы подтипа n2 виру-
сов человека постепенно изменилась от 3’SiaLac (штам-
мы H2n2 1957 года) к двойственной специфичности, т.е. 
3`SiaLac/6`SiaLac (штаммы между 1972 и 1987 годами). 
Гидролитическую активность по отношению к 6’SiaLac 
регистрировали только у вирусов, выделенных, начиная 
с 1967 года, а начиная с 1972 года наблюдалось увеличение 
активности по отношению к этому субстрату [46]. 

Недавно было показано, что вирусы n2 высокоактивны 
по отношению к 3’SiaLac, тогда как для 6’SiaLac активность 
варьирует от предельно низкой (у птичьих и ранних чело-
веческих вирусов) до высокой (у свиных вирусов и совре-
менных человеческих вирусов). Показано, что активность 
nA по отношению к 6’SiaLac зависит также от вида хозяи-
на, а для вирусов человека − и от года изоляции [45].

Для штаммов n1 70–80-х годов выделения [43, 44] было 
показано, что нейраминидаза практически одинаково узна-
ет 3’SiaLac и 6’SiaLac.

С помощью BODIPY-меченных синтетических олигоса-
харидов [48–51] получены данные по субстратной специ-
фичности n1 и n2 nA некоторых изолятов вирусов гриппа 
уток, свиней и человека. Все исследованные nA десиа-
лилировали α2–3-субстраты лучше, чем α2–6-варианты. 
В случае вирусов с n1 нейраминидазой соотношение ак-
тивностей α2–3/α2–6 составляет ~60 для вируса утки, ~20 
для вирусов свиней и ~4 для человеческого вируса. В случае 
вирусов подтипа H9n2 сходные соотношения α2–3/α2–6 
наблюдаются для вируса утки, в то время как для вирусов 
домашней птицы данное соотношение находится в преде-
лах от 30 до 15, а для вируса свиней ~6, наконец, для вируса 
человека ~10. Было показано для всех nA вирусов челове-
ка, что они различают тонкую структуру α2–3-субстратов, 
т.е. узнают природу внутренних участков углеводных це-
пей сиалоолигосахаридов. 

При использовании полиакриламидных конъюгатов 
с 3`SiaLac, 6`SiaLac и 6`SiaLacnAc было показано, что боль-
шая часть вирусов (подтипы H1n1 и H3n2), выращенных 
на куриных эмбрионах и клетках MDcK, предпочтитель-
но расщепляет 3’SiaLac, а VerO-изоляты тех же вирусов 
предпочтительно гидролизуют 6’SiaLacnAc. Таким обра-
зом, на субстратную специфичность nA влияет природа 
хозяйской клетки, используемой для накопления вируса 
[42]; причина этого явления остается невыясненной.

Результаты изучения субстратной специфичности, по-
лученные разными авторами, как правило, трудно сопоста-
вимы, так как использовались не только различные штаммы 
вирусов, но и различные субстраты или кардинально раз-
ные концентрации субстратов. Так, если Кобаса [45] показал, 
что максимальная активность nA по отношению к 6’SiaLac 
не превышает активности по отношению к 3’SiaLac, 
то в работе Баум и Паульсона [46] она была гораздо выше 
для тех же вирусов. Следует также отметить, что еще 

ни разу при определении специфичности вируса гриппа 
не использовались одновременно как низко-, так и высоко-
молекулярные субстраты известной структуры. 

Несмотря на ограниченность опубликованных на данный 
момент результатов, уже выявляются некоторые законо-
мерности. Во-первых, субстратная специфичность nA че-
ловеческих вирусов гриппа отличается от таковой вирусов 
гриппа птиц. Во-вторых, олигосахаридная специфичность 
nA вирусов гриппа, циркулирующих в различных видовых 
популяциях (птицы, свиньи, человек), заметно отличает-
ся по крайней мере по параметру «отношение скоростей 
гидролиза 2–3-олигосахаридов к 2–6-олигосахаридам». 
В-третьих, субстратная специфичность нейраминидаз 
вирусов, выращенных на различных клетках, может быть 
различной. 

Данные о функционировании nA будут неполными, 
если не брать в расчет второй поверхностный белок вируса 
гриппа, гемагглютинин. Работ, где одновременно проводи-
лось исследование субстратной специфичности HA и nA, 
а также исследовалась их связь с инфекционными свой-
ствами вируса гриппа, практически нет. Представленные 
в данном обзоре новые методы исследования nA теперь 
«догнали» более продвинутые, разрабатывавшиеся с опе-
режением методы исследования HA; поэтому несложно 
предсказать, что одной из основных тенденций в изучении 
вируса гриппа ближайших лет будет именно совместное 
изучение активности и специфичности HA и nA. 

Обзор написан при поддержке гранта № 04-04-49669 
Российского фонда фундаментальных исследований, 

а также гранта «Молекулярная и клеточная биология» 
Президиума РАН.
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РеФеРАт  Флуоресцентные белки семейства зеленого флуоресцентного белка активно используются как биомаркеры в живых системах. Ответственной 
за поглощение света и флуоресценцию является хромофорная группа, в основе которой – молекула гидроксибензилиден-имидазолина, формирующаяся 
в природных условиях из трех аминокислотных остатков внутри белковой глобулы и хорошо экранированная от внешней среды. Наряду с интенсивны-
ми экспериментальными исследованиями свойств флуоресцентных белков и соответствующих хромофоров биохимическими, кристаллографическими 
и спектральными методами для характеризации их строения и спектров в последние годы применяется компьютерное моделирование. В обзоре приведены 
наиболее интересные результаты молекулярного моделирования структурных параметров, оптических и колебательных спектров хромофорсодержащих 
областей флуоресцентных белков методами квантовой химии, молекулярной динамики и комбинированными подходами квантовой и молекулярной меха-
ники. Основное внимание уделено корреляции теоретических и экспериментальных данных и предсказательным возможностям моделирования, которые 
полезны для создания новых эффективных биомаркеров. 
Ключевые слова: зеленый флуоресцентный белок, молекулярное моделирование, молекулярная динамика, молекулярная механика.
Список сокращений: комбинированные методы квантовой и молекулярной механики (КМ/ММ), молекулярная динамика (МД), метод теории функционала 
плотности с учетом зависимости от времени (tD-DFt).

ВВедеНИе
Открытие и применение цветных белков семейства зелено-
го флуоресцентного белка [1–7] привело к лавино образному 
всплеску интереса исследователей к этим удивительным 
объектам. Их практическая ценность объясняется воз-
можностью метить цветными белками клеточные клоны 
и затем в буквальном смысле наблюдать за ходом внутри-
клеточных событий. Биотехнологические перспективы свя-
заны с многоцветной маркировкой, в частности с возмож-
ностями наблюдать за межбелковыми взаимодействиями 
в живых системах. Достаточно полно характеризованные 
в кристаллографических исследованиях, эти белки имеют 
бочкообразную структуру (рис. 1), состоящую из плотно 
подогнанных β-листов, хорошо экранирующих от внешней 
среды хромофорную группу, в основе которой – молеку-

ла гидроксибензилиден-имидазолина (рис. 2), формиру-
ющаяся в природных условиях из трех аминокислотных 
остатков внутри белковой глобулы. Превращения, проис-
ходящие с хромофорной группой внутри этой макромоле-
кулы при освещении определенными длинами волн, лежат 
в основе фотофизических свойств флуоресцентных бел-
ков. 

Изучению всех аспектов строения и механизмов дей-
ствия флуоресцентных белков посвящены усилия иссле-
дователей разных специальностей. В настоящем обзоре 
преимущественно анализируются работы по компьютер-
ному моделированию структуры и спектров этих систем. 
Применение современных приемов молекулярного моде-
лирования [8] может оказать заметную поддержку экс-
периментальным работам, позволяя существенно снизить 
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временные и материальные затраты на всестороннее ис-
следование механизмов процессов, протекающих в столь 
сложных молекулярных системах. Понятно, что описание 
переходов между электронными состояниями хромофор-
ных молекул, ответственных за поглощение и излучение 
света, требует применения квантовой теории, и адекват-
ным инструментом моделирования в этом отношении явля-
ется квантовая химия. Конформационные состояния бел-
ковой макромолекулы и структура хромофорсодержащей 
области также крайне важны для свойств флуоресцентных 
белков, что определяет применение методов молекуляр-
ной механики и молекулярной динамики. Все эти подходы 
требуют значительных компьютерных ресурсов, а также 
наличия эффективных алгоритмов и компьютерных про-
грамм. 

Модели квантовой химии основаны на представлении 
молекулярных систем как совокупности ядер и электро-
нов, что приводит к необходимости численного решения 
уравнения Шредингера с использованием приближений 
разного уровня точности. В настоящее время существует 
достаточно развитая иерархия квантовохимических под-
ходов, каждый из которых ориентирован на определенные 
задачи. В частности, для расчетов структурных параме-
тров, т.е. для определения геометрических конфигураций 
точек минимальной энергии на потенциальной поверхно-
сти основного электронного состояния модельной молеку-
лярной системы, и для расчетов колебательных спектров 
сейчас чаще всего применяют методы теории функциона-

ла электронной плотности. Для расчетов характеристик 
возбужденных электронных состояний, включая расчеты 
энергий переходов между состояниями, позволяющие оце-
нивать положения полос в оптическом спектре или нахож-
дение точек конических пересечений, предпочтительны 
построения с многоконфигурационными волновыми функ-
циями [9]. На практике используются известные пакеты 
программ квантовой химии, наиболее популярные из ко-
торых: GAuSSIAn, GAMeSS, MOLPrO, nWcHeM, tur-
BOMOLe. 

В методах молекулярной механики и молекулярной 
динамики поверхности потенциальной энергии, которые 
в квантово-химических моделях подлежат прямому расче-
ту, аппроксимируются аналитическими функциями, учи-
тывающими растяжения химических связей, деформацию 
валентных и двугранных углов, взаимодействие валентно 
несвязанных атомов, электростатические вклады, иногда 
и другие добавки. Для каждого подобного вклада в энер-
гию записывается выражение, содержащее параметры, 
и подбору этих параметров (т.н. силовых полей) уделялось 
и продолжает уделяться внимание большого числа иссле-
довательских групп. Для компьютерного моделирования 
белковых систем популярны наборы параметров силовых 
полей AMBer, cHArMM, OPLSAA, GrOMOS и др. 

Определенный прорыв в развитии молекулярного мо-
делирования свойств биомолекулярных систем связан 
с внедрением т.н. комбинированных методов квантовой 
и молекулярной механики (КМ/ММ). Согласно основной 

Рис. 1. Структура GFP  
(PDB ID: 1EMA). Выделена 
хромофорная группа   
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идее этого подхода [10], меньшая часть белковой макромо-
лекулы, в которой важны перераспределения химических 
связей или переходы между электронными состояниями, 
включается в квантовую подсистему, и энергии и силы 
в ней рассчитываются различными методами квантовой 
химии. Большинство же атомов, окружающих эту выде-
ленную центральную часть, относится к молекулярно-
механической подсистеме, моделируемой силовыми по-
лями. В приближениях КМ/ММ энергия каждой точки 
на потенциальной поверхности складывается из энергии 
квантовой части в поле ММ-подсистемы и молекулярно-
механической энергии. Расчеты и анализ подобных компо-
зитных поверхностей потенциальной энергии позволяют 
исследовать фотофизические процессы с хромофорными 
молекулами с учетом белковой матрицы. 

Далее мы рассмотрим наиболее интересные результаты 
молекулярного моделирования структурных параметров, 
оптических и колебательных спектров хромофорсодержа-
щих областей флуоресцентных белков методами квантовой 
химии, молекулярной динамики и комбинированными под-
ходами КМ/ММ. Основное внимание уделено корреляции 
теоретических и экспериментальных данных и предсказа-
тельным возможностям моделирования. 

МОделИРОВАНИе СтРуКтуРЫ И дИНАМИКИ 
ФлуОРеСцеНтНЫХ белКОВ С ИСПОльЗОВАНИеМ 
КлАССИЧеСКИХ СИлОВЫХ ПОлей
Макромолекулы флуоресцентных белков содержат лишь 
пептидные группы, для которых известны наборы пара-
метров силовых полей общепринятых библиотек молеку-
лярной механики и молекулярной динамики (МД). Однако 
в самой хромофорной группе, формирующейся в результа-
те циклизации аминокислотных остатков с участием кис-
лорода, встречаются новые типы атомов. В работе Ройтер 
и др. [11] сообщаются параметры, совместимые с силовым 
полем cHArMM, для молекулы 4'-гидроксибензилиден-
2,3-диметилимидазолинона – модели хромофорной группы 
зеленого флуоресцентного белка GFP, которые были по-
добраны по результатам квантово-химических расчетов. 
Первые работы по вычислениям и анализу достаточно ко-
ротких классических МД траекторий [11, 12] для нативно-

го и мутированного вариантов GFP проводились на основе 
координат тяжелых атомов кристаллографических струк-
тур 1eMA, 1eMB из базы данных белковых структур [13]. 
Здесь уместно заметить, что координаты атомов, которые 
помещаются в эту базу данных на основании эксперимен-
тальных исследований методами рентгеноструктурного 
анализа или ядерно-магнитного резонанса, очень часто 
предварительно уточняются по компьютерным расчетам 
с программами, основанными на методе молекулярной ме-
ханики. Моделирование позволяет достроить недостаю-
щие атомы водорода в модельных структурах белковых 
макромолекул, хотя и возникают известные неоднознач-
ности, прежде всего для остатков гистидина, глутаминовой 
и аспарагиновой кислот. Кроме демонстрации достаточной 
жесткости белковой глобулы в работах [11, 12] приведены 
карты распределений водородных связей около хромофор-
ной группы как в нейтральной, так и в анионной формах. 
Для иллюстрации пользы этой информации мы приводим 
на рис. 3 картину водородных связей около хромофора 
GFP, полученную в наших оригинальных расчетах. 

Известные оптические свойства GFP [14] – наличие 
двух главных полос поглощения около 400 нм и 480 нм (для 
нативного типа белка) – связываются с возможностью на-
хождения хромофорной группы как в нейтральном состоя-
нии с коротковолновым поглощением (форма А, рис. 2а), 
так и в ионизированном состоянии с длинноволновым по-
глощением (форма B, рис. 2б). Поскольку сеть водородных 
связей должна обеспечивать перемещение протонов, свя-
зывающее эти две формы (как считается, через промежу-
точную конформацию I), то анализу ее строения, а также 
моделированию переноса протонов уделялось большое 
внимание с самых первых работ. В этом разделе мы упоми-
наем только теоретические работы, выполненные с класси-
ческими моделями. В частности, в рамках метода молеку-
лярной механики анализировалась роль вращения боковой 
цепи thr203 (рис. 3), предположительно способствующего 
переходу между формами А и В [15]. По результатам де-

а)

б)

Рис. 2. Молекула 
хромофора GFP. 
Верхняя часть (a): 
анионная форма; 
нижняя часть (б): 
нейтральная форма. 
Здесь и далее зеле-
ным цветом выделе-
ны атомы углерода, 
красным – кислоро-
да, синим – азота

Ser205 Glu222

Water

His148

Arg96

Thr203

Chromophore

Рис. 3. Иллюстрация сетки водородных связей (черный пунктир) 
около хромофора GFP. Нумерация аминокиcлотных остатков соот-
ветствует структуре PDB ID: 1EMA 
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тальных молекулярно-динамических расчетов в работах 
[16, 17] были сформулированы предположения о путях 
переноса протонов между различными формами хромофо-
ра с участием молекул воды и боковых цепей ближайших 
аминокислотных остатков. Последствия миграции протонов 
по сетям водородных связей, причем достаточно протяжен-
ным – вплоть до выхода на поверхность белка, для интер-
претации фотофизических процессов с GFP, обсуждаются 
в работах [18, 19]. 

По результатам расчетов методами молекулярной 
механики в работах [20–22] и молекулярной динамики 
в работах [23–25] анализировалось другое важнейшее 
преобразование в флуоресцентных белках, а именно цис-
транс- изомеризация хромофорной группы (рис. 4). Наи-
большее значение цис-транс-изомеризация может иметь 
для т.н. мерцающих цветных белков, в которых флуорес-
центные состояния, возникающие на определенное время 
в зависимости от внешних факторов, чередуются с темны-
ми состояниями. Основная рабочая гипотеза объяснения 
механизма подобных явлений основана на допущении цис-
транс-изомеризации хромофорной группы внутри белка 
для достижения флуоресцентного состояния и его туше-
ния. В следующих разделах настоящей статьи, в которых 
рассматриваются результаты квантовых расчетов, этой 
гипотезе также уделяется значительное внимание. 

Весьма интересный результат моделирования цис-
транс-изомеризации хромофора с учетом белкового окру-
жения, кроме того, иллюстрирующий современные воз-
можности метода классической молекулярной динамики, 
сообщается в недавней работе [25]. Авторы построили про-
фили свободной энергии (профили потенциала средней 
силы) для температуры 300 К вдоль угла внутреннего вра-
щения φ (рис. 4) для хромофора GFP в белковой матрице 
мутанта Ser65thr, включая все атомы белка и почти 9000 
молекул воды, образующих сольватную оболочку. При этом 
авторы модифицировали параметры силового поля AMBer 
(используя результаты квантово-химических расчетов), 
так чтобы они могли относиться к возбужденному элек-
тронному состоянию. Была использована т.н. направлен-
ная молекулярная динамика, стимулируя вращение вокруг 
угла φ, с помощью которой удается вывести модельную 
систему из режима небольших осцилляций около положе-
ния минимума энергии и проанализировать обширные об-
ласти конфигурационного пространства. По результатам 
расчетов найдено, что для перевала через энергетический 
барьер и, соответственно, для того чтобы сдвинуться в сто-
рону цис-транс-изомеризации хромофора по координате φ, 
надо затратить примерно 8 ккал/моль.  

В работе [23], в частности, описаны результаты модели-
рования методами классической МД процесса транс-цис-
изомеризации хромофора другого цветного белка, ascP 
(или asFP595) [26], для которого характерна разгорающая-
ся флуоресценция. Это означает, что для перевода изна-
чально нефлуоресцентной формы белка в состояние с крас-
ным свечением необходимо облучение белка интенсивным 
зеленым светом, что предположительно связано с фото-
индуцированной транс-цис-изомеризацией хромофорной 
группы. Расчеты траекторий [23, 27], которые были про-
ведены с параметрами силового поля OPLSAA, позволяют 
составить наглядное представление о возможных движе-
ниях хромофора и ближайших аминокислотных остатков 
при предполагаемых процессах. 

В работе [28] методами классической МД изучалась воз-
можность цис-транс-изомеризации хромофора в основном 
электронном состоянии в белке Dronpa [29], для которо-
го наблюдается индуцированное светом переключение 
от флуоресцентного к темному состоянию. Как и в случае 
других фотопереключаемых цветных белков, проверяется 
гипотеза, что именно изомеризация хромофора ответствен-
на за изменение фотофизических свойств белка. Авторы 
[28] использовали силовое поле AMBer с добавлениями не-
обходимых параметров для хромофорной молекулы по ре-
зультатам квантово-химических расчетов. Было показа-
но, что хромофорная группа остается в цис-конформации, 
но точечные мутации по позициям ближайших аминокис-
лотных остатков способствуют повышению подвижности 
белковой макромолекулы. 

Недавно группой с факультета биоинженерии и биоин-
форматики МГУ им. М.В. Ломоносова [30] метод классиче-
ской МД был использован для моделирования структурных 
особенностей мономерного красного флуоресцентного белка 
mrFP1 при точечных мутациях по позиции Glu66. 

В конце этого раздела следует отметить, что методам 
молекулярной механики и молекулярной динамики пока 
нет альтернативы при моделировании конформационных 
состояний белков. Расчет равновесных координат атомов 
и анализ эволюции со временем геометрических параме-
тров белковых макромолекул с числом атомов порядка 
нескольких тысяч может быть практически осуществлен 
только в рамках классической механики с эмпирическими 
или полуэмпирическими силовыми полями. Несомненным 
достижением подобного моделирования для флуоресцент-
ных белков является анализ распределений водородных 
связей в хромофорсодержащей области, поскольку пара-
метры общепринятых силовых полей AMBer, cHArMM 
неплохо калиброваны на описание водородных связей. 
Что касается рассчитываемых энергетических харак-
теристик, например, энергетических барьеров внутрен-
него вращения при цис-транс-измеризации хромофора 
и в основном, и тем более в возбужденном состоянии, 
то к этим результатам следует относиться с осторожно-
стью, понимая их высокую чувствительность к не столь 
надежно определенным параметрам силовых полей. Каче-
ственные результаты МД моделирования – эволюция со 
временем сетки водородных связей, грубые оценки энер-
гетических барьеров при конформационных превраще-
ниях при движении пептидных групп или хромофорных 
групп – безусловно, полезны и предоставляют важную 

Cis Trans

Рис. 4. Цис-транс-изомеризация хромофора GFP
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информацию. Для более аккуратных оценок характери-
стик химических превращений, включая перемещения 
протонов по сетям водородных связей, и для анализа се-
чений поверхностей потенциальной энергии в основном 
и в возбужденных состояниях необходимо обращаться 
к квантовым расчетам.

КВАНтОВАя ХИМИя ХРОМОФОРОВ 
В гАЗОВОй ФАЗе И В РАСтВОРАХ

Первые же квантово-химические расчеты электронной 
структуры модельной молекулы хромофора GFP [31–34] 
позволили четко отнести индуцированное светом электрон-
ное возбуждение (фотопоглощение) к переходу между син-
глетными состояниями S

0
 → S

1
. В терминах орбиталей этому 

соответствует переход электрона с высшей занятой моле-
кулярной орбитали (ВЗМО) π-типа на низшую вакантную 
молекулярную орбиталь (НВМО) π*-типа. На рис. 5 изо-
бражен вид этих орбиталей для анионной формы молеку-
лы 4-гидроксибензилиден-имидазолинона (также рис. 4), 
рассчитанных в работе [35]. Важное заключение, которое 
следует из рассматривания вида орбиталей – возбуждение 
меняет локальные характеристики электронной плотно-
сти в районе мостикового фрагмента, связывающего фе-
нильное и имидазолиноновое кольца хромофорной группы. 
В результате выравниваются характеристики исходных 
(в основном состоянии) ординарной (c-cH) и двойной 
(-cH=c) химических связей, что потенциально облегчает 

внутреннее вращение вокруг первоначально двойной связи 
(угол τ на рис. 4). 

Вопрос о как можно более точном расчете важней-
ших количественных характеристик хромофорных групп 
цветных белков семейства GFP – разностей энергий 
при возбуждении (S

0
 → S

1
) и возврате в основное состояние 

(S
1
 → S

0
), что сопоставляется с положениями максимумов 

полос в спектрах поглощения и флуоресценции, и соответ-
ствующих интенсивностей, а также рельефов поверхностей 
потенциальной энергии и в основном, и в возбужденном со-
стоянии, что необходимо для объяснения фотопревраще-
ний с хромофорными группами, постоянно обсуждается 
среди специалистов по вычислительной квантовой химии. 
По-видимому, первый обзор ранних расчетов приведен 
в работе Хелмса [36], одно из недавних обсуждений до-
стижений квантовой химии для отдельных молекул хро-
мофоров содержится в работе [37]. Методические аспекты 
квантово-химических приближений для моделирования 
фотохимических процессов с органическими молекулами 
достаточно подробно изложены в обзорных статьях [9, 38, 
39]. Чтобы не увязнуть в названиях и деталях приближе-
ний квантовой химии, используемых в настоящее время 
для компьютерных расчетов характеристик органических 
хромофоров в основном и в возбужденных электронных 
состояниях, мы ограничимся лишь достаточно поверх-
ностным описанием наиболее употребляемых подходов. 
Мы позволим себе приводить некоторые устоявшиеся со-
кращения, обозначенные латинскими буквами. 

Расчет равновесных геометрических параметров мо-
лекул с числом атомов до сотни в основном электронном 
состоянии с очень хорошей точностью не представляет 
большой проблемы. Как правило, методами теории функ-
ционала электронной плотности (DFt), которыми уверенно 
владеет множество химиков, можно рассчитать трехмер-
ную геометрическую структуру хромофорной молекулы 
и детально рассмотреть ее на мониторе с помощью подхо-
дящей компьютерной программы визуализации. 

Трудности моделирования оптических спектров связа-
ны с необходимостью соблюдать сопоставимую точность 
при расчетах основного состояния с доминирующей элек-
тронной конфигурацией…π2 и возбужденного состояния 
с доминирующей конфигурацией…π1π*1 (многоточие перед 
ВЗМО π-типа относится ко всему набору предшествую-
щих молекулярных орбиталей, которые дважды заселе-
ны электронами). Вообще говоря, и в основном состоянии 
неплохо учитывать смешивание электронных конфигура-
ций, что видно из графа резонансных структур, например, 
анионной формы хромофора GFP (рис. 6). Соответствен-
но, подходящими представляются подходы квантовой хи-
мии с многоконфигурационными волновыми функциями. 
Весьма часто встречающееся в фотохимии органических 
молекул обозначение cASScF (т.е. для метода самосогласо-
ванного поля в полном пространстве активных орбиталей) 
относится именно к многоконфигурационным приближени-
ям квантовой химии. 

Поскольку работа с многоконфигурационными прибли-
жениями требует навыка, наличия мощной вычислитель-
ной техники и терпения (надо долго ждать результатов), 
возникает соблазн использовать что-нибудь попроще. 
И в первых работах по расчетам спектров поглощения 
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хромофоров цветных белков [31–33, 40, 41], и в работах по-
следних лет [27, 42, 43] часто получаются довольно непло-
хие результаты для положений максимумов оптических 
полос и интенсивностей с использованием действительно 
очень простых полуэмпирических методов типа ZInDO 
[44], в которых удачным подбором параметров по реперным 
экспериментальным данным скомпенсированы существен-
ные упрощения теории электронной структуры молекул. 
Как всегда бывает с полуэмпирическими подходами, за-
ранее не ясно, в каких конкретных случаях они приведут 
к успеху, а в каких – к большим ошибкам. 

Еще более сложна ситуация с другим современным ме-
тодом расчета разностей энергий основного и возбужден-
ного электронных состояний, который становится весьма 
популярным среди пользователей квантово-химических 
компьютерных программ вследствие простоты его приме-
нения – методом теории функционала плотности с учетом 
зависимости от времени (tD-DFt). В ряде случаев метод 
tD-DFt дает прекрасное согласие с экспериментальными 
данными для положений максимумов полос поглощений 
в оптических спектрах органических хромофоров, но в дру-
гих случаях результаты существенно более скромные [35], 
причем причины неудач носят принципиальный характер 
[45] из-за ошибок в описании состояний с переносом заря-
да, которые как раз характерны для подобных молекул. 

Если сравнивать достижения этих двух «дружествен-
ных для пользователя» методов расчета параметров по-
лос в спектрах поглощения хромофоров цветных белков, 
ZInDO и tD-DFt, то уже в первой работе [41], в которой, 
в частности, моделировались свойства хромофора красно-
го флуоресцентного белка Dsred [46], отмечалось, что ре-
зультаты, полученные с использованием ZInDO, ближе 
к экспериментальным данным, чем с tD-DFt. В недавней 
работе [42] сравнение вычисленных спектральных харак-
теристик анионов хромофоров белков GFP и Dsred прово-
дится с результатами экспериментальных оценок методами 
фоторазрушающей спектроскопии в газовой фазе [47–49]. 
Для анионной формы хромофора GFP (эксперименталь-
ное значение положения полосы поглощения – 479 нм [47, 

48]) метод ZInDO позволяет получить 477–481 нм, а вы-
численное методом tD-DFt положение интенсивной по-
лосы поглощения (390 или 405 нм в зависимости от деталей 
расчетной схемы) существенно отличается от экспери-
ментальной величины. Для анионной формы модельного 
хромофора, синтезированного по мотивам хромофорной 
группы белка Dsred, экспериментально получено поло-
жение полосы поглощения 521 нм [49], в расчетах методом 
ZInDO – 533 нм, в расчетах методом tD-DFt – 449 нм. 
Подобный же вывод можно сделать по результатам рабо-
ты [43], в которой вычислялись спектральные параметры 
аниона хромофора GFP, – метод ZInDO позволяет полу-
чить практически совпадающее с экспериментальным по-
ложение полосы поглощения, а метод tD-DFt значительно 
завышает вертикальную энергию возбуждения с отличием 
от экспериментальной длины волны (479 нм) на 50–90 нм 
в синюю сторону. Тем не менее снова отметим, что к пред-
сказаниям полуэмпирического подхода ZInDO следует 
относиться с осторожностью, причем не понятно, каким 
образом его можно систематически улучшать, в отличие 
от подхода tD-DFt, для совершенствования которого рано 
или поздно будут найдены более надежные представления 
функционала электронной плотности. Пока что регулярно 
появляются все новые публикации, в которых приводятся 
результаты расчетов энергий возбуждения хромофорных 
молекул от различных цветных белков в разных вариантах 
приближения tD-DFt [27, 35, 37, 50–55]. 

Вернемся к более обоснованным в квантовой теории, 
но «недружественным для пользователя» методам на осно-
ве многоконфигурационных приближений, применение 
которых требует значительных компьютерных ресурсов 
и наличия опыта квантово-химических расчетов. Потенци-
ально именно эти методы необходимы для решения более 
широкого класса задач, чем расчеты полос поглощения мо-
лекул хромофоров, а именно вычисления сечений поверх-
ностей потенциальной энергии возбужденных электронных 
состояний с локализацией геометрических конфигураций 
точек минимумов (с последующим расчетом спектров флу-
оресценции), точек сближения энергетических поверхно-
стей возбужденного и основного состояний – т.н. точек ко-
нических пересечений, в окрестности которых происходит 
безызлучательное гашение фотовозбуждения, проводятся 
в рамках многоконфигурационных подходов. 

Применение более простых [34] и более сложных [37, 
55, 56] вариантов, в которых учитывается простое сме-
шивание электронных конфигураций (устоявшийся тер-
мин в квантово-химической литературе – «взаимодей-
ствие конфигураций») для вычислений разностей энергий 
основного и возбужденных состояний хромофорных мо-
лекул в вакууме, позволяет в хороших приближениях да-
вать оценки для положений полос в оптических спектрах 
с характерными ошибками в интервале 20–50 нм. Допол-
нительные усилия (см. [9, 38, 39] для знакомства с деталя-
ми) затрачиваются на оптимизацию орбиталей, входящих 
в многоконфигурационные волновые функции, чтобы сде-
лать эти орбитали подходящими «в среднем» для основ-
ного и возбужденных электронных состояний, и на опти-
мальный выбор числа орбиталей, заселяемых электронами 
в основном и возбужденных состояниях, – таким образом 
приходят к методу cASScF с усреднением по состояниям, 

Рис. 6. Резонансные 
структуры анионной 
формы хромофора 
GFP
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SA-cASScF, который в настоящее время представляется 
базовым для расчетов потенциальных поверхностей воз-
бужденных состояний органических хромофоров. Для до-
стижения большей точности к энергиям метода SA-cASS-
cF добавляют поправки по теории возмущений, и только 
после этого удается уменьшить погрешности при оценках 
максимумов положений полос в оптических спектрах газо-
фазных хромофоров до 15–20 нм. Примеры столь изощрен-
ных расчетов приведены в работах [37, 57, 58] для хромо-
фора GFP, [59] – для хромофора asFP595. В работах [58, 
59] рассмотрены различные состояния протонирования 
хромофорных молекул. 

На рис. 7 показана схема, иллюстрирующая возможные 
превращения хромофорной молекулы (на примере GFP) 
при фотовозбуждении. При переходе из точки минималь-
ной энергии в основном состоянии S

0
 на потенциальную по-

верхность возбужденного состояния S
1 
за счет релаксации 

геометрических параметров молекула может оказаться 
в энергетическом минимуме, из которого возможна флуо-
ресценция. Движение по потенциальной поверхности воз-
бужденного состояния может привести к точке конического 
пересечения S

1
/S

0 
с достаточно измененной геометрической 

конфигурацией молекулы, через которую осуществляется 
возврат в основное состояние. 

Подобная картина, которую можно надежно рассчитать 
только методами квантовой химии на основе SA-cASScF, 
предоставляет важнейшую информацию о фотофизиче-
ских процессах с хромофорными молекулами. Первое такое 
исследование для анионной формы хромофора GFP для ва-
куумных условий было описано в работе [57]. Позже были 
выполнены расчеты для газофазных хромофоров зелено-
го (GFP) и красных (Dsred, asFP595) белков в анионной 
форме для цис- и транс-конформаций [60–62]. Объяснение 
фотоизомеризации хромофорных групп возможно только 
после анализа подробных картин. 

Кроме расчетов возбужденных состояний методы кван-
товой химии применялись для вычислений геометриче-
ских структурных параметров, колебательных спектров 
и для анализа возможных перегруппировок в основном 
электронном состоянии в модельных системах, описываю-
щих хромофорную молекулу с соседними молекулярными 
группами, по мотивам белковой структуры. Первые такие 
расчеты для достаточно большого молекулярного кластера, 
моделирующего хромофорсодержащую область GFP, опи-
саны в работе [63]. Авторы работы [64] рассчитали в рамках 
кластерной модели пути переноса протонов вдоль водород-
ных связей (рис. 3) в хромофорсодержащей области GFP 
в основном электронном состоянии. Найдено, что актива-
ционные барьеры для подобных перемещений достаточно 
небольшие. 

Колебательные спектры различных протонированных 
форм хромофора GFP были рассчитаны в работе [65] с ис-
пользованием достаточно популярной неэмпирической 
молекулярной динамики Кара-Паринелло – методики, 
основанной на оценках сил, действующих на ядра атомов, 
приближенным решением квантовых уравнений по тео-
рии функционала электронной плотности. В последующей 
работе [66] рассмотрена модель хромофорсодержащей 
области GFP большего размера. Проведено прямое сопо-
ставление с результатами экспериментальных исследова-

ний спектров комбинационного рассеяния GFP и молеку-
лы хромофора. Рассчитанные по той же методике полосы 
в колебательном спектре комбинационного рассеяния хро-
мофоров Dsred сообщаются в работе [67]. В публикации 
[68] сообщается о результатах расчетов методами кван-
товой химии колебательных спектров для хромофорных 
молекул GFP в различных состояниях протонирования. 
Несмотря на бесспорную пользу расчетов колебательных 
спектров для небольшой модельной системы, состоящей 
из хромофорной группы в газовой фазе, очевидны и недо-
статки такого подхода, прежде всего связанные с недоста-
точным учетом белкового окружения (даже с включением 
в модельную систему упрощенных молекулярных групп 
пептидных цепей). Более интересными представляются ре-
зультаты подходов, в которых принимается во внимание 
влияние растворителя, например в работах [69, 70], рас-
смотренных далее. 

Моделирование характеристик молекул хромофоров 
в растворе методами квантовой химии представляет важ-
ный этап в исследовании влияния молекулярного окруже-
ния конденсированных сред на их свойства. Обычно рас-
сматриваются либо непрерывные модели, описывающие 
растворитель как среду с определенным значением диэ-
лектрической постоянной, в полость которой вписывается 
молекула растворенного вещества, либо дискретные моде-
ли с явным введением молекул растворителя в анализи-
руемую систему. 

В работе [71] авторы использовали непрерывную модель 
растворителя и полуэмпирический метод расчета энер-
гий электронного возбуждения [31] для оценок сольвато-
хромных сдвигов оптических спектров хромофоров GFP 
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Рис. 7. Иллюстрация превращений хромофорной молекулы GFP в 
цис-анионной форме при фотовозбуждении 
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в различных протонированных состояниях при переходе 
от газовой фазы к этанолу. Отмечалась качественная кор-
реляция между теоретическими и экспериментальными 
результатами. 

Важные результаты были получены в работе [72], в ко-
торой диаграмма, иллюстрирующая фотопревращения 
нейтральной формы хромофора GFP (рис. 7), была рассчи-
тана для модельной системы, включающей хромофорную 
молекулу в окружении явно заданных молекул воды. Были 
рассчитаны сечения поверхности потенциальной энергии 
основного и возбужденного состояний и определены ко-
ординаты точек минимумов и конических пересечений. 
Для практического осуществления столь сложных рас-
четов была применена полуэмпирическая методика кван-
товой химии АМ1 со специально подобранными для этой 
задачи параметрами. Главный вывод из этой работы, ко-
торый активно цитируется в литературе по исследованию 
флуоресцентных белков, сводится к тому, что раствори-
тель на порядок уменьшает время жизни возбужденного 
электронного состояния хромофора по сравнению с газовой 
фазой. В отличие от вакуумных условий в окруженном мо-
лекулами растворителя хромофоре облегчается вращение 
вокруг двойной связи мостиковой группы (рис. 4). В недав-
ней статье [73] моделирование молекулярной динамики 
нейтральной формы хромофора GFP в окружении молекул 
воды описано с использованием неэмпирического квантово-
химического приближения SA-cASScF для расчетов по-
тенциальных поверхностей. Подтвержден качественный 
вывод о большей эффективности тушения возбуждения 
в растворе по сравнению с газовой фазой. 

В работах [70, 71] описаны расчеты колебательных спек-
тров и энергетических профилей тушения фотовозбужде-
ния различных протонированных форм хромофора GFP 
в водном растворе. Применены непрерывные модели рас-
творителя (т.н. поляризационная континуальная модель, 
PcM) и использованы неэмпирические методы квантовой 
химии на основе cASScF для вычислений энергий на по-
тенциальных поверхностях. Также подтверждена возрас-
тающая эффективность внутренней конверсии в раство-
рителе. 

Другой подход к моделированию свойств модифициро-
ванного хромофора GFP в различных протонированных 
формах в цис- и транс-конфигурациях в водном растворе 
продемонстрирован в работе [52]. Распределение частиц 
в модельной системе, состоящей из хромофора и сольват-
ной оболочки из 857 молекул воды, анализировалось мето-
дом Монте-Карло для условий nPt ансамбля. Для расчетов 
энергий хромофора в возбужденном состоянии применя-
лись варианты tD-DFt и cASScF, причем отмечались яв-
ные преимущества метода cASScF. Проанализированы 
сольватные сдвиги в спектрах поглощения и возможность 
цис-транс-изомеризации хромофора в растворе. Та же ме-
тодика применена и в последующей работе [74], в которой 
анализировались свойства хромофора Dsred. 

Авторы работы [55] вычисляли положения максимумов 
полос поглощения в спектрах достаточно большой серии 
хромофоров типа GFP с модификациями в самой хромо-
форной молекуле, применяя непрерывную модель водного 
растворителя PcM и различные варианты для расчетов 
энергий возбуждения. Сделан вывод о достаточно плохом 

согласии теоретических и экспериментальных результа-
тов, хотя качественные корреляции могут быть установ-
лены. Синтетические молекулы на основе хромофора GFP 
также исследовались экспериментально в водном растворе 
в работе [75] с теоретическими оценками оптических спек-
тров методом tD-DFt с учетом растворителя в рамках не-
прерывной модели PcM. 

В работе [76] оптические спектры хромофора белка 
asFP595, 2-ацетил-4-(п-гидроксибензилиден)-1-метил-
5-имидазолона были экспериментально исследованы 
в нескольких растворителях при различных значениях 
pH. В водном растворе полоса при 418 нм была отнесена 
к нейтральной, а полоса при 520 нм – к анионной формам 
молекулы хромофора. Положения максимумов полос по-
глощения в этаноле, пропаноле и диметилформамиде ока-
зались значительно сдвинутыми по отношению к водной 
системе, причем не прослеживалась корреляция с соот-
ветствующими значениями диэлектрической постоянной 
растворителя. Моделирование спектров было выполнено 
для различных протонированных состояний хромофор-
ной молекулы в цис- и транс-конформациях в растворах 
воды, этанола, ацетонитрила и диметилсульфоксида [35]. 
Использовалась непрерывная модель растворителя PcM 
и метод tD-DFt для расчета энергий возбуждения. Дан-
ные, приведенные в табл., хорошо иллюстрируют соотно-
шение экспериментальных и теоретических результатов. 
Очевидна качественная корреляция – и в том, и в другом 
случае отмечается слабая зависимость положений полос 
от растворителя. Очевидно отнесение более коротковолно-
вой полосы поглощения к нейтральной форме хромофора, 
а более длинноволновой – к анионной, хотя количественные 
расхождения достаточно большие – до 50 нм. По экспери-
ментальным данным нельзя отнести наблюдаемые спектры 
либо к транс-, либо к цис-конформации хромофора в рас-
творе. Расчеты энергий обеих конформаций и в вакууме, 
и в водном растворе уверенно предсказывают энергию 
цис-конформации ниже примерно на 1.5 ккал/моль. Рас-

Таблица. Сравнение вычисленных [35] и измеренных [76] (жирным 
шрифтом в скобках) длин волн максимумов полос поглощения хро-
мофора белка asFP595. Звездочкой отмечены величины, измерен-
ные в диметилформамиде с ε = 38.3

Растворитель Нейтральная 
форма

Анионная 
форма

Цвиттерионная 
форма

Цис-конформация

Вакуум (ε = 1) 430 484 521

Этанол (ε = 24.3) 453 (425) 504 (542) 538

Ацетонитрил (ε = 36.3) 453 (422*) 502 (572*) 537

ДМСО (ε = 47.2) 458 (422*) 511 (572*) 545

Вода (ε = 80) 453 (418) 502 (520) 537

Транс-конформация

Этанол (ε = 24.3) 438 (425) 476 (542) 504

Вода (ε = 80) 437 (418) 474 (520) 538
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четы не подтверждают высказанную авторами работы [76] 
гипотезу о том, что слабая флуоресценция, наблюдаемая 
в растворе хромофорной молекулы в диметилформамиде, 
свидетельствует о близости оптических свойств этого рас-
твора к свойствам белка asFP595. 

Вопрос о возможности цис-транс-изомеризации хромо-
форов цветных белков в растворах обсуждается в течение 
достаточно длительного времени [77]. В экспериментах, 
описанных в работе [78], показано, что в водном раство-
ре хромофор GFP, например в анионной форме, может 
переходить от одной конформации к другой с активаци-
онным энергетическим барьером, оцененным по кинетиче-
ским данным с уравнением Аррениуса, порядка 13 ккал/
моль. В то же время ранние квантово-химические рас-
четы [33] приводили к барьерам более 50 ккал/моль. Это 
расхождение удалось сгладить только недавно – в рабо-
те [79] был рассчитан энергетический профиль для цис-
транс-изомеризации аниона хромофора GFP в воде с весь-
ма близкими к экспериментальным оценкам барьерами 
10–11 ккал/моль, причем этот теоретический результат 
получается и в рамках новых версий непрерывных моделей 
растворителя, и в рамках дискретной модели с явным уче-
том молекул воды в первой сольватной оболочке. На рис. 8 
изображена структура модельной системы в конформа-
ции на вершине активационного барьера при переходе 
от цис-изомера к транс-изомеру. В работе [79] показано, 
что для адекватного описания энергетического профиля 
реакции изомеризации необходимо использовать много-
конфигурационные подходы квантовой химии. 

Наконец упомянем еще об одном важном приложении 
компьютерного моделирования свойств хромофорных 
групп флуоресцентных белков в растворах – о расчетах 
констант кислотности (pKa). Эта информация весьма по-
лезна для анализа свойств хромофоров в белковых ма-
трицах, поскольку помогает составить представление 
о состоянии протонирования хромофора и путях переноса 
протонов по сетям водородных связей. Расчет значений 
pKa проводится с использованием термодинамического 
цикла, компонентами которого являются свободные энер-

гии депротонирования по позиции определенного атома 
в газовой фазе и свободные энергии сольватации протони-
рованной молекулы, соответствующего аниона и свободная 
энергия сольватации протона. Необходимо провести серию 
квантово-химических вычислений параметров молекуляр-
ных частиц (включая равновесные геометрические пара-
метры и частоты колебаний) в газовой фазе и в растворе, 
в последнем случае в рамках непрерывных моделей рас-
творителя. Для кислородных и азотных центров хромофо-
ров GFP подобная процедура и результаты вычислений 
описаны в работах [80–82]. Авторы работы [81] оценили 
значения pKa для возбужденного электронного состоя-
ния. В работе [82] приведены вычисленные величины pKa 
для хромофоров цветных белков asFP595 и zFP538 в транс- 
и цис-конформациях. 

В заключение этого раздела следует подчеркнуть аб-
солютную необходимость квантово-химических расчетов 
для моделирования свойств хромофоров флуоресцентных 
белков, даже несмотря на их существенную ресурсоем-
кость. По мере совершенствования вычислительных ме-
тодов квантовой химии они с неизбежностью будут ста-
новиться все более «дружественными для пользователя». 
Показательным примером является процедура расчета 
геометрической структуры (равновесных геометрических 
параметров в основном электронном состоянии) для моле-
кул с числом атомов до 100 – весьма надежные результа-
ты можно получать на персональных компьютерах, даже 
особенно не вникая в суть алгоритмов. Пока такой сервис 
недоступен для моделирования всего процесса фотовоз-
буждения, но со временем ситуация может измениться. 

МОделИРОВАНИе СВОйСтВ ФлуОРеСцеНтНЫХ 
белКОВ МетОдОМ КМ/ММ
Моделирование свойств хромофоров внутри белковой ма-
трицы целесообразно проводить с применением комбини-
рованных методов квантовой и молекулярной механики 
(КМ/ММ). Очевидно, что к квантовой подсистеме следу-
ет отнести хромофорную группу с проведением границы 
между КМ- и ММ-частями, так чтобы все сопряженные 
связи, ответственные за поглощение и испускание света, 
описывались квантовыми уравнениями. Также разумно 
включить в КМ-часть ближайшие к хромофорной молеку-
ле боковые цепи аминокислотных остатков, которые могут 
участвовать в переносах протонов, затрагивающих хро-
мофорную группу. Размер квантовой подсистемы может 
достигать сотни атомов для практически осуществимых 
расчетов. Рис. 9 иллюстрирует возможный вариант выбора 
КМ-подсистемы для расчетов методом КМ/ММ свойств 
белков семейства GFP. Хромофорная группа (здесь от бел-
ка asFP595) представлена в КМ-части практически полно-
стью. Боковые цепи остатков Glu, His, Ser, а также молеку-
ла воды могут участвовать в переносе протонов. Боковая 
цепь Arg с положительным зарядом может оказывать зна-
чительное влияние на квантовую подсистему. 

С подобным выбором модели в работах [83, 84] были 
выполнены расчеты структурных параметров и энергий 
хромофорсодержащих областей для белка asFP595, пред-
полагая как транс-, так и цис-конформацию хромофора. 
Большая часть белковой макромолекулы (более 2000 ато-
мов), окружающая выделенную квантовую подсистему, 

Рис. 8. Структура переходного состояния аниона хромофора GFP 
на пути от цис-изомера к транс-изомеру в оболочке из молекул воды 
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была отнесена к ММ-подсистеме. Начальные координаты 
тяжелых атомов были взяты из кристаллографической 
структуры темной формы белка PDBID:1XMZ [85] с хро-
мофором в транс-конформации. После добавления атомов 
водорода (или протонов) равновесная геометрическая кон-
фигурация модельной белковой системы была рассчитана 
методом КМ/ММ с конформационно подвижными эффек-
тивными фрагментами [86, 87] с использованием квантово-
химического приближения Хартри-Фока в квантовой части 
и силового поля AMBer в молекулярно-механической ча-
сти. Вычисленные координаты атомов хорошо согласуются 
с кристаллографической структурой [83, 84]. Затем была 
приготовлена модельная структура с хромофорной груп-
пой внутри белковой матрицы в цис-конформации и снова 
оптимизированы координаты всех частиц методом КМ/
ММ. Одним из важных результатов данного расчета яв-
ляется вывод, что энергия системы с транс-конформацией 
анионной формы хромофора ниже на 1.6 ккал/моль, чем 
энергия системы с цис-конформацией. В вакууме порядок 
конформаций по энергии обратный – цис-изомер изоли-
рованного хромофора должен быть более стабильным, чем 
транс-изомер. Таким образом, белковая матрица способ-
ствует большей стабилизации транс-изомера хромофора, 
что и наблюдается в рентгеноструктурных исследованиях 
[23, 85, 88]. Для полученных методом КМ/ММ структур 
модельных систем были также проведены оценки вер-
тикальных энергий возбуждения в квантовой подсисте-
ме в приближении tD-DFt. Найдено, что для структуры 
с цис-конформацией хромофора переходу S

0
-S

1
 должна 

соответствовать более длинноволновая полоса в оптиче-
ском спектре. Этот результат также качественно согла-
суется с экспериментальными наблюдениями и рабочей 
гипотезой [23, 26, 89, 90], согласно которой asFP595 погло-
щает зеленый свет в состоянии с транс-конформацией хро-
мофора и флуоресцирует в красной области в состоянии 
с цис-конформацией хромофора. 

Попытки теоретически описать механизм разгорания 
флуоресценции белка asFP595 с использованием других 
вариантов метода КМ/ММ предпринимались в работах 
[27, 91]. Для расчетов точек на поверхностях потенциаль-
ной энергии основного и возбужденного состояний неболь-
шой квантовой подсистемы применялись общепринятые 
подходы tD-DFt и SA-cASScF. В работе [91] вычисляе-
мые «на лету» силы использовались для расчетов тра-
екторий с возможностью переходов с одной поверхности 
на другую при фотоизомеризации хромофорной группы 
в белке. Основное заключение моделирования сводится 
к утверждению о существенной связи состояния протони-
рования хромофорной группы в белке asFP595 с транс-цис-
изомеризацией. Технически похожие приемы (траекторные 
расчеты с оценками сил «на лету» по квантовым урав-
нениям) для анализа фотодинамики белка GFP описаны 
в работе [73]. В серии работ [92–96] приведены результаты 
молекулярно-динамического моделирования переносов 
протонов по сетям водородных связей около хромофор-
ной группы GFP с различными вариантами представле-
ния потенциальных поверхностей, в частности по данным 
квантово-химических расчетов. 

В первых же приложениях метода КМ/ММ к расчетам 
свойств флуоресцентных белков [50, 51] была использована 
существенно более простая, но и менее надежная методи-
ка – структурные параметры белковой молекулы опреде-
лялись с использованием полуэмпирического квантово-
химического подхода AM1, и энергии возбуждения 
вычислялись в приближении tD-DFt. Таким образом оце-
нивались полосы в оптических спектрах GFP [50] и сине-
го флуоресцентного белка BFP [51] с модифицированной 
по отношению к GFP хромофорной группой. 

В активно цитируемой работе [97] положения полос 
в оптическом спектре GFP, отвечающие вертикальным 
переходам S

0 
→ S

1
 и S

1
 → S

0
, вычислены в приближении КМ/

ММ с использованием неэмпирических методов на основе 
cASScF в квантовой подсистеме и силового поля cHArMM 
в ММ-подсистеме. Вычисленные положения полос неплохо 
согласуются с экспериментальными результатами – рас-
хождения оцениваются в 20–30 нм. Серией расчетов с по-
следовательно расширяющейся квантовой подсистемой 
исследовано, в частности, влияние на спектр заряженно-
го аминокислотного остатка Arg, расположенного рядом 
с хромофорной группой (рис. 9). 

Оптические спектры GFP и ряда его мутантов с пере-
бором протонированных форм хромофорных групп рас-
считаны в работе [98]. Авторы использовали для расчетов 
разностей энергий основного и возбужденного состояния 
в квантовой подсистеме вариант метода взаимодействия 
конфигураций, как и в предшествующих исследованиях 
газофазных хромофоров [56], но учли влияние белковой 
матрицы в рамках подхода КМ/ММ. Авторы сообщают 
о хорошем согласии рассчитанных и экспериментальных 
энергий переходов для поглощения и флуоресценции. 

В работах [99, 100] описывается применение одной из вер-
сий т.н. многоуровневого квантово-химического подхода 
к расчетам свойств протяженных молекулярных систем – 
метода фрагментных молекулярных орбиталей (FMO) 
для вычислений оптических спектров красных флуорес-
центных белков Dsred и серии mFruits. Результаты полу-

Water

His

Glu

Ser

Arg

Chromophore

Рис. 9. Вариант выбора квантовой подсистемы (представление ша-
рами и стержнями) для моделирования свойств флуоресцирующих 
белков семейства GFP методом КМ/ММ
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чены в рамках различных вариантов приближения взаи-
модействия конфигураций для оценок разностей энергий 
основного и возбужденного состояний. Метод FMO потенци-
ально интересен возможностью вообще избежать примене-
ния эмпирических силовых полей молекулярной механики, 
отказаться от комбинированного подхода КМ/ММ при рас-
четах свойств белков и использовать только квантово-
химические приближения для модельной системы. 

ЗАКлЮЧеНИе
За 10 лет, прошедшие после публикации первых статей, 
посвященных компьютерному моделированию свойств 
флуоресцентных белков и их хромофоров [12, 31, 33], на-
копилось достаточное количество результатов, многие 
из которых обсуждаются в этой работе. По-видимому, наи-
больший интерес представляет ответ на вопрос – что же 
полезное могут извлечь экспериментаторы из результатов 
компьютерного молекулярного моделирования. Обратимся 
к одной из последних публикаций обзорного характера, на-
писанной авторитетными специалистами по исследовани-
ям флуоресцентных белков Тонгом и Мичем [7], которые 
обращают внимание на избранные ими вычислительные 
работы (в этом параграфе цитируются только эти статьи). 
Анализ электронной структуры хромофорной молекулы 
гидроксибензилиден-имидазолинона в основном и воз-
бужденном электронном состояниях, выполненный уже 
в первых расчетах полуэмпирическими методами кван-
товой химии [32, 33], позволил связать фотофизические 
свойства GFP с локальными характеристиками мостико-
вого фрагмента молекулы (рис. 2). А именно, увеличение 
порядка связи метиленой двойной связи при электронном 
возбуждении должно приводить к уменьшению барьера 
внутреннего вращения, облегчать внутреннюю конверсию 
и способствовать цис-транс-изомеризации хромофорной 
группы. Отмечается значение расчетов сечений потенци-
альных поверхностей, путей минимальной энергии вдоль 
угловых координат около мостикового фрагмента и кони-
ческих пересечений для хромофорной молекулы как в изо-
лированном состоянии, так и в модельном растворе, выпол-
ненных с постоянно усложняемыми квантово-химическими 
приближениями [57, 60, 61, 69, 72, 91, 101]. Поскольку по-
добные расчеты, которые явно учитывали бы влияние бел-
ковой матрицы на фотофизические свойства хромофора, 
достаточно сложны, отмечаются некоторые заключения 
о роли стерических затруднений со стороны пептидных 
групп для внутренней конверсии хромофорной молекулы, 
сформулированные по результатам моделирования ме-

тодами молекулярной механики [21, 22]. Кроме того, на-
личие рядом с хромофором заряженного аминокислотного 
остатка может существенно влиять на динамику фотовоз-
буждения, как показано расчетами методом КМ/ММ [97]. 
Моделирование методами молекулярной динамики (иногда 
в сочетании с квантово-химическими расчетами) [16, 28, 
64, 92–96, 102, 103] позволяет наглядно представить пути 
перемещения протонов вдоль ориентированных сетей во-
дородных связей в белках или превращения с хромофор-
ными группами, что крайне важно для прогнозирования 
перспективных точечных мутаций, либо усиливающих, 
либо блокирующих эти пути. 

Таким образом, весь арсенал современных средств ком-
пьютерного молекулярного моделирования – молекуляр-
ная механика, молекулярная динамика, квантовая химия 
и комбинированные методы квантовой и молекулярной 
механики (КМ/ММ), применению которых для симуляции 
структуры и спектров флуоресцентных белков посвящена 
настоящая статья, признается [7] вполне полезным подспо-
рьем при экспериментальных исследованиях, в свою оче-
редь ориентированных на практическое решение важных 
задач создания новых эффективных биомаркеров в живых 
системах путем направленной модификации природных 
объектов приемами генной инженерии [104]. 

Самым важным, но и самым трудоемким представляется 
прямой подход моделирования химических и фотофизиче-
ских явлений в белках методом КМ/ММ. Будущий успех 
на этом пути зависит и от дальнейшего прогресса в созда-
нии суперкомпьютерных систем, и от развития эффектив-
ных алгоритмов решения уравнений квантовой механики, 
и, возможно даже в большей степени, от подготовки высо-
коквалифицированных специалистов, способных разби-
раться в столь широком круге вопросов от биологии до вы-
числительной математики. Эти усилия будут оправданы, 
если удастся быстро снабжать биотехнологов надежными 
предсказаниями перспективных модификаций белковых 
макромолекул по результатам расчетов, хотя бы в той же 
мере, как компьютерное моделирование оказалось полез-
ным при проектировании новых лекарственных препара-
тов [105].  

При написании статьи использовались работы, 
поддержанные Российским фондом фундаментальных 

исследований (проект 07-03-00059) и Программой 
президиума РАН по молекулярной и клеточной биологии 

и Федеральным агентством по науке и инновациям 
(проект 02.522.11.2002). 
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РеФеРАт На сегодняшний день основным способом борьбы с онкологическими заболеваниями остается химиотерапия. Этот метод лечения находится на пике 
своих возможностей, поэтому кроме усовершенствования традиционных способов терапии неоплазий назрела настоятельная необходимость разработки но-
вых подходов к лечению злокачественных заболеваний. В данном обзоре рассмотрены инновационные экспериментальные подходы к терапии злокачествен-
ных новообразований, основанные на применении ген-направленных препаратов, таких как антисмысловые олигонуклеотиды (asOn), малые интерферирую-
щие РНК (siРНК), рибозимы и ДНКазимы, способные ингибировать экспрессию онкогенов. Подробно охарактеризованы гены-мишени для таких препаратов 
и суммированы основные результаты преклинических и первые этапы клинических исследований в этом направлении. Показано, что ген-направленные 
олигонуклеотиды, в зависимости от выбранного гена-мишени, отличаются значительным разнообразием модулирующих эффектов на опухолевые ткани, на-
чиная от замедления и остановки пролиферации опухолевых клеток и заканчивая подавлением их инвазивных свойств. Несмотря на общую природу, не все 
антисмысловые ген-направленные препараты, адресованные к одному и тому же участку последовательности мРНК гена-мишени, одинаково эффективны. 
Результат определяется сочетанием типа препарата и участка его комплементарности в последовательности мРНК для выбранного гена-мишени.
Ключевые слова: противоопухолевая терапия, антисмысловые олигонуклеотиды, рибозимы, ДНКазимы, малые интерферирующие РНК.
Список сокращений: asOn – антисмысловые олигонуклеотиды, siРНК – малые интерферирующие РНК, РНКи – РНК интерференция.

ВВедеНИе
На современном этапе развития медицины приоритетной 
задачей практической онкологии является повышение эф-
фективности лечения злокачественных новообразований 
путем поиска и разработки принципиально новых методи-
ческих подходов, а также усовершенствования традици-
онных способов терапии неоплазий. Сочетание хирургии, 
радиационного облучения и химиотерапии остается золо-

тым стандартом лечения онкологических больных, успехи 
которого позволили увеличить выживаемость пациентов 
в 8 раз за последние 30 лет. Неудовлетворительные ре-
зультаты только хирургического лечения проявляются 
в виде рецидивов опухоли, появления метастазов, а также 
возникновения неоперабельных форм злокачественных 
заболеваний. Это заставляет обращаться к применению 
радио- и химиотерапии. Однако даже комбинация мощных 
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противоопухолевых программ во многих случаях оказы-
вается бездейственной. Поэтому, несмотря на безусловные 
достижения современной онкологии, проблема повышения 
эффективности методов воздействия на злокачественные 
новообразования является крайне важной.

За несколько последних десятилетий комплексная хи-
миотерапия стала основным методом лечения пациентов, 
страдающих от злокачественных заболеваний. Однако ее 
применение, обеспечивая выживаемость от 30 до 90 % боль-
ных в зависимости от типа онкопатологии, ограничено рядом 
факторов: системной токсичностью, отсутствием селектив-
ности по отношению к опухолевым тканям и появлением 
лекарственно-устойчивых клонов опухолевых клеток.

Достижения последних лет обогатили науку детальными 
знаниями молекулярных процессов, лежащих в основе кан-
церогенеза, опухолевой инвазии, ангиогенеза и метастазиро-
вания, а также явлений, вовлеченных в супрессию опухоли, 
контроль роста, апоптоз и иммунный ответ. Для химиотера-
пии неоплазий эти знания позволили разработать целые по-
коления новых препаратов, таких как глевек (Gleevec, Glivec 
или Imatinib mesylate), мабтера (Mabtherа или rituximab) 
и т.п., обладающих высокоселективным воздействием 
на клеточную мишень. Известно, что создание любого ново-
го препарата требует 10–20 лет исследований, а увеличе-
ние его селективности многократно повышает его стоимость. 
Сегодня химиотерапия – эта высокодозная активная атака 
на опухолевые клетки – находится на пределе своих воз-
можностей. Несмотря на достигнутый уровень выживаемо-
сти пациентов (при некоторых нозологических формах он 
увеличился за последние 20 лет в 10 раз) остается еще от 10 
до 70 % больных, которые в силу разных факторов не реа-
гируют на лечение. Таким образом, создание новых средств 
является актуальной задачей сегодняшнего и завтрашних 
дней. Среди различных классов разрабатываемых лекар-
ственных средств для лечения онкопатологий особое место 
занимают ген-направленные препараты. Впервые возмож-
ность ингибирования экспрессии гена была показана в пио-
нерских работах Гринёвой Н.И. с соавторами [1–3] и полу-
чила свое дальнейшее развитие в рамках идеи регуляции 
экспрессии генов, вовлеченных в канцерогенез, под действи-
ем антисмысловых [4] и ген-направленных олигонуклеоти-
дов [5]. Сегодня основные течения ген-направленной терапии 
злокачественных заболеваний включают стратегии подавле-
ния гиперэкспрессии онкогенов, восстановления экспрессии 
генов-супрессоров опухолей, потенциирования активности 
иммунной системы, подавления процессов ангиогенеза и ме-
тастазирования, запуска самодеструкции опухоли. 

В данном обзоре рассмотрены современные эксперимен-
тальные подходы к лечению онкологических заболеваний, 
основанные на использовании ген-направленных олигону-
клеотидов, которые исследуются в настоящее время в экс-
периментах на клетках и на лабораторных животных, не-
которые из них проходят различные стадии клинических 
испытаний.

ПРИНцИП дейСтВИя геН-НАПРАВлеННЫХ 
НуКлеИНОВЫХ КИСлОт
Противоопухолевые препараты на основе нуклеиновых 
кислот представляют собой высокоспецифичный инстру-
мент модуляции экспрессии генов и давно привлекают 

внимание исследователей в качестве регуляторов канце-
рогенеза на молекулярном уровне. Подавление ряда ге-
нов, аномально высокая экспрессия которых возникает 
при неопластической трансформации, можно осуществить 
с помощью препаратов на основе нуклеиновых кислот, та-
ких как антисмысловые олигонуклеотиды (asOn), малые 
интерферирующие РНК (siРНК), рибозимы и дезоксири-
бозимы. В общем, механизм подавления экспрессии генов 
под действием этих препаратов заключается в их компле-
ментарном связывании с мРНК-мишенью, после чего целе-
вая мРНК либо подвергается расщеплению, либо блокиру-
ется процесс ее трансляции. 

asOn представляют собой синтетические одноцепоч-
ные ДНК длиной 15–20 нуклеотидов, которые способны 
формировать комплементарный комплекс с целевой по-
следовательностью мРНК [6]. Подавление биосинтеза бел-
ка под действием asOn происходит либо вследствие того, 
что мРНК-мишень в составе гибридного ДНК/РНК ком-
плекса с asOn расщепляется внутриклеточной РНКазой 
Н (рис. 1а), либо вследствие блокирования трансляции, 
так как образование гибридного комплекса препятствует 
продвижению рибосомы по мРНК (рис. 1б) [7]. В послед-
нее время были получены asOn, способные препятствовать 
транспорту сплайсированной мРНК из ядра в цитоплазму, 
а также asOn, которые в результате блокирования сайта 
сплайсинга в пре-мРНК способны приводить к экспрессии 
альтернативного варианта белка [8, 9].

Впервые возможность избирательного подавления про-
дукции определенного белка под действием asOn была 
продемонстрирована в работе Замечника и Стефенсона 
в 1978 г. [4], в которой они показали, что 13-звенный олиго-
нуклеотид, комплементарный 3′-концевой последователь-
ности РНК вируса саркомы Рауса, ингибирует репликацию 
вируса in vitro. Эта работа послужила толчком к изуче-
нию потенциала asOn в качестве терапевтических средств 
для лечения онкологических и вирусных заболеваний, 
воспалительных процессов, болезней крови, расстройств 
сердечно-сосудистой системы [10–14].

Ввиду того, что природные олигодезоксирибонуклеотиды 
в культуре клеток и в условиях in vivo подвергаются 
б ы с т р о й  д е г р а д а ц и и  п о д  д е й с т в и е м  н у к л е а з , 

Рис. 1. Механизмы действия антисмысловых олигонуклеотидов 
(asON): а – расщепление РНК в составе гетеродуплекса с asON 
РНКазой Н; б – блокирование трансляции за счет связывания олиго-
нуклеотида с мРНК
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A

РНКаза H

мРНК-мишень
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для повышения их стабильности в структуру asOn вводят 
различные химические модификации [11]. Введение 
модификаций в структуру олигонуклеотида не только 
приводит к повышению устойчивости asOn к нуклеазам, 
но и увеличивает эффективность его биологического 
действия, улучшает его гибридизационные свойства 
и облегчает его захват клетками. Среди наиболее 
значимых производных антисмысловых олигонуклеотидов 
необходимо упомянуть тиофосфатные олигонуклеотиды, 
у которых один из атомов кислорода, не участвующий 
в формировании фосфодиэфирной связи, заменен 
на атом серы [11, 15]. Тиофосфатные asOn обладают 
повышенной устойчивостью к действию нуклеаз, хорошей 
растворимостью, хорошими гибридизационными свойствами 
и образуют с мРНК гетеродуплекс, который является 
субстратом РНКазы Н [11]. Недостатком тиофосфатных 
asOn является их повышенное сродство к ряду белков 
[16, 17]. Второе поколение asOn содержало алкильные 
заместители в 2’-положении рибозы: 2’-О-метильные 
и  2 ’ - О - м е т о к с и э т и л ь н ы е  о л и г о р и б о н у к л е о т и д ы 
э ф ф е к т и в н о  б л о к и р о в а л и  т р а н с л я ц и ю  м Р Н К , 
но не активировали расщепление гетеродуплекса мРНК/
asOn РНКазой Н [18]. Позднее Нильсен с соавторами 
заменили сахарофосфатный остов нуклеиновой кислоты 
на n-(2’-аминоэтил)-глицин полиамидную структуру [19], 
что дало начало пептидил-нуклеиновым кислотам (PnA). 
PnA обладают высокой биологической стабильностью 
и хорошими гибридизационными свойствами, однако они 
не активируют РНКазу Н. Кроме того, PnA являются 
нейтральными молекулами, что создает определенные 
трудности при их растворении и проникновении 
в клетки [20, 21]. К asOn третьего поколения, кроме PnA, 
относятся n3’-n5’-фосфороамидаты (nP), в которых 
в 2’-дезоксирибозе 3’-гидроксильная группа заменена 
на 3’-аминогруппу [22] и морфолино-олигонуклеотиды 
(MF), основу скелета в которых составляют морфолин 
и диметиламидофосфитный линкер [23]. Молекулярный 
механизм действия этих олигонуклеотидов заключается 
в блокировании трансляции за счет связывания asOn 
с целевой мРНК и/или модуляции сплайсинга [23]. nP 
и MF олигонуклеотиды применяют преимущественно 
для изучения биологии развития на эмбрионах полосатых 
данио (danio rerio, или zebra-fish) [24]. 

Одними из наиболее многообещающих химически 
модифицированных аналогов олигонуклеотидов 
являются LnA (Locked nucleic Acids) – олигонуклеотиды, 
содержащие дополнительный структурный элемент – 
2’-О,4’-c-метиленовый мостик, фиксирующий сахарный 
остаток в С3’-эндо-конформации [25, 26]. LnA проявляют 
стабильность к нуклеазному расщеплению и обладают 
исключительно высоким сродством к нуклеиновым 
кислотам. Перспективность использования LnA in vivo 
подтверждается тем, что они отличаются чрезвычайно 
низкой токсичностью при внутривенном введении, а также 
при микроинъекциях в мозг животных [27]. 

Явление РНК интерференции (РНКи) впервые было от-
крыто у червя Caenorhabditis elegans (C. elegans) как биоло-
гический ответ на экзогенную двуцепочную РНК (дцРНК), 
которая индуцировала специфическое подавление экс-
прессии гена (gene silencing) [28]. РНКи представляет со-

бой эволюционно консервативный механизм, благодаря 
которому организм способен защитить себя от внедрения 
чужеродной РНК, например вирусной [29, 30]. Экзогенная 
дцРНК при попадании в организм процессируется в малые 
интерферирующие РНК (siРНК – small interfering rnA) 
под действием внутриклеточной рибонуклеазы Dicer [31]. 
Эти siРНК длиной 21–22 нуклеотида затем включаются 
в мультибелковый комплекс rISc (rnA-induced silencing 
complex). siРНК в составе комплекса rISc специфически 
связываются с комплементарной последовательностью 
мРНК, после чего происходит расщепление мРНК с по-
мощью внутриклеточной рибонуклеазы Argonaute 2, вхо-
дящей в комплекс rISc (рис. 2) [30, 32]. Далее молекулы 
siРНК повторно используются комплексом rISc для раз-
рушения следующей молекулы гомологичной им мРНК, 
обеспечивая тем самым высокоэффективное ингибирова-
ние экспрессии гена [32]. Специфическое подавление экс-
прессии гена может быть достигнуто с помощью химически 
синтезированных siРНК или siРНК, полученных фермен-
тативно in vitro, а также с помощью коротких шпилечных 
РНК – shРНК (short hairpin rnA), экспрессирующихся 
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в клетке с ДНК матриц, которые могут быть получены с по-
мощью ПЦР или включены в состав ДНК векторов [33].

В 80-х годах прошлого столетия были обнаружены ката-
литические молекулы РНК, способные расщеплять РНК, – 
рибозимы [34]. Существующие в природе каталитические 
РНК исследователи делят на большие и малые рибозимы. 
Большие рибозимы включают РНК, кодирующие интроны I 
и II групп, а также РНК субъединицы РНКазы Р. Малые ри-
бозимы включают рибозимы типа «головки молотка», шпи-
лечные рибозимы, рибозимы вируса гепатита D и рибозимы 
сателлитной РНК Варкуда (Varkud Satellite rnA) [35, 36]. 
Расщепление РНК рибозимами протекает в 3 этапа: связыва-
ние рибозима с комплементарной последовательностью РНК 
путем формирования классических Уотсон-Криковских пар 
оснований, сайт-специфичное расщепление РНК-субстрата 
и высвобождение продуктов расщепления (рис. 3а) [36]. 

Практически все типы рибозимов проходят исследова-
ния в качестве терапевтических препаратов, однако рибо-
зимы типа «головки молотка» применяются более широ-
ко благодаря их большей изученности [35]. Этот рибозим 
расщепляет РНК-мишень преимущественно по триплету 
nuH (n – любой нуклеотид; H – любой нуклеотид, кроме 
гуанозина), причем последовательности Auc и Guc про-
цессируются наиболее эффективно [37]. Другим часто при-
меняемым в терапевтических исследованиях рибозимом 
является рибозим в форме шпильки [38]. Рибозим в форме 
шпильки расщепляет РНК-субстрат по последовательно-
сти n*Guc (n – любой нуклеотид). 

Природные молекулы ДНК, обладающие ферментатив-
ной активностью, в отличие от рибозимов, в природе обна-
ружены не были. В 1997 году Санторо и Джойс, используя 
метод селекции in vitro (SeLeX), получили олигодезокси-
рибонуклеотиды, способные катализировать расщепление 
РНК. Эти молекулы были названы дезоксирибозимами 
или «10–23» ДНКазимами [39]. «10–23» ДНКазимы пред-
ставляют собой одноцепочные молекулы ДНК, в состав ко-
торых входит консервативный каталитический кор длиной 
в 15 нуклеотидов, фланкированный двумя вариабельными 
последовательностями олигодезоксирибонуклеотидов, от-
вечающих за образование комплементарного комплекса 
с РНК-мишенью (рис. 3б) [39]. Расщепление молекулы РНК 
происходит между неспаренным пурином и спаренным пи-
римидином в присутствии ионов магния, при этом наиболее 
эффективное расщепление происходит по Au и Gu сайтам. 

геНЫ-МИШеНИ для леКАРСтВеННЫХ ПРеПАРАтОВ 
НА ОСНОВе геН-НАПРАВлеННЫХ НуКлеИНОВЫХ КИСлОт
Ключевую роль в онкогенезе играют изменения уровней 
активности определенных генов, аномальная экспрессия 
которых приводит к нарушениям регуляции клеточной 
пролиферации, апоптоза, дифференцировки, инвазии [40]. 
На молекулярном уровне процесс злокачественной транс-
формации представляет собой сложный каскад реакций, 
поэтому деятельность онкогенов зачастую многофункцио-
нальна и тесно взаимосвязана [40]. Являясь транскрипци-
онными факторами и компонентами системы передачи сиг-
налов в клетке, они вовлечены в целый ряд регуляторных 
путей, начиная от пролиферации клеток и ингибирования 
апоптоза и заканчивая инвазией. Основные гены-мишени 
для ген-направленной терапии представлены в табл. 1.

Прежде всего, злокачественный рост клеток основан 
на автономной и неограниченной пролиферации клеточно-
го клона. Поэтому исследователей в первую очередь при-
влекают гены, контролирующие пролиферацию и смену 
фаз клеточного цикла, такие как c-myc, ras, гены, коди-
рующие протеинкиназу С-α (PKc-α – proteinkinase С-α), 
рецептор инсулин-подобного фактора роста-1 (IGF-1r – 
insulin growth factor-1 receptor). Воздействие на системы 
программируемой гибели клеток путем ингибирования 
экспрессии антиапоптотических генов, таких как bcl-2, 
сурвивина и других, представляется также чрезвычайно 
эффективным. 

Белки семейства ras (K-ras, H-ras и n-ras) являются 
одними из самых изученных молекул, осуществляющих 
передачу сигнала от тирозинкиназных рецепторов в ядро 
клетки [41]. В результате гиперэкспрессии или точечной 
мутации гена ras, обнаруженной во многих типах онкологи-
ческих заболеваний, белок ras утрачивает способность де-
фосфорилироваться и, таким образом, постоянно находится 
в активированном состоянии, имитируя и передавая сигна-
лы, стимулирующие пролиферацию и поддерживающие 
выживаемость опухолевых клеток [42]. Гены представите-
лей семейства ras являются привлекательными мишенями 
для применения ген-направленной ингибирующей терапии. 
Любопытной чертой ингибирующего действия рибозимов 
на активность онкогена ras является повышение степени 
дифференцированности опухолевых клеток [43–47]. Одна-
ко лидирующую позицию среди ген-направленных препа-
ратов, подавляющих экспрессию онкогена ras, занял asOn 
ISIS 2503. В 2004 году были объявлены результаты фазы 
II клинических испытаний совместного применения asOn 
ISIS 2503 и гемцитабина [48]. 

Важная роль онкогена c-myc в регуляции пролифера-
ции клеток и их злокачественного перерождения была 
установлена в конце 70-х годов Бишопом [49], и в каче-
стве мишени для антисмысловой терапии этот белок один 
из первых привлек внимание исследователей. Домини-
рующую позицию среди ген-направленных препаратов, 
разработанных для регуляции экспрессии гена c-myc, 
занял морфолино-олигонуклеотид asOn AVI-4126, по-
давляющий синтез белка не за счет активации РНКазы 
Н, а за счет стерического блокирования трансляции [50]. 
Этот препарат успешно прошел преклинические испыта-
ния, продемонстрировал хорошую переносимость у паци-

А РИБОЗИМ

мРНК-мишень

Активный рибозим Активный дезоксирибозим

мРНК-мишень

ДЕЗОКСИРИБОЗИМБ

Разрушение
мРНК

Разрушение
мРНК

Рис. 3. Механизм действия рибозимов (а) и ДНКазимов (б)
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Таблица 1. Характеристика генов-мишеней для препаратов на основе ген-направленных нуклеиновых кислот

События  
канцерогенеза Гены-мишени Функции Препараты, применяемые 

для подавления функции

Пролиферация

Онкогены ras 
(K-ras, H-ras и N-ras)

Участие в системе передачи сигналов в клетке, регуляция 
широкого спектра деятельности клетки, включая 

пролиферацию, дифференцировку и выживаемость [42]
asOn, рибозимы, siРНК

c-myc Активация пролиферации опухолевых клеток (регуляция 
клеточного цикла и активности теломеразы) [49,160] asOn, siРНК, ДНКазимы

PKc-α Участие в клеточной системе передачи сигналов, контроль 
пролиферации и выживаемости клеток [53,54] asOn, рибозимы, ДНКазимы

Кластерин 
Участие в транспорте липидов, делении клеток, апоптозе, 
поддержание выживаемости клеток в ответ на лечение и 

повышение резистентности опухолей [57,58]
asOn

IGF-1r
Активация сигнальных путей MAPK и PI-3K, 
стимулирующих пролиферацию/митогенез и 

ингибирование апоптоза [61–63]
asOn

Блокировка апоптоза

bcl-2 Негативная регуляция апоптоза за счет блокирования 
выхода в цитоплазму цитохрома с из митохондрий [67] asOn, siРНК, рибозимы

Сурвивин

Регуляция клеточного деления (взаимодействие с 
трубочками веретена деления способствует переходу 
клеток в сверочной точке G

2
/М в состояние митоза), 

подавление апоптоза (ингибирование внутреннего 
каспаза-9-зависимого пути апоптоза) [73,74]

asOn, рибозимы 

bcr-abl
cтимуляция митогенного и антиапоптотического сигналов, 
опосредуемых ras-регулируемыми сигнальными путями 

[81,82]

Рибозимы, ДНКазимы, 
siРНК

с-raf
Активация каскада MAPK/erK, негативная регуляция 
апоптоза посредством инактивации проапоптотического 

белка Bad [88,90] 
asOn

Лекарственная  
устойчивость

MDr1
Формирование трансмембранных каналов для АТФ-
зависимого выкачивания лекарственных средств из 

клетки, обеспечение резистентности опухоли [95–97]
asOn, siРНК, рибозимы

γ - глутамилцистеин 
синтетаза (система 

глутатиона)

Внутриклеточная детоксикация противоопухолевых 
препаратов [95] Рибозимы

Дисфункия генов-
супрессоров опухоли DnMt1 Гиперметилирование и инактивация генов-супрессоров 

опухолей [102, 103] asOn

Увеличение  
продолжительности 
жизни опухолевых 

клеток

htert

Гиперактивация механизма удлинения теломерного 
повтора и, как следствие, увеличение продолжительности 
жизни малигнизированных клеток и их злокачественности 

[109]

asOn, рибозимы

Арест синтеза ДНК RRR2 или RRM2

Регулирование содержания в клетках 
дезоксирибонуклеотидов, необходимых для синтеза 
ДНК за счет трансформирования рибонуклеотидов в 

дезоксирибонуклеотиды [113]

asOn, siРНК

Ангиогенез опухоли

Flt-1 (VeGFr) Активная неоваскуляризация, подавление  
противоопухолевого иммунного ответа [119, 120]

asOn, рибозимы, ДНКазимы, 
siРНК

neu 
(Her2 или erbB2, 
семейство eGFr)

Активация сигнальных путей, приводящих к стимуляции 
событий опухолевой прогрессии: пролиферации, инвазии 

и ингибированию апоптоза [127,128]
asOn, рибозимы

eIF4e Усиление трансляции ростовых факторов, например, 
таких, как VeGF, С-myc, сурвивин и других [133–135] asOn

Ptn Являясь фактором роста, способствует активному росту 
опухолей и их васкуляризации [137–139] Рибозимы

ALK
Являясь рецептором тирозинкиназы для Ptn, 

способствует его активной работе и, следовательно, 
усилению васкуляризации опухолей [141]

»

Инвазия опухоли

MMP9 Элиминирование компонентов внеклеточной мембраны, 
облегчение инвазии опухолей [144–146] Рибозимы, siРНК

Ген FGF-BP
Активация FGF-2, индуцирующего пролиферацию 

опухолевых клеток и усиление инвазивного и ангиогенного 
потенциала [148] 

Рибозимы

egr-1 Активация пролиферации и инвазия опухолей, участие в 
формировании фенотипа МЛУ [154,155] ДНКазимы

FAK Регуляция адгезии и инвазии во внеклеточный матрикс 
[158] siРНК

cXcr4 Стимуляция процессов метастазирования [159] »
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ентов и сейчас находится в фазе II клинических исследо-
ваний [51, 52]. 

Семейство  генов протеинкиназы  С представляет 
собой семейство серин-треониновых киназ, которые 
в о в л е ч е н ы  в  р е г у л я ц и ю  в а ж н е й ш и х  ф у н к ц и й 
клетки, включая дифференцировку, межклеточные 
взаимодействия ,  секрецию ,  функционирование 
цитоскелета, транскрипцию  генов, пролиферацию 
и апоптоз [53]. Среди десятка изоформ белков этого 
семейства лишь PKC-α имеет связь с выживаемостью 
клеток, пролиферацией и апоптозом [54], принимая 
активное участие в неопластической трансформации 
клеток. Наилучшим кандидатом для избирательного 
подавления  экспрессии  гена  опухолеспецифичной 
изоформы PKC-α оказался тиофосфатный asON ISIS 3521 
(AffinitakTM, США), селективно связывающийся с мРНК 
PKC-α и не проявляющий специфичности в отношении 
генов других неонкогенных представителей семейства 
протеинкиназ  [55]. Этот  препарат  был  разрешен 
для проведения клинических испытаний.

Кластерин впервые был описан в 1983 году как сек-
реторный гликопротеин [56], ассоциированный с широким 
спектром физиологических и патологических процессов, 
таких как транспорт липидов, тканевая трансформация, 
защита клеточной мембраны, апоптоз и участие в системе 
комплемента [57]. Более поздние наблюдения показали, 
что кластерин представляет собой шапероноподобный 
белок и в ответ на стресс способствует выживаемости 
клеток [58]. Инактивация этого гена под действием ген-
направленных препаратов может ослаблять механизмы 
репарации клетки в ответ на внешние губительные 
воздействия, такие как химиотерапия. Действительно, 
asON OXG-011 двукратно увеличивал токсическое действие 
паклитакселя на опухолевые клетки у мышей [59], 
а сейчас активно тестируется в клинических испытаниях 
в сочетании с химиопрепаратами [60].

Рецептор ростового инсулин-подобного фактора-1 (IGF-
1r – insulin growth factor-1 receptor) представляет собой 
трансмембранную протеинкиназу, которая поддерживает 
независимый рост клеток [61]. Аномалия в экспрессии гена 
IGF-1R тесно связана с канцерогенезом [61]. Было показа-
но, что гиперэкспрессия гена IGF-1R способствует разви-
тию MDr1- и Bcl-2-опосредованной множественной лекар-
ственной устойчивости МЛУ [61, 63]. Снижение экспрессии 
гена IGF-1R под действием ген-направленного антисмыс-
лового олигонуклеотида препятствует развитию опухолей 
у мышей в экспериментах ex vivo [64], что подтверждает 
перспективность применения asOn для устранения защит-
ной системы опухолевых клеток.

Белок Bcl-2 является основополагающим представителем 
семейства про-(Bax, Bak, Bad) и анти-(Bcl-xl, Mcl-1) апоп-
тотических факторов и был впервые обнаружен в клетках 
В-клеточной лимфомы в 1985 году [65]. Экспрессия гена 
bcl-2 ассоциирована с агрессивным поведением опухолей 
в ответ на лечение химиопрепаратами и облучением [66]. 
Избыточный белок Bcl-2 способствует ингибированию де-
поляризации митохондриальной мембраны, блокируя тем 
самым механизмы апоптоза, запускаемые в ответ на ле-
чение [67]. Снижение экспрессии гена bcl-2 под действи-
ем ген-направленных олигонуклеотидов как напрямую 

способствовало запуску апоптоза в опухолевых клетках, 
так и увеличивало чувствительность клеток к апоптоз-
индуцирующим химиопрепаратам [68, 69]. asOn G3139 про-
демонстрировал значительный терапевтический успех, он 
находится в фазе III клинических испытаний [70–72].

Сурвивин является представителем семейства инги-
биторов апоптоза (IAP). Несмотря на то что его функция 
в клетке до сих пор остается неопределенной, было уста-
новлено, что этот белок вовлечен в регуляцию клеточного 
деления и апоптоз [73]. Сурвивин селективно ингибиру-
ет внутренний каспаза-9-зависимый путь апоптоза [74], 
а в результате взаимодействия с микротрубочками вере-
тена деления в обход механизмов апоптоза способствует 
переходу клетки в сверочной точке G

2
/M в состояние мито-

за [75], стимулируя аномальную прогрессию роста клеток. 
Снижение экспрессии гена сурвивина под действием asOn 
напрямую приводило к индукции апоптоза и гибели опу-
холевых клеток [76, 77], ингибирующее же действие рибо-
зима на активность гена без привлечения дополнительных 
индукторов апоптоза не влияло на жизнеспособность кле-
ток [78–80]. Изучение сурвивина в качестве гена-мишени 
в экспериментах in vivo пока не проводилось.

Хромосомная транслокация t(9;22) объединяет два 
независимых гена – bcr, локализованный в хромосоме 
22, и abl, расположенный в хромосоме 9 человека, – 
с  образованием  гибридного  онкогена  [81]. Так  же 
как и исходный ген abl, образовавшийся химерный ген bcr-
abl обладает повышенной киназной активностью. Путем 
фосфорилирования определенных клеточных факторов 
bcr-abl способствует злокачественному преобразованию 
клеток и отмене апоптоза [82]. В частности, образование 
гена  bcr-ab l  приводит  к  развитию  миелоидной 
или лимфоидной лейкемии [83]. Гибридная природа белка 
создала некоторые трудности для воздействия на его 
экспрессию: в некоторых случаях ген-направленные 
препараты вызывали подавление экспрессии не только 
химерного  гена  bcr-abl ,  но  и  исходного  abl  [84]. 
Эффективно избегать неспецифичности воздействия 
позволил максизим, двойной рибозим, осуществляющий 
расщепление  РНК-мишени  по  двум  сайтам  [85]. 
Для подавления развития хронического миелолейкоза 
был разработан препарат иматиниб, обеспечивающий 
селективное ингибирование тирозинкиназы и позволяющий 
эффективно контролировать развитие лейкемии [86]. 
Однако встречаются случаи заболевания, проявляющие 
резистентность к иматинибу, вследствие образования 
точечных мутаций в гене или в силу каких-то других 
причин. В этих случаях на помощь приходит технология 
РНКи. Эксперименты с применением siРНК показали, 
что восприимчивость bcr-abl+ клеток к действию иматиниба 
можно восстановить с помощью РНКи [87].

Белки семейства raf представляют собой серин-
треониновые киназы, которые передают сигналы от ши-
рокого спектра мембранных рецепторов факторов роста 
к регуляторам апоптоза. Было установлено, что функцио-
нально активный белок raf-1 активирует каскад MAPK/
erK (mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-
regulated kinases) [88], посредством nF-κB участвует в сиг-
нальных путях регуляции пролиферации и выживаемости 
клетки [89], ингибирует проапоптотический белок Bad [90]. 
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Таким образом, белок raf-1 находится в центре важнейших 
сигнальных сетей клетки, и мутации или нарушения экс-
прессии гена raf-1 играют существенную онкогенную роль 
при перерождении клеток. Кроме того, белок raf-1 являет-
ся эффектором белкового продукта онкогена ras [91], мута-
ции которого с высокой частотой возникают при злокаче-
ственной трансформации, поэтому терапия, направленная 
на подавление гена raf-1, может оказаться эффективной 
и при лечении ras-опосредованных неоплазий. Наиболее 
обещающие результаты специфического подавления гена 
c-raf и связанный с этим противоопухолевый эффект были 
получены при использовании asOn. В 2002 году исследова-
тели сообщили о результатах фазы II клинических испы-
таний препарата на основе тиофосфатного asOn [92–94].

Как правило, при традиционной химиотерапии более 
чем у 30 % больных развивается лекарственная устойчи-
вость, вызванная гиперэкспрессией гена множественной 
лекарственной устойчивости MDR1 [95–97], кодирующего 
белок P-гликопротеин. Р-гликопротеин принадлежит к су-
персемейству ABc-транспортеров, использующих энергию 
гидролиза АТР для осуществления выкачивания химио-
препаратов из клетки. Гиперактивность P-гликопротеина 
определяет устойчивость опухолевых клеток к широко-
му спектру химиопрепаратов. Поэтому инактивация гена 
MDR1 может способствовать накоплению химиопрепарата 
в клетках и их гибели. Ген MDR1 является достаточно рас-
пространенной мишенью для ген-направленных препара-
тов олигонуклеотидов, из которых наиболее эффективны-
ми на сегодняшний день кажутся рибозимы и siРНК. Эти 
препараты практически полностью подавляли рост опухо-
лей у мышей [98, 99].

Одной из важнейших систем клетки, позволяющей ей 
обезвреживать цитостатики, является система глутатиона. 
Глутатион представляет собой небелковый тиол, взаимо-
действие сульфгидрильной группы которого с реактивной 
группой лекарственного средства определяет образование 
конъюгатов препарата с глутамином [95]. Эти конъюгаты 
менее активны, более водорастворимы и выбрасываются 
из клетки с помощью белков транспортеров [95]. Поэтому 
активация генов системы глутатиона может определять 
резистентность клеток к лекарствам [100]. Для преодоле-
ния МЛУ, опосредованной системой глутатиона, был раз-
работан рибозим, который эффективно восстанавливал 
чувствительность опухолевых клеток к химиопрепаратам 
[101].

Множественные исследования показали возникновение 
в раковых клетках нарушенного метилирования некоторых 
районов генома [102]. Фермент ДНК-метилтрансфераза 
(DnMt1 – DnA methyltransferase 1) катализирует пере-
нос метильной группы от S-аденозилметионина по 5 по-
ложению остатков цитозина в cpG островках, влияя 
тем самым на экспрессию генов [103]. Было установлено, 
что в опухолевых клетках возрастает активность ДНК-
метилтрансферазы [104], а инициация гиперактивности 
этого фермента приводит к злокачественной трансфор-
мации [105]. Кроме того, утверждается, что аномалия 
в процессах метилирования является важным фактором 
в определении ответа опухоли на химиотерапию [106]. В ре-
зультате антисенс-ингибирования экспрессии гена DNMT1 
восстанавливалась функция генов-супрессоров опухолей 

и увеличивалась гибель опухолевых клеток [107]. Разра-
ботанный антисмысловой олигонуклеоид MG98 сейчас на-
ходится в фазе II клинических испытаний [108]. 

Теломеразная обратная транскриптаза восстанавливает 
длину теломеров за счет добавления тандемных повторов 
(ttAGGG) и необходима для полной репликации концов 
хромосом [109]. Установлено, что гиперактивация теломе-
разной обратной транскриптазы человека (htert – hu-
man telomerase reverse transcriptase) и канцерогенез тесно 
взаимосвязаны [110]. Для подавления активности гена фер-
мента были разработаны asOn, содержащие различные 
модификации, включая 2’-O-метильный asOn, PnA [111] 
и 2’5’-олигоаденилат олигонуклеотид [112]. 2’-O-метильный 
asOn подавлял экспрессию гена hTERT в культуре клеток 
на 97 % [111], а 2’5’-олигоаденилат олигонуклеотид вызы-
вал 50 %-ную регрессию опухоли [112].

Фермент рибонуклеотидредуктаза катализирует синтез 
2’-деоксирибонуклеотидов из соответствующих рибонукле-
озид 5’-дифосфатов. Этот этап является лимитирующим 
скорость реакции образования 2’-деоксирибонуклеозид-
5’-трифосфатов, необходимых для синтеза ДНК [113]. r2 
субъединица рибонуклеотидредуктазы (rrr2) экспрес-
сируется в период поздней G

1
 и ранней S фазы и играет 

существенную роль в определении скорости репликации 
ДНК [113]. Кроме того, известно, что rrr2 играет важ-
ную роль в определении злокачественного потенциала 
клеток посредством синергизма с некоторыми онкогенами 
и связи с мембраносвязывающим белком raf-1 и митоген-
ассоциированной протеинкиназой-2 [114, 115]. Поэтому 
специфическое ингибирование мРНК RRR2 может оказать 
антинеопластический эффект через целый ряд механиз-
мов. Применение asOn GtI-2040 для подавления экспрес-
сии RRR2 приводило к 98 %-ную регрессии транспланти-
рованной мышам карциномы почек [116]. В клинических 
испытаниях этот препарат продемонстрировал хорошую 
переносимость пациентами [117]. 

В начале 70-х годов Фолькман предположил, что рост 
солидных опухолей и метастазирование критическим об-
разом зависят от ангиогенеза – формирования новых кро-
веносных сосудов из окружающей сосудистой сети [118]. 
Патологический рост новых сосудов обусловливает даль-
нейшую прогрессию солидных опухолей и их метастазиро-
вание. В течение нескольких последних десятилетий были 
обнаружены и охарактеризованы основные медиаторы 
ангиогенеза, обеспечив исследователей новыми онкоми-
шенями. Среди многих стимуляторов неоангиогенеза наи-
более мощным является фактор роста эндотелия сосудов 
(VeGF – vascular endothelial growth factor) [119]. Путем ак-
тивации рецепторов VeGFr-1 и VeGFr-2 VeGF индуци-
рует активность внеклеточных сигнальных тирозинкиназ, 
играющих центральную роль в стимуляции пролифера-
ции эндотелиальных клеток [120]. В результате альтерна-
тивного сплайсинга образуется как минимум 5 изоформ 
VeGF: VeGF

206
, VeGF

189
, VeGF

165
, VeGF

145
, VeGF

121
 [121, 

122]. Установлено, что усиленный ангиогенез и прогрессия 
опухолей ассоциированы с гиперэкспрессией изоформы 
VeGF

165
 [123]. Для ингибирования активности VeGF были 

разработаны олигонуклеотиды и siРНК, специфически по-
давляющие экспрессию гена ростового фактора [124, 125]. 
Интересным подходом ингибирования активности VeGF 
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стала разработка рибозимов, а позднее и ДНКазимов, на-
правленных на подавление экспрессии рецепторов VeGF 
VeGFr-1, кодируемого геном Flt-1, и VeGFr-2, кодируе-
мого геном KDR [126]. Среди всех предложенных страте-
гий подавления активности VeGF этот подход оказался 
наиболее эффективным, и препарат на основе рибозима 
ангиозим, направленный на подавление экспрессии гена 
Flt-1, достиг фазы II клинических испытаний [35].

Протоонкоген  neu,  также  известный  как  HER-2/
erbB-2 или NGL, кодирует трансмембранный рецептор, 
обладающий высокой тирозинкиназной активностью, 
важной для внутриклеточной передачи сигналов [127]. 
В норме белок HER-2 не экспрессируется в большинстве 
тканей человека, а при неоплазиях этот рецептор проявляет 
тирозинкиназную активность даже в отсутствии лиганда 
[128]. Гиперэкспрессию HER-2 при онкогенезе часто 
связывают с амплификацией гена [129]. Недавно на основе 
моноклональных антител были разработаны препараты 
герцептин (Herceptin) и ритуксан (Rituxan), направленные 
на блокировку рецептора HER-2, однако в клинических 
и с п ы т а н и я х  б ы л и  о т м е ч е н ы  н е б л а г о п р и я т н ы е 
побочные эффекты, наиболее негативным из которых 
являлась кардиотоксичность [130, 131]. Поэтому на ген-
направленную терапию HER-2-опосредованных неоплазий 
возлагают большие надежды. Среди препаратов на основе 
нуклеиновых кислот, применяемых для подавления 
активности HER-2, в клинические испытания вошел 
препарат херзим, созданный на основе рибозима типа 
«головки молотка». В фазе I клинических испытаний этот 
препарат продемонстрировал хорошую переносимость 
пациентами [132].

Эукариотический фактор инициации трансляции 4Е 
(eIF4E – eukaryotic translation initiation factor 4E) связывается 
с 5’-кэпированным концом клеточных мРНК и доставляет 
их  в  комплекс  инициации  трансляции  eIF4E. Этот 
комплекс считывает последовательность мРНК в 5’-3’ 
направлении и расплетает вторичную структуру мРНК 
в 5’-нетранслируемой области, обнажая стартовый кодон 
трансляции и способствуя посадке рибосомы [133, 134]. 
В нормальных условиях активность eIF4E сдерживается 
специфическим белком, связывающим eIF4E–4E-BP (4E 
binding protein). При злокачественной трансформации 
может происходить либо гиперэкспрессия eIF4E, либо 
фосфорилирование 4E-BP и высвобождение активного 
eIF4E с формированием комплекса трансляции eIF4E 
[135]. Исследователями было отмечено, что в опухолях 
г и п е р а к т и в н ы й  e I F 4 E  у с и л и в а е т  т р а н с л я ц и ю 
преимущественно генов белков, участвующих в опухолевой 
прогрессии, таких как Bcl-2, сурвивин, циклин D1, C-myc, 
VEGF [133, 134]. Поэтому избирательная супрессия 
активности eIF4E может оказаться чрезвычайно важной 
для ингибирования опухолевой прогрессии. Хороший 
терапевтический результат продемонстрировал asON, 
комплементарный eIF4E, который при введении мышам-
опухоленосителям вызывал десятикратную регрессию 
опухоли и отсутствие побочных эффектов [136]. 

Плейотропин (PTN) является секретируемым фактором 
роста, который  высоко  экспрессируется  в  период 
развития нервной системы и «выключается» у взрослых 
[137], за  исключением  некоторых  онкологических 

больных [138]. PTN является активным митогеном 
для фибробластов и эпителиальных клеток [137, 138]. 
Кроме того, он может индуцировать выброс активных 
протеолитических ферментов из эндотелиальных клеток 
[139]. Эти данные указывают на важную потенциальную 
роль PTN в ангиогенезе. Для подавления активности гена 
PTN в опухолевых клетках был разработан рибозим, 
комплементарный мРНК PTN, который продемонстрировал 
существенное противоопухолевое и антиметастатическое 
действия [140]. Более того, недавно было установлено, 
что ингибирование экспрессии анапластической лимфомной 
киназы (ALK – anaplastic lymphoma kinase), индуцирующей 
развитие анапластической лимфомы [141] и являющейся 
рецептором плейотропина [142], приводило не только 
к регрессии опухоли, но и к двукратному увеличению 
средней продолжительности жизни мышей [143]. 

Опухолевая прогрессия характеризуется способностью 
распространяться за пределы собственной ткани и разви-
ваться в отдаленных негомологичных тканях. Модуляция 
экспрессии генов, вовлеченных в стимуляцию миграции и ин-
вазии, с помощью ген-направленных препаратов также ши-
роко применяется исследователями. Матриксная металло-
протеиназа-9 (MMP9 – matrix metalloproteinase-9) способна 
запускать деградацию компонентов внеклеточного матрикса 
и базальной мембраны (коллагены IV и V, эластин, энтактин, 
казеин, галектин) [144, 145], что способствует эпителиально-
мезенхимальному переходу опухолевых клеток и стимули-
рует метастазирование [146]. Подавление функции металло-
протеиназ c помощью рибозима способствует ингибированию 
метастазирования и увеличению средней продолжительно-
сти жизни мышей-опухоленосителей, однако не приводит 
к регрессии опухоли [147].

Фактор роста фибробластов (FGF – fibroblast growth 
factor) привлекает внимание исследователей как мощный 
митоген, индуцирующий дифференцировку и ангиогенные 
свойства в период развития, а также стимулирующий ин-
вазию опухолевых клеток [148]. В норме у взрослых FGF 
синтезируется в чрезвычайно малых количествах, однако 
часто детектируется при некоторых онкологических за-
болеваниях [149]. Секретируемый FGF крепко связыва-
ется гепаран-сульфатным протеогликаном внеклеточного 
матрикса, что сдерживает его биологическую активность 
[150]. Одним из механизмов высвобождения FGF из вне-
клеточного матрикса является его связывание белком 
FGF-BP (FGF binding protein), который мобилизует и ак-
тивирует его [150]. Было показано, что FGF-BP экспрес-
сируется при ряде карцином [151], а также способствует 
перестроению неонкогенной клеточной линии SW-13, экс-
прессирующей FGF на онкогенный и ангиогенный фенотип 
[150]. Рибозим, разработанный для подавления экспрессии 
гена, кодирующего FGF-BP, эффективно угнетал развитие 
опухолей у мышей [152].

Фактор раннего ростового ответа (eGr-1 – early growth 
response factor-1) является типичным представителем 
семейства транскрипционных факторов, обладающих 
структурным доменом «цинковый палец» [153]. Актив-
ность eGr-1 индуцируется рядом внутренних и внешних 
факторов, таких как ростовые факторы, цитокины, уль-
трафиолет, ионизационное излучение и др. [153] Было 
показано, что eGr-1 участвует во множестве регулятор-
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ных механизмов опухолевых клеток. Его активность свя-
зана с развитием злокачественной трансформации [154], 
транскрипцией гена MDR1 [155], отрицательной реакцией 
на эстроген в случае карциномы молочной железы [156]. 
Для подавления активности гена, кодирующего eGr-1, 
был создан ДНКазим, который приводил к трехкратному 
уменьшению размеров опухолей у мышей [157].

Киназа местной адгезии FAK представляет собой не-
рецепторную тирозинкиназу, располагающуюся в области 
интегринового кластера, где цитоскелет клетки взаимо-
действует с белками внеклеточного матрикса. Здесь FAK 
получает сигналы от факторов роста и факторов адгезии 
и передает их внутрь клетки. FAK является важным по-
средником сигнальных путей пролиферации, миграции 
и выживаемости клеток и часто гиперэкспрессируется 
при неоплазиях. siРНК эффективно подавляет активность 
FAK и рост опухолей у мышей [158].

В случае рака молочных желез трансформированные 
клетки начинают экспрессировать хемокиновый рецептор 
cXc (cXcr4), вызывающий метастазирование в органы, со-
держащие большое количество cXcr4 лигандов. Ингибиро-
вание экспрессии cXcr4 с помощью siРНК уменьшает адге-
зивные и инвазивные свойства опухолевых клеток [159]. 

ПРИМеНеНИе ПРеПАРАтОВ НА ОСНОВе геН-
НАПРАВлеННЫХ НуКлеИНОВЫХ КИСлОт В КультуРе 
КлетОК, НА МОделяХ ЭКСПеРИМеНтАльНЫХ 
жИВОтНЫХ И В КлИНИЧеСКОй ПРАКтИКе
Препараты  на  основе  нуклеиновых  кислот  давно 
привлекают  внимание  исследователей  в  качестве 
перспективных средств для ген-направленной терапии 
онкологических заболеваний благодаря их способности 
воздействовать на ключевые процессы канцерогенеза. 
В табл. 2 суммированы основные результаты исследований 
в этом направлении in vitro, а табл. 3 объединяет данные 
преклинических исследований in vivo и клинических 
испытаний .  В  данном  разделе  описано  развитие 
препаратов на основе ген-направленных олигонуклеотидов, 
разработанных для ингибирования функции генов-
мишеней, наиболее тесно связанных с канцерогенезом.

Ras
In vitro. Установленная локализация точечных мутаций 
в последовательности мРНК онкогена ras позволяет разра-
батывать препараты олигонуклеотидов, точно адресованные 
в абберантный сайт мРНК-мишени, и «выключать» работу 
онкогена с высокой эффективностью. Первым для подавле-
ния экспрессии онкогена ras был разработан тиофосфат-
ный asOn (сейчас известный как ISIS 2503), адресованный 
к инициирующему кодону мРНК гена H-ras [161]. Обработка 
клеток карциномы шейки матки HeLa, трансфецированных 
плазмидой, содержащей объединенный ген ras-люцифераза, 
приводила к 98 %-ному подавлению экспрессии репортер-
ного гена. В работах китайских исследователей обработка 
клеток гепатомы человека тиофосфатным asOn в течение 
5 дней приводила к ингибированию роста клеток на 87.8 % 
[162]. При этом наблюдалась блокировка H-ras-зависимого 
перехода раковых клеток в S-фазу клеточного цикла, а ДНК 
фрагментация, зафиксированная в обработанных клетках, 
указывала на запуск апоптоза [162].

Активно исследуется противоопухолевый потенциал 
рибозимов, направленных на подавление экспрессии 
генов семейства Ras. На клеточной модели меланомы, 
карциномы глотки и рака мочевого пузыря разными 
группами исследователей было показано, что H-ras 
рибозимы вызывали индукцию апоптоза, ингибирование 
пролиферации опухолевых клеток и способствовали 
восстановлению дифференцировки клеток [44–47].

Альтернативным подходом подавления экспрессии ге-
нов семейства ras является применение технологии РНКи. 
Ретровирус-опосредованная экспрессия siРНК, гомологич-
ной мРНК генов H-ras и K-ras, эффективно подавляла син-
тез белков этих генов в клетках рака яичников и карциномы 
поджелудочной железы [163, 164], снижала пролифератив-
ную активность раковых клеток в результате увеличения 
количества клеток в G

0
/G

1
 фазе клеточного цикла до 66.2 % 

[163] и увеличивала количество клеток в состоянии апоптоза 
с 4 до 21 % [163]. Чанг c соавторами, применив аденовирусную 
систему доставки K-ras-siРНК в клетки, получил 80 %-ное 
снижение количества белка K-ras в клетках рака легкого 
и подавление пролиферации опухолевых клеток [165]. 
In  v ivo .  Предварительная  трансфекция  клеток 
гепатоцеллюлярной  карциномы  с  помощью  asON, 
направленной на подавление онкогена H-ras, приводила 
не только к снижению веса опухолей у мышей [162, 166], 
но и ингибировала процессы метастазирования [166]. 
Эффективность противоопухолевого действия asON 
ISIS 2503 у мышей с опухолями предстательной железы 
увеличивалась при введении в последовательность 
препарата LNA-нуклеотидов [167]. Препарат asON ISIS 2503 
был разрешен для проведения клинических испытаний. 
В фазе I клинических испытаний пациенты ежедневно 
в течение 14 дней получали инъекции asON ISIS 2503 в дозе 
10 мг/кг [168]. Через неделю курс инъекций повторяли. asON 
ISIS 2503 не проявил выраженной токсичности и в некоторых 
случаях способствовал стабилизации заболевания. 
Результаты фазы II клинических испытаний с участием 
пациентов, страдающих аденокарциномой поджелудочной 
железы, определили переносимость сочетанного применения 
asON ISIS 2503 и гемцитабином и показали положительный 
ответ на лечение в 10.4 % случаев [48].

Применение анти-H-ras рибозимов in vivo приводило 
к существенному торможению роста опухолей у мышей, 
снижению их инвазивного потенциала и двукратному 
увеличению  продолжительности  жизни  животных 
[43–45]. Киджима и соавторы разработали рибозим, 
направленный в область кодона 12 мутантного транскрипта 
гена K-ras (замена триплета GGT на GTT), и получили 
рекомбинантный аденовирус, экспрессирующий рибозим 
[169]. Внутриопухолевое введение такого препарата 
атимусным мышам с трансплантированной карциномой 
поджелудочной железы вызвало регрессию опухоли у 68 % 
мышей [169]. 

Обработка клеток in vitro ретровирусным вектором, со-
держащим siРНК, гомологичной мРНК генов K-ras и H-ras, 
приводила к полному подавлению роста карциномы подже-
лудочной железы и 80 %-ному ингибированию развития рака 
яичников у мышей [163, 164]. Однократная внутриопухоле-
вая инъекция siРНК в составе аденовируса, гомологичная 
мРНК гена K-ras, подавляла развитие рака легких на 45 %, 
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Таблица 2. Применение препаратов на основе нуклеиновых кислот в экспериментах in vitro

Гены-
мишени Препарат Тип опухоли Эффект

H-ras/ 
K-ras

asOn Карцинома шейки матки [161], гепатома [162] Снижение экспрессии H-ras-люцифераза-мРНК на 98% [161]; ингибирование роста клеток 
на 87.8%, блокирование перехода в S-фазу клеточного цикла, запуск апоптоза [162] 

Рибозим Меланома, карцинома глотки, рак мочевого 
пузыря

Снижение экспрессии H-ras; замедление пролиферации опухолевых клеток, повышение 
уровня их дифференцированности [ 43–47] 

siРНК Карцинома яичников, поджелудочной железы 
[163], легкого [165] 

80%-ное снижение уровня белка [165], подавление пролиферативной активности [163,164], 
изменение режима клеточного цикла, увеличение количества клеток в состоянии апоптоза 

[163]

с-myc

asOn Лейкемия [170], карцинома молочных желез 
[171]

50-95%-ное снижение экспрессии гена c-myc [170, 171]; полный арест клеточного цикла в 
фазе G

0
/G

1
 [172] 

Рибозим Гепатома Понижение уровня белка в 1.7 раза, снижение пролиферативной активности в 1.85 раза [173] 

siРНК
Эпидермоидная карцинома, нейробластома 

[175], карцинома молочных желез и аденокар-
цинома легких [176]

60-92%-ное снижение мРНК гена, 55-85%-ное ингибирование синтеза белка [175,176]; 
замедление и остановка деления клеток [175]

PKc-α
asOn Карцинома легких Снижение уровня мРНК гена PKC-α на 90-95% [55]

Рибозим Глиобластома [178], карцинома предстатель-
ной железы [179]

Снижение уровня белка на 73%, снижение пролиферативной активности на 90% [178]; 
восстановление чувствительности к цисплатину [179]

Кластерин asOn
OGX-001 Карцинома почек Снижение мРНК кластерина на 64%, увеличение чувствительности клеток к паклитакселу 

на 80% [59]
IGF-1r asOn Карцинома мочевого пузыря Снижение мРНК гена на 74% и белка на 61.3% [207]

bcl-2

asOn G3139
(Genasense™, 

США)
Лимфома [183], лейкемия [68, 69]

Снижение уровня мРНК гена bcl-2 и белка Bcl-2 на 60-80% и 80-95%, соответственно, 
76-90%-ное увеличение гибели клеток в результате индукции апоптоза, увеличение 

чувствительности к доксорубицину [68, 69, 183]

Рибозим Лимфома Снижение уровня мРНК в 5 раз, белка - в 3 раза, двукратное увеличение количества 
событий апоптоза [184] 

siРНК Карцинома шейки матки человека [185] и под-
желудочной железы [189]

Подавление синтеза белка Bcl-2 на 90%, индукция апоптоза в 50% клеток [185]; увеличение 
доли клеток в состоянии апоптоза на 37% [189]

Сурвивин

asOn
Злокачественная мезотелиома легких, глиома, 
карцинома молочных желез, аденокарцинома 

легких [76], рак щитовидной железы [77]

7-8-кратное увеличение активности каспазы-3, индукция клеточной гибели по механизму 
апоптоза в 42.5% клеток [76]; снижение уровня мРНК на 75% и белка на 73%, ингибиро-

вание клеточной пролиферации на 53%, 11-кратное увеличение доли клеток в состоянии 
апоптоза [77]

Рибозим Меланома [78, 79], карцинома молочных желез 
[80]

Снижение уровня мРНК и белка на 75 и 74%, повышение чувствительности опухолевых 
клеток к химиопрепаратам и лучевой терапии, отсутствие эффекта без дополнительного 

апоптоз-индуцирующего стимула [78–80]

bcr-abl

asOn Хронический миелолейкоз Полное апоптоз-индуцирующее ингибирование роста клеток [208]

Максизим Хронический миелолейкоз 95%-ное снижение уровня мРНК химерного гена, индукция апоптоза, торможение роста 
опухолевых клеток [85]

siРНК Хронический миелолейкоз Подавление Bcr-ABL-ассоциированного роста клеток, увеличение чувствительности 
опухолевых клеток к иматинибу в 4 раза [87]

ДНКазим Хронический миелолейкоз Подавление экспрессии белка на 40-75% [208]

c-raf
asOn Рак легкого, толстого кишечника, предста-

тельной железы [190, 191], яичников [192, 193]
100%-подавление белка С-raf, 80%-ное ингибирование пролиферации [190–192]; подавле-

ние роста клеток различных линий карциномы яичников от 10 до 90% [193]
siРНК Рак мочевого пузыря Снижение количества белка на 37.5% [194]

MDr1, 
mdr1a/
mdr1b

asOn Аденокарцинома толстого кишечника [211], 
эпидермоидная карцинома [212]

Полное обращение фенотипа МЛУ, увеличение накопления доксорубицина в клетках в 6.4 
раза, их гибель [211, 212]

sirnA

Эпидермоидная карцинома человека [215], 
карциномы желудка и поджелудочной железы 

человека [217], клетки рака яичников [218], 
лимфосаркома мыши [219]

Снижение уровня мРНК гена MDR1 на 91% и белка P-гликопротеина на 72-83%, увеличе-
ние чувствительности клеток к винбластину [99, 215], дуанорубицину [217] и паклитакселу 

[218]

Рибозим Рак печени Обращение фенотипа МЛУ, увеличение чувствительности клеток к винкристину [214]
Глутатион » Рак толстого кишечника Увеличение чувствительности опухолевых клеток к химиопрепаратам [101]

DnMt1 asOn MG98 Карцинома легких и мочевого пузыря Восстановление функции p16, накопление гипометилированной формы ретинобластомы, 
ингибирование пролиферации [107]

htert
asOn Рак мочевого пузыря [111, 112] Снижение уровня белка на 97%, увеличение чувствительности клеток к цитостатикам, 

трехкратное увеличение доли апоптотических клеток, активация каспазы-3 [111, 112]

Рибозим Карцинома молочных желез Сокращение длины теломерного тандема с 5.5 тыс.п.н. до 3.5 тыс.п.н., снижение скорости 
роста клеток [224]

rrr2

asOn 
GtI-2040 

(Genasense™, 
США)

Карцинома легких, мочевого пузыря, фибро-
саркома Практически поное исчезновение мРНК субъединицы r2 [116]

siРНК Аденокарцинома поджелудочной железы Увеличение чувствительности опухолевых клеток к гемцитабину [198]

VEGF, 
Flt-1 

(VeGFr1), 
KDR 

(VeGFr2)

asOn Рак молочных желез и мочевого пузыря Снижение уровня VeGF на 45-83%, снижение клеточной выживаемости [124]
siРНК Рак яичников, рак шейки матки, остеосаркома Снижение экспрессии гена VEGF на 33-53% [125]

Рибозим
Ангиозим, 

Sirna ther., 
США

Карцинома лёгких, толстого кишечника и 
молочных желез

Специфическое расщепление РНК-субстрата, эффективное понижение уровня мРНК в 
культуре клеток [199]

ДНКазим Карцинома молочных желез Снижение уровня VeGFr-2 на 90%, 34-65%-ное понижение выживаемости клеток за счет 
индукции апоптоза [200]

neu (Her-
2/erbB2)

asOn Карцинома яичников и молочных желез Аддитивное ингибирование пролиферации опухолевых клеток в сочетании с доксоруби-
цином [205]

Рибозим
Херзим Карцинома яичников и молочных желез Снижение уровня мРНК neu на 40-60%, ингибирование клеточного роста [131]

eIF4e asOn
LY2275796

Неходжкинская лимфома, рак легких, 
мочевого пузыря, толстого кишечника, пред-

стательной и молочной железы

Снижение белка eIF4e на 80%, снижение уровня белков Bcl-2, сурвивина, циклина D1, 
С-myc и VeGF, индукция апоптоза [136]

PTN  
и ALK

Рибозим
(анти-Ptn) Меланома Снижение мРНК PTN на 75% [140]

Рибозим
(анти-ALK) Глиобластома Снижение активности Ptn [143]

MMP9
Рибозим Рак предстательной железы Полное расщепление мРНК MMP9 [220]

siРНК Детская костная саркома 50%-ное снижение миграции клеток [221]

FGF-BP Рибозим Карцинома предстательной железы и толстого 
кишечника [152, 222]

80%-ная супрессия синтеза белка FGF-BP, замедление пролиферации опухолевых клеток 
[152, 222]

eGr-1 ДНКазим Карцинома молочных желез Понижение уровня белка в 6 раз, блокирование пролиферации, 3-кратное ослабление 
инвазии опухолевых клеток [157]

FAK siРНК Карцинома предстательной и молочных желез Ингибирование клеточной адгезии, миграции и пролиферации [158]
cXcr4 » Карцинома молочных желез Ингибирование миграции и инвазии клеток более чем на 70% [225]
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а многократный режим инъекций полностью подавлял рост 
опухоли у 8 из 10 мышей. При этом апоптотическая актив-
ность опухолевых клеток увеличивалась в 2.8 раза [165]. 

C-myC
In vitro. Первым кандидатом в препараты, направленные 
на специфическое подавление протоонкогена c-myc, вы-
ступил фосфодиэфирный asOn, который вызывал 50 %-ное 
снижение уровня белка в клетках лейкемии и ингибировал 
их пролиферацию на 50 % после пятидневной инкубации 
с олигонуклеотидом [170]. Уотсон и соавторы разработали 
тиофосфатный asOn, который продемонстрировал более 
продолжительное (до 9 дней) и эффективное (75 %) подавле-
ние пролиферации клеток карциномы молочных желез и вы-
зывал 95 %-ное ингибирование эстроген-индуцированной 
гиперэкспрессии гена c-myc [171]. Следующим этапом стала 
замена в структуре анти-c-myc asOn тиофосфатного остова 
на морфолино-фосфодиамидатный. Этот олигонуклеотид 
не только вызывал снижение уровня белка, но и приводил 
к полному аресту клеточного цикла в фазе G

0
/G

1
 [172].

Для подавления активности гена c-myc был разработан 
рибозим типа «головки молотка». Трансфекция клеток ре-
тровирусным вектором, содержащим рибозим, приводи-
ла к снижению количества белка в клетках гепатомы в 1.7 
раза и снижала пролиферативный потенциал клеток в 1.85 
раза [173].

Способность подавлять гиперфункцию белка c-myc 
была оценена и для ген-направленных препаратов на основе 
siРНК. Было показано, что siРНК вызывает 60–92 %-ное сни-
жение уровня мРНК гена и 55–83 %-ное ингибирование син-
теза белка [174, 175]. Подавление экспрессии гена c-myc было 
ассоциировано с 2.5-кратным торможением роста клеток 
в случае эпидермоидной карциномы человека KB-3-1 и пол-
ной остановкой деления в случае нейробластомы SK-n-Mc 
[175]. Для повышения стабильности и облегчения проникно-
вения в клетки был разработан поли-ДНФ-РНК (поли-2-О-
(2,4-динитрофенил)-олигорибонуклеотид – poly-DnP-rnA). 
Этот препарат понижал уровень мРНК гена c-myc до 15 % 
в клетках молочных желез и аденокарциномы легких [176]. 
In vivo. В экспериментах in vivo  было показано, 
что морфолино-олигонуклеотид AVI-4126 (AVIBioPharma, 
США), разработанный для ингибирования экспрессии гена 
c-myc, вызывает 80 %-ное подавление роста опухоли пред-
стательной железы у атимусных мышей [50]. Сейчас этот 
препарат находится в фазе II клинических испытаний [52]. 
В фазе I клинических испытаний AVI-4126 было отмечено 
отсутствие серьезных побочных эффектов у здоровых лю-
дей после однократной внутривенной инъекции AVI-4126 
в дозе 90 мг [51]. Параллельно оценивали биоаккумули-
рование препарата в тканях опухолей предстательной 
и молочных желез через сутки после введения препарата 
в дозе 90 мг (анализ проводили после хирургического уда-
ления опухолей у пациентов) [51]. 

Подавление экспрессии гена с-myc с помощью РНКи 
в преклинических испытаниях выглядит достаточно обна-
деживающим. Клетки карциномы молочных желез, транс-
фецированные плазмидой, содержащей анти-c-myc-siРНК, 
при трансплантировании мышам не давали развития опу-
холи [177]. На модели трансгенных мышей с развивающей-
ся лимфомой методом ОТ-ПЦР в реальном времени было 

зафиксировано снижение экспрессии мРНК гена c-myc 
под действием поли-ДНФ-РНК в плазме крови больных 
мышей до 15–20 % [176]. 

PKC-α
In vitro. Для подавления экспрессии гена PKC-α Дин 
с  соавторами  провели  тщательное  исследование 
э ф ф е к т и в н о с т и  2 0  т и о ф о с ф а т н ы х  a s O N  и  и х 
2’-О-метильных аналогов [55]. Наиболее результативный 
олигонуклеотид (известный под коммерческим названием 
ISIS 3521) способствовал снижению уровня мРНК гена PKC-α 
на 90–95 %, а его 2’-О-метильное производное в тех же 
концентрациях не оказывало влияния на активность гена 
PKC-α, что указывает на исключительную необходимость 
в этом случае активности РНКазы Н [55]. 

На модели глиобластомы оценивали ингибирующий 
потенциал  анти-PKC-α рибозима. Было  показано, 
что уровень белка под действием рибозима снижался 
на 73 %, а пролиферативная активность клеток снижалась 
на  90 % по  сравнению  с  50 % при  использовании 
контрольного рибозима [178]. В другом эксперименте 
рибозим, направленный на нарушение экспрессии PKC-α, 
восстанавливал чувствительность клеток карциномы 
предстательной железы к индуцированному цисплатином 
апоптозу в 2.6–3.2 раза [179].
In vivo.  Внутривенные  инъекции  ISIS 3521 мышам 
с гетеротрансплантатами трех различных опухолевых 
моделей (карцинома легких, мочевого пузыря и толстого 
кишечника) вызывали полное подавление роста опухолей 
у мышей уже при дозе препарата 0.06–0.6 мг/кг [55]. В фазе 
I клинических испытаний asON ISIS 3521 при исследовании 
нескольких различных режимов введения препарата 
наибольшая  токсичность  проявлялась  в  форме 
тромбоцитопении и усталости [180]. В фазе II клинических 
испытаний при применении рекомендованной схемы 
лечения 2 мг/кг/день в течение 3 недель у одного пациента 
с карциномой яичников был зафиксирован объективный 
ответ на лечение и у двух пациентов с карциномой 
яичников наблюдалась регрессия опухолей [181]. Однако 
при лечении пациентов, страдающих метастатической 
формой карциномы толстого кишечника, никакого 
достоверного ответа на лечение не наблюдалось [182].

КлАСтеРИН
In vitro. Для подавления экспрессии кластерина был 
разработан тиофосфатный asOn, который ингибировал 
активность гена на 64 % и увеличивал чувствительность 
клеток карциномы почки к паклитакселу на 80 % [59]. 
In vivo. 2'-метоксиэтил-модифицированный тиофосфатный 
asOn OXG-011 в сочетании с паклитакселом вызывал 
двукратное уменьшение объема карциномы почек у мышей 
[59]. В фазе I клинических испытаний asOn OXG-011 в дозе 
640 мг снижал уровень кластерина в опухолевой ткани 
у человека [60]. На данный момент в фазе II клинических 
испытаний исследуют потенциал asOn OXG-011 
в сочетании с химиопрепаратами. 

Bcl-2
In vitro. Несомненными лидерами среди ген-направленных 
олигонуклеотидов, применяемых для лечения онкологи-
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ческих заболеваний, являются препараты, направленные 
против мРНК гена антиапоптотического белка Bcl-2. Ки-
тада и соавторы разработали 18-звенный фосфодиэфир-
ный asOn, комплементарный первым 6 кодонам открытой 
рамки считывания в мРНК гена bcl-2. Этот олигонуклеотид 
практически полностью останавливал синтез белка Bcl-2 
в клетках лимфомы [183]. Рид и коллеги провели сравне-
ние ингибирующего действия фосфодиэфирного и тиофос-
фатного олигонуклеотидов, комплементарных мРНК bcl-2, 
на рост клеток лейкемии, гиперэкспрессирующих этот ген 
[68]. Было показано, что ингибирующий эффект фосфо-
диэфирного asOn детектируется приблизительно вдвое 
раньше, чем действие тиофосфатного аналога. Однако по-
следний более эффективно подавляет рост раковых клеток: 
тиофосфатный asOn достигает эффекта фосфодиэфирного 
asOn в пяти-десятикратно сниженной концентрации [68]. 
Далее было показано, что 80–95 %-ное снижение синтеза 
белка Bcl-2 под действием тиофосфатного asOn увеличи-
вает гибель клеток в результате индукции апоптоза и чув-
ствительность клеток к доксорубицину [69].

Луци с соавторами [184] разработали химически моди-
фицированный рибозим, направленный к мРНК гена bcl-2. 
Липотрансфекция такого препарата в клетки лимфомы че-
ловека Раджи (raji) приводила к пятикратному снижению 
уровня мРНК гена bcl-2 и трехкратному снижению количе-
ства белка, что сопровождалось достоверным увеличением 
доли клеток, находящихся в состоянии апоптоза [184]. 

Фу с соавторами использовали siРНК, направленную 
к мРНК гена bcl-2. Под действием специфической siРНК 
происходило подавление синтеза белка Bcl-2 на 90 % 
в клетках рака шейки матки HelaB2 и BGc-823, что спо-
собствовало индукции апоптоза [185].
In vivo. Снижение уровня белка Bcl-2 под действием asOn, 
названного G3139, адресованного к мРНК гена, способство-
вало подавлению онкогенного потенциала клеток лимфомы 
и полному блокированию роста опухолей у мышей [186]. 
Применение G3139 в комбинации с цисплатином увели-
чивало противоопухолевый потенциал химиопрепарата 
на 70 % [187].

Недавно  Моррис  и  соавторы  [188]  сообщили 
о результатах первой фазы клинических испытаний 
18-звенного тиофосфатного asON G3139 (Genasense™, США), 
комплементарного первым 6 кодонам открытой рамки 
считывания гена bcl-2. Показано, что через 7 сут после 
ежедневного внутривенного введения препарата в дозе 
6.9 мг/кг у больных неходжкинской лимфомой отмечались 
незначительные побочные эффекты, такие как утомляемость 
и  обратимое  повышение  уровня  трансглютаминаз 
в сыворотке крови. Подкожное введение препарата 
вызывало выраженную стабилизацию опухолевого процесса 
у 9 из 21 больного неходжкинской лимфомой и повышение 
качества жизни у 3 больных (общий объективный ответ 
у 57 % пациентов). В сентябре 2000 г. открыта фаза 
III клинических испытаний asON G3139 у больных 
с хроническим лимфолейкозом и острым миелолейкозом 
[70]. Продолжаются клинические испытания препарата 
в комбинациях с химиопрепаратами у больных с меланомой 
и карциномой предстательной железы, резистентных 
к гормонотерапии [71, 72]. В феврале 2001 года в 65 
онкологических центрах США, Канады и Великобритании 

была начата фаза III клинических испытаний этого 
препарата у больных с множественной миеломой. 

У мышей-опухоленосителей, получавших лечение bcl-
2 siРНК, наблюдалось торможение роста опухоли печени 
на 66.5 % [185]. У мышей с гетеротрансплантатами опухо-
лей поджелудочной железы отмечалось снижение объема 
опухолей на 56 % [189].

Raf-1
In vitro. Для подавления активности белка raf-1 был раз-
работан 20-звенный тиофосфатный asOn ISIS 5132, на-
правленный к 3′-нетранслируемому району мРНК гена 
c-raf. Этот олигонуклеотид эффективно ингибировал экс-
прессию мРНК c-raf и снижал количество белка в клетках 
карциномы легких, толстого кишечника и предстатель-
ной железы [190]. Введение 2’-метоксиэтил модификации 
в структуру олигонуклеотида (asOn ISIS 13650), направ-
ленного на подавление экспрессии гена c-raf, незначитель-
но увеличивало ингибирующий потенциал препарата [191]. 
В клетках карциномы яичников ISIS 5132 и ISIS 13650 вы-
зывали 100 %-ное подавление белка raf-1 и 80 %-ное ин-
гибирование пролиферации клеток [192]. Далее потенциал 
анти-c-raf asOn ISIS 5132 и ISIS 13650 оценивали на 15 
линиях клеток карциномы яичников. Эффективность по-
давления роста клеток варьировала от 10 до 90 %. Ингиби-
рование роста сопровождалось апоптозом и накоплением 
клеток в G

2
/M и S фазах [193].

При сравнении эффективности подавления экспрессии 
гена c-raf с помощью asOn и siРНК, адресованных в один 
и тот же участок последовательности мРНК, было уста-
новлено, что в концентрации 125 нМ олигонуклеотид вызы-
вал снижение белка raf-1 на 52.4 %, тогда как siРНК лишь 
на 37.5 % [194]. 
In vivo. Олигонуклеотид ISIS 5132 проявлял значительный 
противоопухолевый эффект на мышах с гетеротрансплан-
татами клеток карциномы яичников [192]. Результаты, 
полученные в экспериментах in vitro и in vivo, позволили 
перевести исследования противоопухолевой активности 
ISIS 5132 в клиническую практику. В фазе I клинических 
испытаний было показано, что препарат достаточно хоро-
шо переносится пациентами, и лишь в некоторых случа-
ях наблюдается кратковременная тромбоцитопения [195]. 
Была разработана малотоксичная схема лечения: медлен-
ное внутривенное введение препарата в дозе 2 мг/кг/день 
курсом в 21 день с перерывом между курсами в 1 неделю 
[195]. В фазе II клинических испытаний применение подо-
бранной схемы для лечения пациентов с раком предста-
тельной железы [92], яичников [93] и аденокарциномы тол-
стого кишечника [94] продемонстрировало стабилизацию 
заболевания приблизительно в 25 % случаев. 

DNmT1
In vitro. Для специфического ингибирования фермен-
та ДНК-метилтрансферазы DnMt1 в раковых клетках 
был разработан 2’-О-метильный тиофосфатный asOn 
MG98. Было показано, что подавление экспрессии DnMt1 
под действием asOn приводит к деметилированию промо-
тора гена р16, восстановлению его активности, накоплению 
гипометилированной формы гена ретинобластомы и инги-
бированию пролиферации раковых клеток [107].
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In vivo. В экспериментах in vivo asOn MG98 вызывал су-
щественное замедление роста и регрессию гетеротран-
сплантатов карциномы кишечника и немелкоклеточного 
рака легких. Успешные преклинические исследования 
обеспечили применение MG98 в клинических испытани-
ях [196]. Фаза I клинических испытаний была направле-
на на исследование токсичности и фармакологического 
профиля asOn MG98. Внутривенное введение препарата 
пациентам с различными солидными опухолями в дозе 80 
мг/м2/день в течение 21 дня каждые 4 недели оказалось 
сравнительно безопасным [196]. Однако какого-либо види-
мого противоопухолевого эффекта отмечено не было. Бо-
лее высокие дозы препарата, вводимые по предложенной 
схеме, плохо переносились пациентами [196, 197]. В фазе II 
клинических испытаний проводили тестирование усовер-
шенствованной схемы введения препарата пациентам с ме-
тастатической почечной карциномой: 360 мг/м2 дважды 
в неделю в течение 3 недель [108]. Однако лечение по такой 
схеме также не дало положительной реакции у пациентов. 
Исследователи объясняют неудачу неподходящим выбо-
ром типа онкологического заболевания [108].

RRR2
In vitro. Исследование тиофосфатного asOn GtI-2040, 
мишенью для которого является мРНК rrr2, показало, 
что под действием олигонуклеотида мРНК rrr2 практиче-
ски полностью исчезает в клетках карциномы легких чело-
века и существенно снижается в клетках мочевого пузыря 
человека и в клетках фибросаркомы мышей [116]. 

Даксбери c соавторами исследовали способность siРНК 
увеличивать чувствительность аденокарциномы под-
желудочной железы человека, имплантированной мы-
шам, к гемцитабину, подавляя экспрессию субъединицы 
rrr2. Специфические молекулы siРНК, адресованные 
к мРНК гена rrr2, существенно повышали гемцитабин-
индуцированную цитотоксичность [198].
In vivo. В экспериментах in vivo анти-rrr2 siРНК в комби-
нации с гемцитабином продемонстрировала синергическое 
противоопухолевое и антиметастатическое действие [198]. 

Ингибирующий потенциал GtI-2040 был исследован 
в экспериментах на животных. GtI-2040 подавлял рост 
опухолей во всех экспериментальных моделях, а макси-
мальный эффект наблюдался на модели карциномы почек, 
когда отмечалась 95–98 %-ная регрессия опухоли [116]. Ис-
следование asOn GtI-2040 в фазе I клинических исследо-
ваний показало, что рекомендуемой схемой лечения явля-
ется ежедневное введение препарата в дозе 185 мг/м2/день 
в течение 21 дня каждые 4 недели. При подобном способе 
монотерапии каких-либо серьезных побочных эффектов 
не наблюдалось [117]. 

VEGF
In vitro. В экспериментах in vitro было показано, что тиофос-
фатный asON, направленный к мРНК гена VEGF, способен 
подавлять синтез белка на 45–83 % в клеточных линиях 
рака молочных желез и мочевого пузыря [124]. 

В качестве эффективного ингибитора экспрессии VeGF 
была оценена и стратегия РНКи. Векторная доставка siРНК 
в опухолевые клетки приводила к продолжительному по-
давлению синтеза VeGF на 33–53 % [125]. 

Для терапевтического вмешательства в патологический 
ангиогенез был предложен альтернативный подход, кото-
рый заключался в выборе в качестве мишени не VeGF не-
посредственно, а рецепторов VeGFr-1 и VeGFr-2. С этой 
целью были разработаны рибозимы, комплементарные по-
следовательности мРНК гена Flt-1, кодирующего VeGFr-1 
и мРНК гена KDR, кодирующего VeGFr-2 [199]. Было по-
казано, что эти препараты специфически расщепляют 
РНК-субстраты in vitro и эффективно понижают уровень 
мРНК в культуре клеток. 

Сейчас появляются работы по исследованию ингибирую-
щего действия ДНКазимов на работу рецептора VeGFr-2. 
Чанг и соавторы продемонстрировали 90 %-ное снижение 
уровня белка VeGFr-2 и 34–65 % -ное понижение выжи-
ваемости клеток карциномы молочных желез за счет ин-
дукции апоптоза [200].
In vivo.  В  экспериментах  in vivo  было  показано , 
что ингибирование VEGF с помощью тиофосфатного asON 
приводило к пятикратному торможению темпов роста 
карциномы почек у мышей [201]. 

Для увеличения продолжительности биологического 
действия и улучшения проникновения в опухолевые клет-
ки были разработаны модифицированные siРНК, направ-
ленные на подавление VeGF: внутриопухолевое введение 
конъюгата холестерин олигоаргинин-siРНК приводило 
к десятикратному замедлению роста аденокарциномы тол-
стого кишечника [202], а комплекса siРНК с водораствори-
мым липополимером – к полуторакратному торможению 
темпов роста аденокарциномы предстательной железы 
[203]. При этом наблюдалось значительное снижение ва-
скуляризации опухолей и долговременное подавление экс-
прессии VeGF.

В ходе преклинических испытаний рибозим, мишенью 
которого является мРНК Flt-1, оказывал противоопухо-
левый, антиангиогенный и антиметастатический эффект 
на модели метастазирующего рака легких [199]. Мышам 
с трансплантированной карциномой легких Льюис хирур-
гически имплантировал минипомпы, содержащие рибозим, 
таким образом, что животные получали препарат в дозах 
12–100 мг/кг/день. Через 18 дней минипомпы извлекали 
и заменяли на новые. В результате лечения отмечалась 
92 %-ная регрессия опухолей и снижение количества ме-
тастазов в легких на 70–80 % [199]. А у мышей с трансплан-
тированной карциномой кишечника количество метастазов 
в печени под действием анти-Flt-1 рибозима снижалось 
втрое [199]. Этот рибозим получил название ангиозим 
(Angiozyme, ribozyme Pharmaceuticals, США) и сейчас 
проходит клинические испытания фазы I и II с участи-
ем пациентов с различными типами опухолей. В фазе I 
клинических испытаний, завершенных в июне 2001 года, 
отмечалась хорошая переносимость препарата и стаби-
лизация заболевания у 25 % пациентов [204]. Фаза II кли-
нических испытаний этого препарата у больных со злока-
чественными опухолями толстого кишечника и молочных 
желез нацелена на исследование как монотерапии ангио-
зимом, так и комбинированной терапии в сочетании с ис-
пользованием традиционных химиопрепаратов [35]. Было 
показано, что ангиозим снижал сывороточный уровень 
растворимого VeGFr-1, однако клинического ответа под-
тверждено не было. Эти данные подчеркивают важность 
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проведения комбинированной терапии с использованием 
ген-направленных веществ и стандартных химиопрепара-
тов. Обнадеживающие результаты были получены в иссле-
дованиях, проводимых с участием пациентов, страдающих 
раком толстого кишечника: одновременное применение ан-
гиозима с режимом Saltz (комбинации болюсного введения 
5-фторурацила, лейковорина и иринотекана) приводило 
к прогрессии заболевания лишь в 12.5 % случаев по срав-
нению с 25 % случаев при лечении только химиотерапией 
[35].

Многообещающие результаты получены при исследова-
нии в условиях in vivo ДНКазима, комплементарного мРНК 
гена KDR, кодирующего VeGFr-2. При четырехкратном 
введении мышам ДНКазима, направленного на инактива-
цию VeGFr2, отмечалась 75 %-ная регрессия опухоли мо-
лочных желез [200]. Антиангиогенное действие ДНКазима 
способствовало сокращению васкуляризации опухолевой 
ткани и тем самым стимулировало клеточную гибель в пе-
риферических слоях опухоли.

neu/HER-2 (ErbB-2)
In vitro. Был создан asON, комплементарный онкогену HER-
2/neu, и исследовано антисенс-опосредованное подавление 
экспрессии HER-2 для повышения противоопухолевой 
эффективности традиционной химиотерапии. В сочетании 
с доксорубицином asON аддитивно подавлял пролиферацию 
опухолевых клеток [205].

Рибозим, комплементарный мРНК гена neu, в составе 
экспрессирующей плазмидной конструкции эффективно 
расщеплял РНК-субстрат in vitro, а трансфекция клеток 
карциномы яичников таким препаратом приводила 
к 50 %-ному подавлению экспрессии гена и 39–42 %-ному 
снижению белка HER-2 [131]. 

In vivo. asON, адресованный к мРНК гена neu, сов-
мест но  с  доксорубицином  вызывал  синергическое 
противоопухолевое действие [205]. 

В условиях in vivo оценивали эффективность ингиби-
рования активности Her-2 с помощью инъекций рекомби-
нантного аденовируса, кодирующего специфический рибо-
зим [206]. Через 3 дня после внутриопухолевой инъекции 
в подкожно привитые гетеротрансплантаты карциномы 
молочных желез в опухолевой ткани наблюдали снижение 
мРНК гена neu на 59 %. Лечение мышей с такими опухолями 
еженедельными инъекциями в течение 5 недель приводи-
ло к 89 %-ной регрессии опухолей [206]. Предварительные 
результаты фазы I клинических испытаний с участием па-
циентов с трудноизлечимыми случаями рака молочных же-
лез рибозим, направленный на подавление синтеза Her-2, 
названный херзимом (Herzyme, ribozyme Pharmaceuticals, 
США), показали стабилизацию заболевания, однако при от-
сутствии какого-либо частичного или полного положитель-
ного ответа пациентов на препарат [132]. 

дРугИе геНЫ-МИШеНИ
Для ингибирования активности IGF-1r был разработан 
asOn, который вызывал митоцин-индуцированную гибель 
клеток карциномы мочевого пузыря in vitro [207], а пред-
варительная инкубация клеток меланомы с этим олигону-
клеотидом полностью препятствовала развитию опухолей 
у мышей [64].

Обработка опухолевых клеток asOn, направленных про-
тив сурвивина, способствовала увеличению доли клеток 
в состоянии апоптоза [76, 77], а применение анти-сурвивин 
рибозимов повышало чувствительность опухолевых клеток 
к радио- и химиотерапии [79–80].

В экспериментах in vitro была продемонстрирована 
эффективность препаратов на основе asON, siРНК, 
рибозимов  и  ДНКазимов  специфически  подавлять 
экспрессию химерного белка BCR-ABL [84, 85, 87, 
208, 209]. В экспериментах in vivo наиболее успешным 
оказался  тиофосфатный  asON, комплементарный 
мРНК гена BCR-ABL, внутривенные инъекции которого 
вдвое увеличивали продолжительность жизни мышей 
с развивающейся лейкемией [210].

Для подавления экспрессии гена MDR1 и повышения 
чувствительности клеток к цитостатикам были разработа-
ны asOn [211, 212] конъюгат asOn с доксорубицином [213], 
рибозим [214] и siРНК, направленные в различные районы 
последовательности мРНК гена [215–218]. Было установле-
но, что эти препараты с высокой степенью эффективности 
увеличивали или восстанавливали чувствительность опу-
холевых клеток in vitro к доксорубицину [211, 213], вин-
бластину [215], винкристину [214], дуанорубицину [217] 
и паклитакселу [218]. In vivo при подкожной транспланта-
ции мышам клеток аденокарциномы толстого кишечника, 
экспрессирующих анти-MDr1 рибозим, и последующего 
лечения доксорубицином наблюдалась практически пол-
ная регрессия роста гетеротрансплантатов [98]. Наши экс-
перименты показали, что анти-mdr1b siРНК эффективно 
подавляет экспрессию гена mdr1b в клетках высокорези-
стентной к химиопрепаратам лимфосаркомы rLS

40
 [219] 

и в комбинации с химиотерапией избирательно стимулиру-
ет их гибель in vitro, а применение сочетания циклофосфа-
мида и анти-mdr1b siРНК in vivo приводит к практически 
полной регрессии лимфосаркомы rLS

40
 у мышей и повы-

шает эффективность терапии циклофосфамидом более 
чем в 3 раза по сравнению с использованием единственно 
химиопрепарата [99].

Для преодоления МЛУ, опосредованной системой глу-
татиона, был разработан рибозим, адресованный к мРНК 
гена γ-глутамилцистеин синтетазы. Этот препарат увели-
чивал чувствительность раковых клеток толстого кишеч-
ника к цисплатину, доксорубицину и этопозиду в 1.8, 4.9 
и 1.5 раз [101]. 

Для преодоления htert-опосредованной бессмертно-
сти раковых клеток были разработаны различные химиче-
ски модифицированные asOn, направленные к мРНК гена 
hTERT, такие как PnA, 2’-О-метильный asOn, (2-5А) asOn, 
содержащий 2’5’-олигоаденилат [111, 112]. 2’-О-метильный 
asOn и (2-5А) asOn оказались наиболее успешными и вызы-
вали более чем 90 %-ную гибель опухолевых клеток in vitro 
[111, 112], а ежедневное внутриопухолевое введение (2–5 А) 
asOn в течение 14 дней вызывало более чем 50 %-ную ре-
грессию подкожно трансплантированной глиомы [112]. 

Трансфекция клеток asOn против eIF4e снижала 
уровень не только самого фактора (на 80 %), но и других 
опухоль-ассоциированных белков, таких как Bcl-2, сур-
вивин, циклин D1, c-myc и VeGF [136]. Внутривенное вве-
дение анти-eIF4e asOn мышам-опухоленосителям приво-
дило к десятикратной регрессии опухоли при отсутствии 
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токсического влияния asOn на здоровые ткани и органы 
животных [136]. 

Для подавления аномальной экспрессии Ptn были пред-
ложены рибозимы. В экспериментах in vivo было показано, 
что анти-Ptn рибозимы вызывали замедление роста опу-
холей меланомы у мышей более чем на 65 % и ингибирова-
ли ангиогенез на 70–85 % [140]. Более того, непрямое инги-
бирование сигнального пути Ptn посредством рибозимов, 
направленных к мРНК гена ALK, являющейся рецептором 
тирозинкиназы для Ptn, приводило к замедлению роста 
опухолей на 50–95 % и к двукратному увеличению сред-
ней продолжительности жизни мышей с трансплантатами 
глиобластомы [143].

Подавление функции металлопротеиназ под действием 
рибозимов приводило не к полной гибели опухоли, а к огра-
ничению ее роста, подавлению ангиогенеза и метастазиро-
вания [147, 220, 221]. 

Опосредованная рибозимом 80 %-ная супрессия синтеза 
белка FGF-BP способствовала торможению пролифера-
ции клеток карциномы предстательной железы и толстого 
кишечника [152, 222]. При подкожной трансплантации мы-
шам клеток карциномы предстательной железы, трансфе-
цированных анти-FGF-BP рибозимом, развития опухолей 
не наблюдалось [152].

Для подавления активности eGr-1 был создан ДНКазим, 
адресованный к мРНК транскрипционного фактора eGr-1. 
Внутриопухолевые инъекции этого препарата вызывали 
трехкратное уменьшение размеров опухолей [157].

Для подавления гиперфункции FAK в клетках предста-
тельной и молочных желез человека была создана siРНК. 
Трансфекция клеток разработанной siРНК вызывала ин-
гибирование клеточной адгезии, миграции и пролиферации 
клеток in vitro, а in vivo способствовала подавлению роста 
опухолей у мышей [158].

В экспериментах in vivo внутривенные инъекции анти-
cXcr4 siРНК не только приводили к снижению уровня 
мРНК CXCR4 в пульмонарной ткани до 10 %, практически 
полностью блокировали метастазирование опухоли в лег-
кие [159], но и подавляли рост первичных опухолей [223].

Стратегия борьбы с онкологическими заболеваниями 
с помощью препаратов на основе нуклеиновых кислот 
является одной из перспективных и быстроразвивающихся 
областей молекулярной онкологии. Ген-направленные 
олигонуклеотиды позволяют с высокой эффективностью 
и н г и б и р о в а т ь  к л ю ч е в ы е  з в е н ь я  р е г у л я ц и и 
злокачественного роста. Эти препараты позволяют 
не только модулировать клеточную пролиферацию, 
апоптоз и лекарственную резистентность, но и влиять 
на межклеточные взаимодействия, способствующие 
злокачественной прогрессии по организму. Однако стоит 
отметить, что, несмотря на общий механизм действия 
ген-направленных олигонуклеотидов, заключающийся 
в «выключении» гена-мишени, эффективность препаратов, 
направленных на подавление экспрессии одного и того же 
гена или, более того, гомологичных одному и тому же 
району мРНК-мишени, может значительно различаться. 

Некоторые коммерческие компании уже предприняли 
попытки разработки и выпуска противоопухолевых 
препаратов на основе ген-направленных олигонуклеотидов, 
в частности asON и рибозимов, являющихся заслуженными 

родоначальниками ген-направленного терапевтического 
подхода. Как видно из табл. 3, наиболее восприимчивыми 
к действию asON оказались гены, участвующие в усилении 
пролиферации и блокировке апоптоза опухолевых клеток, 
а такие гены-мишени, как Flt-1 (VEGFR) и neu (HER-2), 
являются более чувствительными к действию рибозимов. 
asON, направленные на подавление экспрессии генов 
H-ras, c-myc, PKC-α, кластерина, bcl-2, c-raf, и рибозимы, 
разрушающие мРНК генов Flt-1 и neu, в настоящее время 
находятся в клинических испытаниях. Такие представители 
препаратов на основе ген-направленных нуклеиновых 
кислот, как ДНКазимы и малые интерферирующие 
РНК, совсем недавно стали рассматриваться в качестве 
перспективных  терапевтических  инструментов , 
но  по  количеству  успешных  исследований  быстро 
приближаются к asON и рибозимам. Препараты на основе 
siРНК для лечения пациентов с возрастной дистрофией 
сетчатки глаза уже находятся в клинических испытаниях. 
Однако в качестве  противораковых  средств малые 
интерферирующие РНК в клинические испытания пока 
не введены.

Несмотря на безусловные достижения современной он-
кологии, проблема повышения эффективности методов 
воздействия на злокачественные новообразования по-
прежнему остается крайне актуальной. Одной из основ-
ных задач ген-направленной терапии, которую следует 
особо отметить, является обеспечение доставки препаратов 
к клеткам-мишеням, что предполагает транспорт к опреде-
ленным тканям или органам, пересечение плазматической 
мембраны и проникновение в определенные компартмен-
ты внутри клетки. Очевидно, что олигонуклеотиды сами 
по себе не обладают этими способностями, в связи с чем 
разработка транспортных систем, позволяющих повысить 
эффективность действия этих препаратов, является край-
не актуальной. Проблема транспорта интересующей иссле-
дователя последовательности РНК или ДНК в опухолевую 
клетку до сих пор остается нерешенной.

Как уже отмечалось, ключевую роль в онкогенезе игра-
ют изменения в экспрессии определенных генов, дис-
функция которых приводит к нарушениям регуляции сиг-
нальных путей, контролирующих смену фаз клеточного 
цикла, пролиферацию, апоптоз, генетическую стабиль-
ность, дифференцировку и морфогенетические реакции 
клетки. Эти процессы в клетке тесно взаимосвязаны и за-
частую взаимозаменяемы. В ряде ситуаций с помощью 
препаратов на основе нуклеиновых кислот, воздействуя 
на конкретный механизм, удается блокировать то или иное 
звено регуляции злокачественного роста. Однако не стоит 
забывать, что важнейшей особенностью онкологических 
заболеваний является развертывание каскадов регуля-
ции выживаемости клетки, которые позволяют ей усколь-
зать от ген-направленного молекулярного контроля. При-
веденное соображение нисколько не умаляет значимости 
терапии опухолей с использованием препаратов на осно-
ве нуклеиновых кислот, ориентированных на конкретный 
механизм. Однако гибкость, динамичность молекулярного 
профиля и надежность регулирования функций, важных 
для выживания опухолевой клетки, требуют дальнейшей 
многоэтапной оптимизации ген-направленной противоопу-
холевой терапии. 
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Таблица 3. Применение препаратов на основе нуклеиновых кислот в исследованиях in vivo

РНК-
мишень Препарат Тип опухоли Эффект

Стадия 
исследо-

вания

H-ras/ 
K-ras

asOn
ISIS 2503 Гепатоцеллюлярная карцинома [162, 166]

Снижение веса опухоли у мышей, подавление процессов метастазирования 
[162, 166]. Низкая токсичность для пациентов, оптимизация схемы лечения 
[48, 168], совместно с гемцитабином положительный ответ у 10% пациентов, 

среди них один полный ответ и 4 частичных [48]

II фаза

Рибозим Карцинома глотки, поджелудочной 
железы, мочевого пузыря, меланома

Подавление роста опухоли у мышей в результате увеличения доли опу-
холевых клеток в состоянии апоптоза, снижение инвазивного потенциала 
опухоли, увеличение продолжительности жизни животных [43–45, 169]

In vivo

siРНК Карцинома поджелудочной железы и 
яичников [163, 164], рак легких [165] Ингибирование роста опухолей [163–165] In vivo

c-myc

asOn
AVI-4126 

(AVIBioPharma, 
США)

Рак предстательной и молочных желез 
[50, 51]

Подавление роста опухоли на 80 % у мышей [50] Умеренная токсичность для 
пациентов, накопление препарата в опухолевой ткани [51] II фаза

siРНК Карцинома молочных желез [177], 
лимфома [176]

Препятствие развития опухоли [177]; снижение уровня мРНК с-myc в 
плазме до 15-20% [176] In vivo

PKc-α
asOn

ISIS 3521
(AffinitaktM, 

США)

Карцинома мочевого пузыря, рак легких, 
толстого кишечника [55], рак яичников 

[181], карцинома толстого кишечника [182]

Полное подавление роста опухолей у мышей при дозе ISIS 3521 0.06-0.6 мг/
кг [55]. Умеренная токсичность в клинике [180]; 3 объективных ответа на 

лечение [181]; отсутствие ответа на лечение [182]
II фаза

Кластерин asOn
OGX-001

Карцинома почек [59], рак предстатель-
ной железы [60]

В сочетании с паклитакселом двукратное уменьшение объема опухолей 
у мышей [62]. Снижение уровня кластерина в патологических тканях у 

пациентов [60]
I/II фаза

IGF-1r asOn Меланома Трансфецированные asOn клетки полностью препятствовали развитию 
опухолей [64] Ex vivo

bcl-2

asOn G3139
(Genasense™, 

США)

Лимфомы, лимфолейкозы, миелолейкозы 
[186, 187], меланома [71], лимфомы [188], 
лимфолейкоз [70], карцинома предста-

тельной железы [72]

Снижение объема опухолей у мышей [186], аддитивное противоопухолевое 
действие asOn G3139 и цисплатина [187]. Умеренная токсичность препарата 

в клинике, стабилизация опухолевого процесса у пациентов, улучшение 
качества жизни [188]

III фаза

siРНК Мышиные опухолевые клетки печени Н22 
[185], рак поджелудочной железы [189]

Торможение роста опухоли печени у мышей на 66.5% [185]; снижение объема 
гетеротрасплантатов опухолей поджелудочной железы на 56% [189] In vivo

bcr-abl asOn Хронический миелолейкоз Увеличение средней продолжительности жизни мышей в 2 раза [210] In vivo

c-raf

asOn 
ISIS 5132 

(neopharm, 
США)

Рак яичников [93, 192] и предстательной 
железы [92], аденокарцинома толстого 

кишечника [94]

Подавление роста опухолей у мышей [192]. Умеренная токсичность пре-
парата в клинике [195], стабилизация заболевания более чем в 25% случаев 

[92, 93]
II фаза

MDr1, 
mdr1a/
mdr1b

Рибозим Аденокарцинома толстого кишечника Практически полная регрессия опухоли у мышей в эксперименте ex vivo в 
комбинации с доксорубицином [98] Ex vivo

siРНК лимфосаркома мыши [99, 219] Практически полная регрессия опухоли у мышей в эксперименте in vivo в 
комбинации с циклофосфамидом [102] In vivo

DnMt1 asOn MG98

Немелкоклеточный рак легкого, карцино-
ма толстого кишечника, метастатическая 
почечная карцинома и другие солидные 

опухоли [108, 196, 197]

Регрессия опухолей у мышей линии nude [196]. Отсутствие серьезных побоч-
ных эффектов, отсутствие клинического ответа у пациентов [108,196, 197] II фаза

htert asOn Глиома Более чем 50%-ная регрессия опухоли [112] In vivo

rrr2

asOn
GtI-2040 

(Genasense™, 
США)

Солидные опухоли

Ингибирование роста опухолей во всех исследованных экспериментальных 
моделях, максимальный эффект при карциноме почек – 95-98%-ная регрес-

сия [116]. Отсутствие серьезных побочных эффектов, оптимизация схемы 
лечения [117]

II фаза

siРНК Аденокарцинома поджелудочной железы Синергическая цитотоксичность siРНК и гемцитабина [198] In vivo

VEGF, Flt-1 
(VeGFr1), 

KDR 
(VeGFr2)

asOn Карцинома почек 5-кратная регрессия опухоли [201] In vivo

siРНК Аденокарцинома толстого кишечника и 
предстательной железы [202, 203]

10-кратное замедление роста аденокарциномы толстого кишечника [202] 
и 1.5-кратное ингибирование карциномы предстательной железы [203], 

подавление васкуляризации опухолей [202, 203]
In vivo

Рибозим
Ангиозим, Sirna 

ther., США

Карцинома легких [199], рак толстого 
кишечника [35, 204], рак молочных желез 

[35] 

Регрессия роста карциномы легких Льюис у мышей на 92%, 70-80%-ное 
снижение количества метастазов в легких [199]. Хорошая переносимость 

препарата пациентами, снижение уровня VeGFr-1 в опухолевых клетках, 
стабилизация заболевания у 25% больных [35, 204]

II фаза

ДНКазим Карцинома молочных желез Регрессия опухоли на 75% у мышей, сокращение плотности сосудов в опухо-
лях, гибель периферических слоев опухоли [200] In vivo

neu (Her-
2/erbB2)

asOn Рак яичников и молочных желез Совместно с доксорубицином синергическое противоопухолевое действие [205] In vivo
Рибозим
Херзим Карцинома молочных желез Регрессия опухолей у мышей на 89% [206]. Хорошая переносимость препара-

та пациентами, стабилизация заболевания [132] I фаза

eIF4e asOn
LY2275796 Карцинома предстательной железы 10-кратная регрессия опухоли, отсутствие токсического эффекта на здоро-

вые органы и ткани у мышей [136]

PTN и ALK

Рибозим
(анти-Ptn) Меланома Уменьшение размеров опухолей на 65%, ингибирование васкуляризации на 

70-85%, индукция апоптоза [140] In vivo

Рибозим
(анти-ALK) Глиобластома Замедление роста опухоли, двукратное увеличение продолжительности 

жизни мышей-опухоленосителей [143] In vivo

MMP9 Рибозим Метастатические фибробласты [220], рак 
предстательной железы [147]

8-кратное снижение метастазирования, увеличение средней продолжитель-
ности жизни мышей на 1/

3
, отсутствие влияния на развитие первичной 
опухоли [147, 220]

Ex vivo

FGF-BP Рибозим Карцинома предстательной железы Угнетение развития опухоли [152] Ex vivo
eGr-1 ДНКазим Карцинома молочных желез Трехкратное подавление роста опухоли [157] In vivo

FAK siРНК Карцинома предстательной и молочных 
желез Регрессия опухолей [158] In vivo

cXcr4 siРНК Карцинома молочных желез Практически полное ингибирование метастазирования, снижение уровня 
мРНК CXCR4 до 10% [159], регрессия опухоли [223] In vivo
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Самоподдержание 
стволовых клеток 
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РеФеРАт Одним из характерных признаков взрослых стволовых клеток является  асимметричное деление, благодаря которому одна дочерняя клетка сохра-
няет статус стволовых клеток, а другая оказывается комитированной к дифференциации. В последнее время появляются данные, позволяющие заключить, 
что асимметричное деление имеет еще один важный аспект – обеспечивает самоподдержание стволовых клеток.
Ключевые слова: асимметричное деление, стволовые клетки, старение стволовых клеток, самоподдержание стволовых клеток, агресомы, нейробласты 
дрозофилы.
Список сокращений: гемопоэтические стволовые клетки (ГСК), мутантный белок хантингтин Htt, опухолевый супрессор Lgl (lethal giant larvae), стволовые 
клетки (СК), опухолевый супрессор Discs-large (Dlg), Partitioning defective protein (Par).

ВВедеНИе
Центральным аспектом биологии стволовых клеток явля-
ется асимметричное деление. Достаточно давно было пред-
положено, что именно с помощью асимметричного деления 
решаются сразу две проблемы: одна дочерняя клетка со-
храняет свойства стволовой и продолжает самоподдержи-
ваться, тогда как другая приобретает способность к диф-
ференциации [1, 2, 3, 4]. Ниши стволовых клеток создают 
асимметричное микроокружение и контролируют локаль-
ные процессы пролиферации и дифференциации ство-
ловых клеток путем интеграции сигналов, поступающих 
от соседних клеток, от организма и от внешней среды [5]. 
Ниши создают систему сигналов, направленную на поддер-
жание стволовых клеток, что достаточно детально было из-
учено на примере герминативных стволовых клеток Dros-
ophila. Например, для герминативных стволовых клеток 
яичника дрозофилы было показано, как сигнал стромаль-
ных клеток (Dpp) регулирует самоподдержание стволовых 
клеток и оказывает влияние на судьбу дочерних клеток 
[6]. В процессе онтогенеза и при опухолевой трансформа-
ции стволовые клетки могут делиться как симметрично, 
так и асимметрично в зависимости от обстоятельств, в ко-
торых они находятся [2]. 

Асимметричное деление, наряду с межклеточными 
взаимодействиями, является универсальным механизмом 
формирования разнообразия клеток, и поэтому оно имеет 
исключительное значение в развитии многоклеточных ор-
ганизмов. Разнообразие клеточных типов может создавать-
ся двумя основными путями [7]. Один путь заключается 

в том, что сначала образуется большое число одинаковых 
клеток, которые в дальнейшем благодаря межклеточным 
взаимодействиям приобретают разные пути дифферен-
циации. В другом случае, при асимметричном делении, до-
черние клетки оказываются разными, когда в поляризо-
ванной материнской клетке в процессе митоза происходит 
сегрегация определяющих судьбу клеток детерминант 
только в одну дочернюю клетку. Такое распределение де-
терминант обеспечивает выбор одной дочерней клеткой 
определенного пути специализации, который отличается 
от специализации сестринской клетки.

Для успешного протекания асимметричного деления не-
обходимо осуществление нескольких ключевых процессов.
1. Делящаяся клетка исходно должна быть поляризована. 
Поляризация может включать различие в структуре от-
дельных участков клеточной мембраны и неравномерное 
распределение каких-либо детерминант в кортексе и ци-
топлазме клетки. 
2. Митотическое веретено ориентируется параллельно оси 
поляризации клетки. 
3. Образующееся митотическое веретено также асимме-
трично. Это выражается в том, что две центросомы, его об-
разующие, оказываются неодинаковыми. 
4. В результате деления детерминанты, определяющие 
судьбу дочерних клеток, распределяются асимметрично 
между дочерними клетками.

Оба пути дифференциации клеток и стратегии развития 
организмов можно видеть у близкородственных нематод 
[8]. У Caenorhabditis elegans и Acrobeloides nanus раннее 
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развитие начинается с асимметричных митозов, и образо-
вавшиеся клетки имеют строго детерминированную судь-
бу: из 949 митозов, которые происходят при развитии 
C. elegans, 807 являются асимметричными. А у нематоды 
Enoplus brevis вначале образуются одинаковые бласто-
меры, которые дифференцируются уже в дальнейшем 
развитии в результате асимметричных делений. Асимме-
тричное деление является консервативным механизмом, 
обеспечивающим возможность развития дочерних клеток 
в разных направлениях, поэтому проблема асимметрично-
го деления имеет фундаментальное значение для биологии 
развития, и в частности для биологии стволовых клеток [9, 
7, 10]. Асимметричное деление обнаружено в разных груп-
пах организмов: у бактерий [11, 12], дрожжей [7], вольвокса 
[13], нематод [14], у дрозофилы [15], у позвоночных [16, 17] 
и растений. Несколько объектов хорошо изучены и счита-
ются классическими. К их числу относятся делящиеся ней-
робласты дрозофилы [15] и деления первых бластомеров 
у Caenorhabditis elegans [14, 18]. Предпосылки для асим-
метричного деления клеток, по-видимому, существуют 
у всех организмов, но их реализация зависит от конкрет-
ных условий, в которых находится клетка. Сейчас можно 
с достаточной уверенностью сказать, что в клетке есть две 
программы: для симметричного и асимметричного деле-
ния. В процессе онтогенеза и при опухолевой трансфор-
мации стволовые клетки могут делиться как симметрич-
но, так и асимметрично в зависимости от обстоятельств, 
в которых они находятся [2]. Например, в эмбриональ-
ном развитии мыши асимметричное деление направлено 
на регулирование числа нейральных стволовых клеток. 
На стадии 12–16 сут гестации в вентрикулярной зоне моз-
га обнаруживается большое количество апоптотических 
клеток и одновременно повышается экспрессия церами-
да. Показано [19], что в это время нейральные прогенитор-
ные клетки делятся таким образом, что в них происходит 
асимметричное распределение нестина и PAr-4 (prostate 
apoptosis response 4). В результате такого деления одна 
дочерняя клетка оказывается нестин – PAr-4+, в которой 
повышенное содержание церамида вызывает апоптоз, 
а другая клетка, не экспрессирующая PAr-4, была нестин-
положительной и не подвергалась апоптозу. Кроме того, 
асимметричное деление функционально связано с апопто-
зом, поскольку некоторые гены, вовлеченные в регуляцию 
асимметричного деления, контролируют сигнальные пути, 
ответственные за апоптоз [20]. Переход дочерних клеток 
в апоптоз, так же как и в дифференцированное состояние, 
может быть использован в организме для поддержания 
клеточного гомеостаза. У дрозофилы мутации по некото-
рым генам в гомозиготном состоянии вызывают нарушение 
апикально-базальной поляризации клеток и дезорганиза-
цию структуры эпителия, и поэтому такие гены были обо-
значены как гены клеточной поляризации. Установление 
и поддержание апикально-базальной поляризации клеток 
имеет исключительно большое значение для их функцио-
нирования и протекания асимметричного митоза. Поляри-
зация клеток контролируется сложным взаимодействием 
большого числа генов [21, 22]. Потеря клеткой поляризации 
и связанное с этим нарушение асимметричного митоза мо-
гут повлиять на нарушение пролиферативного контроля, 
что в свою очередь способно вызвать цепь событий, при-

водящих к развитию опухоли. На нейробластах Drosophila 
было показано, что гены, от которых зависит асимметрич-
ный митоз, могут быть опухолевыми супрессорами, а мута-
ции этих генов способны вызывать неопластический рост 
[23, 24].

АСИММетРИЧНОе делеНИе НейРОблАСтОВ дРОЗОФИлЫ
Одной из наиболее изученных моделей асимметрично-
го деления являются нейральные прогениторные клетки 
(нейробласты) Drosophila, которые дают начало большей 
части клеток центральной нервной системы. Нейробласт 
проходит асимметричное деление и образует две дочер-
ние клетки разного размера. Большая по размеру клетка 
сохраняет свойства нейробласта и может несколько раз 
асимметрично разделиться, тогда как меньшая дочерняя 
клетка, называемая материнской клеткой ганглия, коми-
тирована к дифференциации и делится только один раз, 
образуя два нейрона или две клетки глии. В поляризации 
клетки участвует большое число белковых комплексов [25, 
26]. Апикально-базальная поляризация нейробласта проис-
ходит в позднем периоде G2, когда набор белков, получив-
ший название Par комплекс, локализуется в апикальной 
части клетки. Для успешного протекания митоза необхо-
дима правильная локализация белковых комплексов в апи-
кальном кортексе нейробласта [24]. По-видимому, сегрега-
ция базолатеральных и апикальных белковых комплексов 
основана на их антагонизме, что и вызывает их полярное 
распределение в клетке. 

В нейробласте дрозофилы апикально расположенные 
белки образуют два комплекса, объединенных адаптор-
ным белком Inscuteable. Эволюционно консервативный 
комплекс Par включает Bazooka/Par3, aPKc, и Par6 и яв-
ляется первым комплексом белков, который локализу-
ется в клеточном кортексе нейробласта и первоначально 
вовлечен в вытеснение из апикального кортекса белков, 
которые локализуются в базальной части клетки. Этот 
белковый комплекс регулирует активность опухолевого 
супрессора Lgl (lethal giant larvae), который также необ-
ходим для правильного таргетинга базальных белковых 
комплексов. Lgl напрямую ассоциирован с Par6 и в этом 
комплексе aPKc, по-видимому, инактивирует Lgl путем 
его фосфорилирования. Благодаря активности нефосфо-
рилированного Lgl белок Miranda рекрутируется в ба-
зальный кортекс. 

Второй апикальный белковый комплекс содержит белки, 
связанные с сигнальным путем гетеротримерного G-белка, 
и включает Gαi, Partner of Inscuteable (Pins) и Locomotion 
defects (Loco). Комплекс Gαi–Pins–Loco опосредует обра-
зование митотического веретена и правильное его положе-
ние (параллельно апикально-базальной оси) по отношению 
к плоскости деления нейробласта.

Митотическое веретено нейробласта асимметрично, 
длина его больше в апикальной части, в результате чего оно 
сдвинуто в сторону базального кортекса. Это обеспечивает, 
как указано выше, образование клеток разного размера. 
Центросомы в делящемся нейробласте Drosophila оказыва-
ются неравнозначными, большая по размеру материнская 
центросома окружена более экстенсивными астральными 
микротрубочками и остается в нейробласте в последующих 
делениях. 
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Благодаря двум локализованным в кортексе опухолевым 
супрессорам (Dlg) Discs large и (Lgl) Lethal (2) giant larvae 
апикальный Par комплекс обеспечивает базальную лока-
лизацию РНК-связывающего белка Staufen, транскрипци-
онного фактора Prospero (Pros), белка numb, ассоциирую-
щегося с плазматической мембраной, и адапторных белков 
Miranda (Mira) и Partner of numb (Pon) [27, 28]. Опухоле-
вый супрессор Lgl, являющийся цитоскелетным белком, 
непосредственно связывается с немышечным миозином II 
(Zipper), подавляет его активность и предотвращает связы-
вание с апикальным кортексом. Lgl равномерно распреде-
лен по всему кортексу клетки. Однако в области апикаль-
ного кортекса аPKc фосфорилирует и инактивирует Lgl, 
высвобождая миозин II. Активированный миозин II может 
формировать филаменты и вытеснять белок Miranda. На-
против, в базальном кортексе Lgl активен, поскольку здесь 
нет аPKc, и он подавляет активность миозина II, что позво-
ляет белку Miranda локализоваться в базальном кортексе 
[29]. В противоположность миозину II, который вытесняет 
детерминанты из апикального кортекса, миозин VI (Jaguar) 
обеспечивает базальную локализацию и сегрегацию Mira/
Pros посредством везикулярного транспорта [30].

Белок Pins может ассоциироваться с белком митотиче-
ского аппарата Mud (mushroom body defective), ассоции-
рованного с центросомой и апикальным кортексом, кото-
рый необходим для правильной ориентации веретена. Dlg 
и белок Khc-73 (Kinesin-73), находящиеся на плюс-концах 
астральных микротрубочек, также необходимы для пра-
вильного положения веретена. Актиномиозиновый цито-
скелет играет важную роль в сборке этих апикальных и ба-
зальных белковых комплексов. По-видимому, филаменты 
актина, а не микротрубочки, участвуют в связывании бел-
ков с кортексом. Миозины Drosophila II (Zipper) и VI (Jag-
uar) присутствуют во взаимоисключающих комплексах 
с Miranda и необходимы для правильной локализации де-
терминант, определяющих судьбу клетки. Асимметричная 
локализация numb регулируется каскадом фосфорилиро-
вания, который запускает активированная Aurora-A. Эта 
киназа фосфорилирует Par-6, регуляторную субъединицу 
aPKc, что вызывает активацию aPKc. Это, в свою очередь, 
приводит к фосфорилированию Lgl, который связывает 
и подавляет aPKc в интерфазе. Фосфорилированный Lgl 
освобождается от aPKc и позволяет белку Bazooka занять 
свое место в белковом комплексе. В результате этого ме-
няется специфичность субстрата, и aPKc может фосфо-
рилировать numb. В фосфорилированном виде numb ло-
кализуется асимметрично в виде серпа в базальной части 
клетки [31]. Белки базальной части нейробласта образуют 
два комплекса. Один из этих комплексов содержит адап-
торный белок Miranda, который ассоциируется с транс-
крипционным репрессором Brat (Brain tumor) и способ-
ствует его асимметричной локализации, гомеодоменный 
транскрипционный фактор Prospero и белок Staufen, свя-
зывающий двунитевую РНК, который сам может связы-
вать транскрипты prospero. Второй комплекс содержит 
numb, антагонист белка notch, и связывающийся с ним 
Pon (Partner of numb). После сегрегации в материнскую 
клетку ганглия Мiranda деградирует, что позволяет Pros-
pero транслоцироваться в ядро и активировать гены, во-
влеченные в дифференциацию, и репрессировать гены, 

вовлеченные в процессы пролиферации. Митотическое 
веретено принимает активное участие в процессе асимме-
тричного деления. На ряде объектов было показано, что оно 
образовано структурно и функционально различающимися 
центросомами. Митотическое веретено также оказывает-
ся асимметричным, поскольку оно образовано структурно 
и функционально различающимися центросомами.

Для дрожжей S. cerevisiae была предложена «модель 
компаса» [32, 33], которая состоит в том, что митотическое 
веретено, подобно магнитной стрелке компаса, распола-
гается в клетке не пассивно, а реагирует на сигналы кор-
тикального слоя цитоплазмы. При почковании дочерней 
клетки белок Kar9, необходимый для правильной ориен-
тации веретена, располагается на полюсе, который ориен-
тирован в сторону дочерней клетки. Затем Kar9 переходит 
от полюса на микротрубочки, которые направляются в до-
чернюю клетку к определенным участкам кортикального 
слоя цитоплазмы. Эта модель предполагает, что асимме-
трия веретена необходима для того, чтобы оно могло реа-
гировать на сигналы кортекса и занимать правильное поло-
жение в делящейся клетке. В нейробластах дрозофилы [34] 
и эмбриональном кортексе мозга мыши [35] асимметричное 
деление клетки сопровождается активным движением ми-
тотического веретена. Однако в герминативных стволовых 
клетках дрозофилы уже в интерфазе центросомы занима-
ют окончательную позицию, и протекание асимметричного 
деления происходит при постоянном положении веретена 
[36].

АССИМетРИЧНОе делеНИе у ВЫСШИХ ОРгАНИЗМОВ
У высших организмов асимметричное деление изучено не-
достаточно. Отдельные данные указывают на то, что эти 
деления имеют место. Во многих эпителиальных тканях 
обнаруживаются как симметричные, так и асимметричные 
деления клеток. Например, при симметричных митозах обе 
клетки оказываются морфологически одинаковыми и рас-
полагаются на базальной мембране, а при асимметричном 
митозе дочерние клетки морфологически различаются, 
причем одна из них сразу переходит в супрабазальный 
слой эпителия. Это позволяет предположить, что при сим-
метричном и асимметричном делениях могут быть разные 
механизмы миграции клеток в супрабазальный слой. В ба-
зальных клетках эпителия пищевода человека описано 
асимметричное деление [37], при котором митотическое 
веретено располагается перпендикулярно базальной мем-
бране, и поэтому одна дочерняя клетка сохраняет контакт 
с базальной мембраной, а другая оказывается в супраба-
зальном слое эпителия. Авторы предполагают, что таким 
способом делятся стволовые клетки. В эпидермисе мыши 
на 12.5-й день эмбрионального развития бóльшая часть 
эпидермиса однослойна и подавляющее число клеточных 
делений осуществляется в плоскости эпителия, т.е. они 
симметричны, однако некоторые клетки делятся перпен-
дикулярно плоскости базальной мембраны. По мере появ-
ления многослойного эпидермиса после 15.5-го дня геста-
ции более 70 % клеток имеют вертикально расположенное 
веретено. Это может говорить о том, что стратификация 
эпидермиса в значительной мере происходит за счет асим-
метричных митозов [38]. В эпидермисе хвоста мыши около 
30 % клеток базального слоя могут проходить асимметрич-
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ное деление [39]. Лампрехт [40] показал, что в базальных 
клетках эпителия роговицы крысы встречаются как сим-
метричные, так и асимметричные митозы. 
Oдиночные прогениторные гематопоэтические клетки, вы-
деленные из фетальной печени человека, проходят асим-
метричные деления in vitro [41]. Это выражалось в том, 
что клетки cD34+ приблизительно в 30 % случаев дава-
ли начало двум дочерним клеткам с разным поведением. 
Одна клетка оставалась в состоянии покоя до 8 дней, тог-
да как другая начинала размножаться экспоненциально 
со временем удвоения, равным 12 ч. Еще чаще (прибли-
зительно в 40 % случаев) асимметрично делились клетки 
cD34+cD38-. Вопрос относительно асимметричного деления 
стволовых клеток у млекопитающих остается пока недоста-
точно изученным, но некоторые косвенные данные позво-
ляют предположить такую возможность. Стволовые клет-
ки составляют от долей процента до нескольких процентов 
от всех тканевых клеток и во многих случаях их очень 
трудно идентифицировать in situ. Роль асимметричной се-
грегации детерминант в клетках позвоночных практически 
не изучена, однако были обнаружены гомологи некоторых 
генов, обеспечивающих прохождение асимметричного ми-
тоза у дрозофилы. Эволюционно консервативный ген numb 
обнаружен у многих позвоночных животных [44, 45]. Асим-
метричные деления происходят в клетках церебрального 
кортекса хорька [42] и в стволовых клетках церебрального 
кортекса и нейробластах мыши [43], и для их реализации, 
так же как и в нейробластах дрозофилы, необходимо асим-
метричное распределение фактора numb. Асимметричная 
локализация numb обнаружена в делящихся сателлитных 
клетках мыши [46]. У дрозофилы функция numb заклю-
чается в подавлении сигнализации notch в процессе ней-
рогенеза. У позвоночных numb выполняет те же функции, 
что и в нейробластах дрозофилы, и участвует в регуляции 
асимметричного деления клеток млекопитающих [45, 47, 
48]. У позвоночных были обнаружены два гомолога Pins [49]. 
У крысы белку Pins соответствует AGS-3, который экс-
прессируется только в некоторых тканях. Другой гомолог 
Pins, LGn, экспрессируется во многих тканях у человека. 
В интерфазе этот белок находится в цитоплазме, а во вре-
мя митоза он ассоциируется с полюсами веретена. Пода-
вление экспрессии LGn нарушает организацию веретена 
и препятствует нормальному расхождению хромосом [50]. 
Функционирование Insc необходимо для правильной ори-
ентации асимметричного митоза в прогениторных клетках 
сетчатки крысы [51]. Найдены также гомологи для Par-3, 
Par-6 и aPKc.

СтАРеНИе СтВОлОВЫХ КлетОК
Вопрос о возрастных изменениях стволовых клеток по мере 
старения всего организма и тканей, в которых они лока-
лизованы, представляет большую важность для биологии 
стволовых клеток [52]. В быстро обновляющихся тканях 
(таких как кровь, эпидермис, эпителий кишечника) ство-
ловые клетки составляют заметный компартмент и имеют 
большой пролиферативный потенциал. Гемопоэтические 
стволовые клетки мыши функционируют на протяжении 
жизни животного, а серийные трансплантации показали, 
что продолжительность жизни стволовых клеток может 
даже значительно превышать продолжительность жиз-

ни организма. Во многих экспериментах было показано, 
что старые (aging) клетки костного мозга, так же как и мо-
лодые, способны восстанавливать гемопоэз у реципиентов 
после повторных трансплантаций [53, 54, 55]. После не-
скольких раундов трансплантации способность стволовых 
клеток спасать летально облученных животных снижа-
ется, однако следует отметить, что при этом может не ис-
тощаться пролиферативный потенциал стволовых клеток, 
но неблагоприятные факторы, связанные с техникой вы-
деления и трансплантации стволовых клеток и облучения 
донорских ниш [56, 57], проявляют свое действие. Это по-
зволяет предположить, что с возрастом организма в ство-
ловых клетках не происходит существенное снижение 
пролиферативного потенциала. И тогда, естественно, воз-
никает вопрос: стареют ли стволовые клетки? В настоящее 
время этот вопрос не может быть решен однозначно. Ста-
рение стволовых клеток может быть репликативным (в ре-
зультате накопления ошибок при повторных пролифера-
тивных циклах) и хронологическим и затрагивать разные 
аспекты поведения стволовых клеток. Хотя по способности 
восстанавливать кроветворение гемопоэтические стволо-
вые клетки (ГСК) молодых и старых мышей были сходны, 
у старых животных было в 5 раз больше ГСК, чем у моло-
дых, но они хуже находили ниши и встраивались в костный 
мозг облученных реципиентов. У молодых животных ГСК 
преимущественно были в состоянии покоя, тогда как у ста-
рых животных они чаще находились в пролиферативном 
цикле [58, 59]. Клональный анализ репопулирующих ГСК 
показал, что у стареющих животных снижается число лим-
фоидных (lymphoid-biased) ГСК, а число долгоживущих 
ГСК миелоидного ряда накапливается. Миелоидные ГСК 
молодых и старых животных ведут себя одинаково во всех 
отношениях. Это указывает на то, что старение не влияет 
на свойства индивидуальных СК, но сказывается на кло-
нальном составе ГСК. По-видимому, снижение уровня лим-
фоцитов в крови может быть показателем старения ГСК 
[60]. Росси с сотрудниками [61] показал, что с возрастом 
животного в стволовых клетках накапливаются эндоген-
ные нарушения ДНК, что может быть причиной их старе-
ния и отразиться на функционировании СК и поддержании 
тканевого гомеостаза при стрессе. Поведение ГСК при ста-
рении организма может зависеть также от генетических 
факторов, что проявляется у мышей разных линий. Число 
ГСК у мышей линии DBA с возрастом почти не меняется, 
а число молодых ГСК даже снижается, тогда как в линии 
c57BL/6 оба показателя у старых животных существенно 
увеличены [62]. 

Есть основания считать, что возрастные изменения ство-
ловых клеток являются обратимыми, поскольку на при-
мере сателлитных клеток скелетной мышцы мыши было 
показано [63], что при гетерохронном парабиозе происхо-
дит омоложение сателлитных клеток старых животных. 
Возрастные изменения стволовых кроветворных клеток 
мышей также могут быть обратимыми [64]. Что касается 
герминативных стволовых клеток, то происходит явное 
старение ниши, в которой они находятся [65]. Эмбрио-
нальные стволовые клетки в условиях культивирования 
in vitro, по-видимому, не стареют [66]. У мыши в течение 
жизни не обнаружено заметного старения и снижения фи-
зиологических функций эпидермальных стволовых кле-
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ток [67], что может быть связано с особой биологической 
значимостью эпидермиса как защитного барьера в жизни 
животных. Эти данные позволяют говорить о возрастных 
обратимых (эпигенетических) изменениях стволовых кле-
ток при длительном сохранении их пролиферативного по-
тенциала. В целом можно заключить, что число тканевых 
стволовых клеток и их функциональное состояние с воз-
растом организма могут меняться, но при этом стволовые 
клетки сохраняют способность к самоподдержанию. Од-
ним из процессов, связанных со старением клеток, явля-
ется образование внутриклеточных белковых включений. 
Правильное сворачивание (folding) вновь синтезирован-
ных белков в клетке требует участия различных белковых 
кофакторов, известных под именем молекулярных шапе-
ронов. Эти молекулы распознают и связывают растущие 
цепи полипептидов и частично свернутые белки, чтобы 
обеспечить им нативную конформацию и предотвратить 
неправильное сворачивание (misfolding) и последующую 
агрегацию. Существует несколько семейств шаперонов, 
в т.ч. белков теплового шока. На протяжении клеточного 
цикла происходят постоянный синтез и деградация белков. 
Неправильно свернутые белки или белки, поврежденные 
в результате окислительного стресса или теплового шока, 
разрушаются в клетке в результате протеолиза, однако 
при некоторых условиях клетка оказывается неспособной 
деградировать неправильно свернутые и поврежденные 
белки [68], и они могут образовать микроагрегаты. У выс-
ших эукариот эти микроагрегаты накапливаются в агре-
сомах, которые образуются в результате направленного 
транспорта микроагрегатов от периферии клетки к цен-
тросомам или центрам организации микротрубочек, где 
они окружаются промежуточными микрофиламентами 
[69]. Образование агресом представляет собой генерали-
зованный ответ клетки на скопление агрегированных не-
деградированных белков. После включения в агресомы 
белки уже не могут быть деградированы протеасомами. 
Накопление большого количества агресом («биологиче-
ского мусора») рассматривается как одна из важных при-
чин старения и гибели клеток [70, 71]. Накопление агресом 
может быть причиной нарушения функции и гибели пост-
митотических клеток, таких как нейроны или кардиомио-
циты. Многие нейродегенеративные патологии, включая 
болезни Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона, харак-
теризуются избирательной гибелью нейронов, связанной 
с накоплением агресом, образование которых является ре-
зультатом ненормального процессинга мутантных непра-
вильно свернутых или поврежденных белков убиквитин-
протеасомной системой [72]. Например, мутантный белок 
хантингтин (Htt, Hantingtin), характерный для болезни 
Хантингтона, содержит увеличенный полиглутаминовый 
фрагмент, что способствует образованию агресом. Arrasate 
et al. [73] показали, что при увеличении в клетках количе-
ства диффузного Htt наступает гибель определенных ней-
ронов. Объединение микроагресом с формированием тел 
включения увеличивает жизнеспособность нейронов и за-
щищает их от токсического действия Htt. Подобным же об-
разом стареющие клетки накапливают окисленные белки, 

например карбонилированные белки, которые образуют 
высокомолекулярные агрегаты, не подверженные дегра-
дации [74]. Скопление агресом около центросом до опре-
деленной степени не влияет на правильную организацию 
веретена и течение митоза, но при большом избытке агре-
сом начинается нарушение митоза и функционирования 
клеток [75]. Функциональная неодинаковость центросом 
в клетке вызывает асимметричную ориентацию веретена. 
Это показано для нейробластов дрозофилы [76], стволовых 
герминативных клеток дрозофилы [77] и клеток почкую-
щихся дрожжей [32]. Асимметрия центросом выражается 
в частности в том, что только около одной из них накапли-
ваются агресомы [75]. Поскольку механизм асимметрич-
ного деления в нейробластах дрозофилы хорошо изучен, 
а сами нейробласты часто используют для моделирования 
поведения стволовых клеток, они были выбраны для изуче-
ния поведения мутантных белков в асимметричном митозе 
[75]. Была создана рекомбинантная дрозофила, у которой 
экспрессировался N-концевой фрагмент белка человека 
Htt, содержащий 128 глутаминовых повторов (Htt-Q128). 
В культуре изолированных нейробластов было показано, 
что агрегированный белок Htt-Q128 обычно формировал 
белковое включение, ассоциированное только с одним по-
люсом веретена. В результате асимметричного деления 
включение попадало в новообразованный нейробласт, а ма-
теринская клетка ганглия была свободна от поврежденных 
белков. Эти данные позволяют предположить, что меха-
низм сегрегации агресом в процессе асимметричного мито-
за может выполнять ту же функцию и в стволовых клетках 
млекопитающих. В клетках дрозофилы на стадии бласто-
дермы происходят асимметричные деления, и при этом 
белки, предназначенные для деградации, распределяются 
асимметрично (78).

Есть указание на то, что в стволовых клетках крипты тон-
кого кишечника у пациентов со спиноцеребеллярной атакси-
ей 3 типа (СЦА-3) происходит асимметричное распределе-
ние мутантного белка ataxin-3 [75]. Этот белок не образует 
включений у нормальных пациентов, а у пациентов с СЦА-3 
агресомы выявляются в комитированных и дифференциро-
ванных клетках, но не образуются в стволовых клетках, на-
ходящихся на дне крипты около клеток Панета. Судя по ми-
кроскопическим включениям, которые видны в электронном 
микроскопе, ataxin-3 экспрессируется и в стволовых клет-
ках крипты, но они освобождаются от агресом в результа-
те асимметричного митоза. Эти данные позволяют пред-
положить, что еще одна исключительно важная функция 
асимметричного деления заключается в самоподдержании 
линии взрослых стволовых клеток. При этом одна из двух 
дочерних клеток освобождается от поврежденных недегра-
дируемых молекул белков и сохраняет свой биологический 
возраст, тогда как другая дочерняя клетка, получающая 
поврежденные молекулы, или погибает в результате апоп-
тоза, или дифференцируется. Непрерывная пролиферация 
является необходимым условием самоподдержания взрос-
лых стволовых клеток, поскольку в непролиферирующих 
клетках поврежденные белки накапливаются, и происходит 
хронологическое старение клеток. 
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РеФеРАт Неферментативное гликирование белков является причиной метаболического стресса, который приводит к цитотоксичности и вызывает повреж-
дения тканей. Гипергликемия ведет к увеличению количества продуктов глубокого гликирования, которые и вызывают большую часть проявлений сосу-
дистой патологии, приводя к диабетическим осложнениям. Усиленное гликирование иммуноглобулинов и их ускоренное выведение из кровотока является 
предполагаемым естественным механизмом предотвращения накопления альтернативных продуктов гликирования и, таким образом, смягчения микро-
васкулярной патологии. В данной работе продемонстрировано, что антитела против гликопротенина KLH активно реагируют с гликопептидами сыворотки 
крови диабетиков. Эти реакции обусловлены ковалентным связыванием легких цепей антител и карбонильными группами гликопептидов. Животные, 
страдающие диабетом, которые были иммунизированы с целью индукции реактивных антител, имели сниженные уровни циркулирующих и связанных 
в почках продуктов гликирования, что коррелировало с ослаблением диабетической нейропатии. Молекулярный анализ процесса гликирования антител по-
казал, что модифицировались в основном легкие цепи, несущие закодированные в зародышевой линии вариабельные районы лямбда. Ранее мы наблюдали, 
что фрагменты антител, несущие вариабельные районы в зародышевой конфигурации, могут быть выявлены в человеческой Fv библиотеке по способности 
ковалентно связываться с реактивным фосфорным эфиром. Модификация этих Fv фрагментов происходила по специфическим остаткам в области вариа-
бельных районов легких цепей, которые соответствовали комбинированному сайту связывания в области взаимодействия легких и тяжелых цепей. Эти 
данные позволяют предположить, что ковалентное связывание – это естественное свойство антител, которое сохранилось для выполнения определенных 
физиологических функций. Эта гипотеза обсуждается в связи с современными данными о природных антителах, которые распознают окисленные молекулы 
собственного организма, и о каталитических аутоантителах, которые обнаруживаются при аутоиммунных заболеваниях. 
Ключевые слова: метаболический стресс, цитотоксичность, природные аутоантитела, KLH-иммунизированные крысы.
Список сокращений: OP (organophosphorus compound) - фосфорорганические соединения, LDL (Low Density Lipoprotein) – липопротеин низкой плотности, 
nAbs (natural autoantibodies) - природные аутоантитела, AGe (advanced glycation end-products) - конечные продукты глубокого гликирования, rAGe - AGe-
рецептор, KLH - пируват-гаптен, коньюгированный с гемоцианином миноги, PAMPs (pathogenassociated molecular patterns) – патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны, tLr - toll-like рецептор.
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ВВедеНИе
Появление огромного разнообразия антител для защиты 
от всего разнообразия возможных антигенов – это харак-
терная черта приобретенного иммунитета. Структурной 
основой приобретенного иммунитета является вариа-
бельность сайтов связывания антигенов на B-клеточных 
рецепторах и антителах. Соответственно, антитела тесно 
связаны с генетической рекомбинацией и накоплением му-
таций, которые ступенчато улучшают связывание между 
вариабельными районами антител и комплементарными 
участками антигена. В отличие от афинности, которая по-
степенно усиливается за счет множества слабых взаимо-
действий, крепкая связь, например ковалентная, могла бы 
обеспечивать быстрый и эффективный способ захвата не-
которых антигенов. Известны ли случаи, когда антитела 
связываются именно таким образом, и какой цели служит 
такой механизм связывания?

Существование антител, которые ковалентно связы-
ваются со своими лигандами, уже давно является пред-
метом исследований, направленных на разработку фер-
ментоподобных каталитических антител [1]. Ферменты 
используют ковалентные связи, чтобы стабилизировать 
промежуточные продукты во множестве типов реак-
ций. Реактивная иммунизация считалась многообещаю-
щей стратегией для получения антител, которые свя-
зывались бы со своими лигандами путем образования 
ковалентных комплексов [2]. Предполагалось, что такие 
антитела могут имитировать промежуточные стадии фер-
ментативных реакций, когда фермент связан с субстратом 
ковалентной связью. Эта гипотеза основана на том, что та-
кая форма связывания может достигаться посредством 
обычного процесса созревания афинности при индук-
ции антител. При этом предполагается, что связывание 
и каталитические функции экспериментально получен-
ных антител являются искусственными и, таким обра-
зом, не играют иммунологической роли в природе. Один 
из первых и наиболее изученных примеров – это иммуни-
зация синтетическими антигенами, содержащими актив-
ную дикарбонильную группу. В результате индуцируются 
антитела, которые связываются через основание Шиффа 
с образованием енаминовых аддуктов. Было показано, 
что ковалентно-реактивные клоны обладают значитель-
ной альдолазной активностью. Так же как и при обычном 
созревании афинности, функция ковалентного связыва-
ния кодируется соматически мутированными вариабель-
ными районами иммуноглобулиновых генов, у которых 
в антиген-связывающем сайте возникает один или более 
нуклеофильных остатков лизина [3].

РОль КОВАлеНтНО-СВяЗЫВАЮЩИХСя 
АНтИтел В глИКИРОВАНИИ И ПАтОлОгИИ
Альтернативная гипотеза утверждает, что ковалентно-
связывающиеся антитела могут существовать в природе, 
если такая активность полезна для организма-хозяина. 
Мы предположили, что связь с антителом посредством 
одного сильного взаимодействия может быть подходящим 
механизмом для захвата и выведения измененных субстра-
тов, образующихся при повреждении белков и обновлении 
клеток. Это может происходить в ситуации с встречающи-
мися в природе, естественными, антителами, которые рас-

познают структуры, образующиеся в собственных клетках 
в результате окислительных модификаций [4]. Например, 
некоторые IgM антитела, которые принимают участие 
в разборке окисленных LDL (Low Density Lipoprotein – 
липопротеин низкой плотности) частиц, опознают опреде-
ленные химические структуры в составе окисленных фос-
фолипидов, в т.ч. фосфорилхолиновую группу в головке 
липида. Эти антитела, гены которых не подвергаются со-
матической мутации, кодируются филогенетически кон-
сервативными генами зародышевой линии [5]. Считается, 
что такие природные аутоантитела (nAbs – natural autoan-
tibodies), имеющие такую «врожденную» реактивность, 
служат постоянно работающей системой очистки, нацелен-
ной на уничтожение собственных измененных антигенов, 
т.н. «неоантигенов», которые появляются в поврежденных 
клетках и тканях [6]. Эти nAbs также реагируют с фос-
форилхолиновыми группами, присутствующими на по-
лисахаридах клеточных стенок бактерий, что позволяет 
им защищать организм от инфекции [7]. Такая двойная 
функция может объяснить, почему это свойство антител 
сохранилось в зародышевой линии в ходе эволюции. Меха-
низм взаимодействия окисленных фосфолипидов с V-зоной 
nAbs на данном этапе изучается. 

Еще одна разновидность цитотоксического метаболита 
образуется при гликировании или гликоксилировании, по-
скольку сахара и другие углеводы постоянно окутывают 
белки и клетки, модифицируя их в ходе неспецифических 
реакций по экспонированным карбонильным группам. Гли-
кирование – это медленный, но постоянный процесс, кото-
рый в норме происходит по ходу старения. Однако при диа-
бете процесс гликирования происходит быстрее, поскольку 
нарушен гликемический контроль, и часто наступает ги-
пергликемия. Важность этого механизма оказалась весьма 
значительной, поскольку на данном этапе роль конечных 
продуктов глубокого гликирования (AGe – advanced glyca-
tion end-products) в сосудистых осложнениях при диабете 
сейчас уже твердо установлена [8–10]. Необычайное раз-
нообразие AGe-белков образует особый класс измененных 
собственных антигенов хозяина, которые пока слабо оха-
рактеризованы. AGe участвуют в развитии патологии со-
судистой ткани через два основных механизма: изменение 
архитектуры внеклеточного матрикса из-за сшивки белков 
и модуляция клеточных функций путем взаимодействия со 
специфическими рецепторами на клеточной поверхности. 
В разнообразные механизмы развития тканевой токсично-
сти вовлечены многочисленные рецепторы, участвующие 
в связывании AGe-продуктов, включая AGe-рецептор 
(rAGe), скавенджер-рецептор макрофагов, галектин-3 
и мегалин [11–15]. Совместно это процессы вносят вклад 
в прогрессию патологических осложнений диабета, вклю-
чая сердечно-сосудистые заболевания, нефропатию и ми-
кроваскулярные заболевания (рис. 1). На данный момент 
рассматривается несколько подходов к терапии связанного 
с AGe патогенеза, в том числе фармакологическое ингиби-
рование формирования AGe [16] и биофармакологическое 
блокирование AGe-рецепторов [17]. Теоретически природ-
ный компенсаторный механизм, устраняющий цитотокси-
ческие AGe-продукты из циркуляции, мог бы, таким обра-
зом, уменьшать патологический эффект продолжающегося 
или чрезмерного гликирования. Такой сценарий, скорее 
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всего, включал бы регуляторные элементы, усиливающие 
защиту в моменты повышенного стресса.

Существует ли молекулярный механизм, с помо-
щью которого антитела могли бы выполнять такую роль 
для поддержания нормальной клеточной функции? Хотя 
AGe-продукты весьма гетерогенны, их общим свойством 
является то, что промежуточные продукты, возникающие 
при их образовании, часто содержат химически реактив-
ную карбонильную группу, происходящую из сахаров. 
Первичное возникновение карбонильной группировки 
на белках происходит в ходе реакции Амадори. После этого 
карбонилы сохраняются в разнообразных белковых аддук-
тах, образующихся в ходе реакции Майларда. Их дальней-
шая деградация приводит к образованию низкомолекуляр-
ных альдегидов, диальдегидов и гликированных пептидов, 
которые могут снова вступать в реакцию, модифицируя 
новые остатки в белках (рис. 2). Таким образом, сформиро-
валось понятие карбонильного стресса, которое означает 
хронические патологии, возникающие в результате глики-
рования и окисления. Очевидным механизмом, способным 
подавлять образование цитотоксических AGe-продуктов, 
является снижение карбонильной нагрузки. В организме 
это может происходить путем продукции естественных 
гасителей карбонила, способствующих выведению этих 
продуктов из циркуляции. Тем самым выполняется функ-
ция, сходная с действием фармакологических препаратов, 
испытываемых для AGe-терапии [18]. Ковалентное свя-
зывание с антителами имело бы в этом отношении суще-
ственные преимущества, которых нет у антител, связы-
вающихся по обычному механизму. В этом гипотетическом 
иммунном процессе узнавание разнообразных молекул 
одним антителом достигается в результате прямого кова-
лентного связывания одного и того же реактивного остат-
ка, представляющего «химический автограф» измененного 
собственного или чужеродного антигена. В этом отличие 

от узнавания обычных эпитопов, определяющихся не-
сколько отличающимися структурами во всех возможных 
модифицированных мишенях. 

Благоприятное химическое взаимодействие продуктов 
гликирования с пулом нормальных антител было пред-
ложено в более ранних работах по гликированию легких 
цепей нормальных иммуноглобулинов. Гликированные 
легкие (L) цепи являются одним из трех основных белков 
плазмы крови у больных диабетом [19]. Более того, оказа-
лось, что гликированные пептиды животных, страдающих 
диабетом, реагируя с нормальными IgG, преимущественно 
модифицируют легкие цепи [20]. В то время как большин-
ство белков гликируются до какого-то уровня, некоторые 
могут быть более активны, чем другие. Таким образом, мо-
дификация иммуноглобулинов сама по себе не является 
сюрпризом. Но избирательность по отношению к легким це-
пям показывает, что высокореактивные остатки могут быть 
локализованы в специфическом участке, рядом или внутри 
вариабельного района легких цепей. Предметом дальней-
шего исследования может явиться зависимость вариации 
химической реактивности IgG от белковой последователь-
ности в вариабельном районе. Из вышесказанного следует, 
что должно быть возможным получение специфических 
антител с повышенной реактивностью на продукты глики-
рующего стресса.

ИНдуКцИя КОВАлеНтНО-СВяЗЫВАЮЩИХСя АНтИтел
Чтобы проверить приведенную выше гипотезу, мы попы-
тались показать, что ковалентно-связывающиеся антитела 
могут индуцироваться во время обычного иммунного отве-
та, и это может снижать гликирующий стресс путем умень-
шения карбонильной нагрузки. Реактивная иммунизация 

Рис. 1. Продукты глубокого гликирования при патологии. Про-
дукты гликирования белков в результате гипергликемии или в ходе 
старения модифицируются и образуют продукты глубокого 
гликирования. Эти AGE-продукты впоследствии могут распадаться 
на гликированные пептиды и низкомолекулярные AGE. И высоко- и 
низкомолекулярные AGE могут сорбироваться в сосудистой ткани, 
на клеточных рецепторах и путем сшивки с внеклеточным матрик-
сом. Такие модификации вызывают цитотоксичность и некроз тка-
ней, что в итоге приводит к сосудистым патологиям, которые часто 
являются осложнениями при диабете
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Рис. 2. Реактивные карбонилы и альдегиды являются промежуточны-
ми продуктами реакции при образовании цитотоксических AGE. Про-
дукты неглубокого гликирования в основном получаются в резуль-
тате реакции Амадори при реакции белков с восстанавливающими 
сахарами. Дальнейший, неферментативный распад этих продуктов 
приводит к образованию дополнительных реактивных альдегидов, 
которые сами могут модифицировать белки и образовывать сшивки. 
Эти процессы объединяются под общим названием реакции Майл-
ларда и приводят к образованию AGE 
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могла бы привести к увеличению популяции карбонил-
реактивных антител. В более раннем исследовании, исполь-
зуя иммунодетекцию, мы показали, что антитела, инду-
цированные в ответ на пируват-гаптен, коньюгированный 
с гемоцианином миноги (KLH), могут связывать антиген, 
опознавая только его карбонильную группировку в составе 
гаптена [21]. При этом большая часть анти-KLH антител 
была представлена антителами, реагирующими с карбо-
нилом. Анититела к KLH связывались с реактивным пи-
руватом таким же образом, что было показано с помощью 
дифференциального связывания с восстановленным гапте-
ном (рис. 3). Предполагается, что это точечное связывание 
обусловлено образованием ковалентных аддуктов с основа-
нием Шиффа в результате взаимодействия антитела и пи-
руватного остатка. Для проверки способности этих антител 
реагировать также и с карбонильными группами продуктов 
гликирования мы сравнили скорость образования аддукта 
при использовании анти-KLH IgG и нормальных IgG в ре-
акции с гликированными пептидами из сыворотки крыс, 
страдающих диабетом. Оказалось, что легкие цепи анти-
тел против KLH реагируют лучше нормального IgG [22]. 
По всей видимости, за это взаимодействие ответственны 
именно карбонильные группы, поскольку химически вос-
становленные пептиды не образовывали ковалентных ад-
дуктов (рис. 4). Протеомный анализ продуктов, полученных 
из легких цепей, с помощью масс-спектрометрии показал, 

что основные пептиды вариабельных районов легких це-
пей происходили из легких цепей типа лямбда, несмотря 
на то что более 90 % IgG крысы имеет легкие цепи каппа. 
Кроме того, легкие цепи лямбда, как оказалось, имели по-
следовательности, идентичные неперестроенным вариа-
бельным районам зародышевой линии [22]. Эти результаты 
замечательны в том отношении, что они указывают на воз-
можность повышения реактивности легких цепей с по-
мощью соматических мутаций. Несмотря на то что масс-
спектрометрический анализ обнаружил только пептиды 
немутированных районов легких цепей, мало представ-
ленные легкие цепи с модифицированными остатками 
или другими мутациями могли остаться незамеченными 
в ходе протеомного анализа. Альтернативное объяснение 
состоит в том, что легкие цепи с природной реактивностью 
могут рекрутироваться совместно с вариабельными райо-
нами тяжелых цепей, обусловливая специфичность к KLH 
и гликированным пептидам.

РеАКтИВНЫе АНтИтелА СМягЧАЮт 
ПАтОлОгИЧеСКИй ЭФФеКт глИКИРОВАНИя
Возможность блокирования образования AGe-продуктов 
развитием реактивного иммунного ответа in vivo была 
продемонстрирована на крысах с стрептозотоцин-
индуцированным диабетом, при котором развитие диабети-
ческой нефропатии коррелирует с гликированием белков. 
По сравнению с животными, иммунизированными чистым 
адьювантом, KLH-иммунизированные крысы имели зна-
чительно сниженный уровень AGe-продуктов, который 
коррелировал со снижением нефропатии [22]. Улучшенная 
функция почек определялась по морфологии клубочков 
и уровню протеинурии, а также гистологически, по умень-
шению уровня AGe-продуктов в почечной ткани. Мы пред-
полагаем, что такой терапевтический эффект может быть 
связан с захватом циркулирующих продуктов гликирова-

Рис. 3. Ковалентно-связывающая ELISA. Антитела, полученные 
против коньюгата пирувата и KLH (анти-2 KLH) или против немоди-
фицированного KLH, специфично реагировали (по данным ELISA) 
с пируватом (2), коньюгированным с BSA (столбцы с заливкой). 
Связывание с химически восстановленным пируват-BSA (незалитые 
столбцы) наблюдалось в случае анти-2 KLH антител, но не в случае 
анти-KLH антител. Нормальные, неиммунные IgG плохо связыва-
лись с обеими молекулами. Мы предположили, что это связывание 
основано на реакции ковалентного связывания карбонильной группы 
пирувата с анти-KLH антителами. Титр – 1/разведение x 10-3

Анти 2-КLH Анти KLH Неиммунизированный 
контроль

окисленный (реактивный) антиген восстановленный антиген

15
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0

Рис. 4. Реакция анти-KLH антител с гликированными пептидами (ГП) 
в сыворотке больных диабетом. (Правая панель) Плотность полос, 
соответствующих продуктам с весом около 30 – 34 kDa, визуали-
зированных методом SDS-PAGE и последующим иммуноблотом 
нанесена как доля от общей плотности легких цепей. Образова-
ние легких цепей с большей массой было отмечено при реакции 
антител из нормальных и KLH-иммунизированных крыс. Скорость 
последней реакции снижалась в присутствии KLH. (Левая панель) 
Реакция легких цепей с гликопептидами из сыворотки диабети-
ческих крыс в нулевой точке времени (дорожки 1 и 3) и после 24 
часов (дорожки 2 и 4). Гликопептиды, восстановленные с помощью 
боргидрида натрия, за это время не прореагировали (дорожки 1 
и 2), в то время как необработанные гликопептиды образовывали 
аддукты с легкими цепями весом около 30 – 34 kDa (дорожки 3 и 4)
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ния реактивными антителами. Этот механизм предполага-
ет, что гликирование самих иммуноглобулинов имеет мень-
ший патогенный эффект, чем гликирование других белков. 
Гликированные антитела образуются у больных диабетом, 
и накопление легких цепей в сыворотке [19] указывает 
на то, что эти молекулы играют роль в патогенезе, вызван-
ном AGe. Более того, гликированные IgG более эффектив-
но удаляются из циркуляции, чем немодифицированные 
IgG [23]. Также было предложено, что существенные отли-
чия в удалении различных гликированных молекул имеют 
место только в почечной ткани. Модифицированные легкие 
цепи также удаляются через почки, поскольку они обнару-
живаются в моче и у здоровых, и у больных диабетом [24, 
25]. Фильтрационные свойства никзомолекулярных гли-
кированных белков также могут способствовать их избира-
тельному удалению [26]. Таким образом, эти данные могут 
указывать на роль молекул иммуноглобулинов в удалении 
продуктов гликирования путем селективного поглощения 
и удаления в почках. Эти свойства, возможно, говорят о по-
ложительной роли молекул иммуноглобулинов в противо-
действии токсическому эффекту неферментативного гли-
кирования. 

Данные исследования также показывают, что способ-
ность антител к образованию ковалентных связей усилива-
ется адаптивным иммунитетом. Отсутствие разнообразия 
в ковалентно-связывающихся легких цепях, зарегистри-
рованное масс-спектрометрией, указывает на то, что AGe-
реактивность кодируется генами зародышевой линии 
[22]. Однако этот метод не позволяет идентифицировать 
конкретные места, где произошла модификация, кото-
рые могут быть связаны с реактивными аминокислотами, 
меняющими последовательность прототипа. Считается, 
что гликозилированные остатки KLH отвечают за кросс-
реактивность анти-KLH антител с углеводными эпитопами 
Cryptococcus neoformans [27]. Таким же образом реактив-
ность анти-KLH антител в отношении гликозилированных 
эпитопов опухолей может объяснять терапевтический эф-
фект KLH при карциноме мочевого пузыря [28]. И так же 
гликан-специфический ответ может объяснять специфи-
ческое реагирование анти-KLH антител с гликированными 
пептидами. Эта специфичность может быть закодирована 
тяжелой цепью или может осуществляться естественным 
антителом, индуцированным KLH, действующим в каче-
стве суперантигена. Это интересные вопросы, заслуживаю-
щие дальнейшего исследования. 

ПОлуЧеНИе КОВАлеНтНО-СВяЗЫВАЮЩИХСя 
АНтИтел С ПОМОЩьЮ РеАКтИВНОй СелеКцИИ 
И РеАКтИВНОй ИММуНИЗАцИИ
В дальнейших исследованиях мы использовали синтетиче-
ские субстраты в качестве реактивных антигенов для по-
иска антител, способных образовывать ковалентные связи. 
Эта работа была основана на предположении, что антитела, 
которые селектировались по нуклеофильности в отноше-
нии химически-реактивного субстрата, также могли прояв-
лять ферментативную активность посредством ковалент-
ного катализа. Небольшой фосфорорганический (OP) эфир 
использовался в качестве зонда селекции при изучении би-
блиотеки фагового дисплея одноцепочечных VH-VL фраг-
ментов на предмет необратимого ковалентного связывания 
[29]. Среди селектированных клонов несколько ковалентно 
связывали субстрат. Оказалось, что все эти ковалентно-
связывающиеся Fv молекулы реагируют своими VL цепя-
ми и могут быть описаны двумя каноническими последова-
тельностями. Более реактивный клон A.17 использовал VL 
продукт зародышевой линии DPL-5, который был фосфо-
нилирован по остатку tyr37, находящемуся в каркасном 
районе Fr-L2. Напротив, остальные реактивные клоны ис-
пользовали продукт зародышевой VL линии DPL-3 и реа-
гировали по tyr32 в районе cDr-L1. Эти нуклеофильные 
остатки тирозина, которые консервативны в зародышевой 
линии, в трехмерной структуре оба могут ориентироваться 
так, чтобы контактировать с антигеном в центре связыва-
ния. Однако структурные модели также указывают на то, 
что нуклеофильный tyr37 в участке контакта между VL 
и VH доменами в A.17 может быть стерически недоступен 
для связывания с лигандом без существенных конформа-
ционных изменений (рис. 5). Поскольку библиотека была 
создана путем случайного комбинирования фрагментов ге-
нов VL и VH, мы не ожидали найти природных пар в scFv. 
Однако VH цепи реактивных клонов были в основном пред-
ставлены высокогомологичными последовательностями 
семейства VH4. В общем, весьма вероятно, что тяжелая 
цепь играет очень важную роль в реактивности Fv. Было 
показано, что Fv может связывать структурно неродствен-
ные фосфорорганические соединения, в т.ч. реактивные 
нейро-соединения, что говорит об отсутствии строгой спец-
ифичности к лиганду. В ходе изучения способности A.17 Fv 
к каталитической активности была продемонстрирована 
слабая гидролитическая активность по отношению к пеп-
тидным амидам и простым карбоксильным эфирам в ка-

Рис. 5. Молекулярные модели вариабель-
ных участков Fv фрагментов ковалентно-
связывающихся антител. Желтым цветом 
обозначены нуклеофильные боковые цепи 
тирозина, участвующие в нуклеофильной 
атаке фосфорорганического реагента. 
Тирозин в сайте VL32 на модели A.5 явля-
ется частью CDR1, расположенного близко 
к поверхности Fv домена, в то время 
как тирозин в сайте VL37 в A.17 находится 
в FR1 на стыке между VL и VH. Эта модель 
предполагает консервативный активный 
центр в глубокой впадине в A.17

модель A.5 модель А.17
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честве субстратов. Таким образом, вариабельный район 
иммуноглобулинов по всей видимости служит в качестве 
примитивного ковалентного катализатора. Особенно инте-
ресно то, что активные центры такого катализатора могут 
быть закодированы парами VL-VH, которые присутствуют 
в геноме зародышевой линии. Дальнейшее изучение моно-
клональных фрагментов имеет большое значение, посколь-
ку эти структуры могут помочь выяснить происхождение 
и биохимические функции химической реактивности ва-
риабельных доменов. 

Методы химической селекции in vitro могут повторять 
процессы первого этапа адаптивного ответа при реактив-
ной иммунизации. Однако вклад необратимого ковалент-
ного связывания в селекцию клонов in vivo еще до конца 
не выяснен. Используя реактивный фосфорорганический 
эфир (ОР) в качестве антигена и наш метод анализа ко-
валентного связывания, мы изучили возможность полу-
чения иммунного ответа в виде антител, изменяющихся 
в результате взаимодействия с антигеном. Мыши, которых 
иммунизировали фосфорорганическим эфиром, коньюги-
рованным с белком-носителем, продуцировали антитела 
IgG, которые можно было детектировать прямо в сыво-
ротке по их реакции с биотинилированным фосфорорга-
ническим соединением [21]. Удивительным образом, эти 
поликлональные антитела модифицировались в основном 
по легким цепям. Оказалось, что эта активность усили-
вается созреванием афинности. Это позволяет предпола-
гать, что реактивные легкие цепи можно селектировать 
при адаптивном ответе. Однако, неясно, влияло ли кова-
лентное связывание с легкими цепями на эту афинность, 
или она просто обусловлена нековалентным связыванием. 
Если описать данную задачу как ферментативную систему, 
то скорость модификации (ковалентного захвата антигена) 
должна возрастать при уменьшении K

d
. Нековалентного 

связывания, выраженного как Kd комп лекса Михаелиса 
Ab*OP (Антитело*ОР) должно быть достаточно для со-
зревания афинности. Однако последующее необратимое 
ковалентное связывание, модифицирующее антитело (Ab-
X), может обеспечивать кинетическую селекцию для кло-
нальной экспансии B клеток путем увеличения скорости k

s
 

(схема). В конечном счете вопрос состоит в том, играет ли 
ковалентный захват антигена какую-то естественную роль 
в иммунитете или в защите организма-хозяина. 

Схема  

ХИМИЗМ ОбРАЗуЮЩИХСя В РеЗультАте ОКИСлеНИя 
КАРбОНИльНЫХ ЭПИтОПОВ для ПРИРОдНЫХ АНтИтел
Известно, что nAbs, кодируемые генами зародышевой ли-
нии, могут связываться с консервативными детерминанта-
ми на патогенах, также называемыми PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns – патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны). IgM nAbs в основном проду-
цируются популяциями долгоживущих и самовозобнов-
ляющихся В-клеток, в том числе фракциями В-1 и В-1а 

[5]. Считается, что этот В-клеточный репертуар был со-
хранен в ходе эволюции, поскольку он выполняет функ-
ции защиты организма-хозяина [6]. Недавно было показа-
но, что nAbs также могут связывать измененные эпитопы 
апоптотических клеток и собственных белков [30]. Эти дан-
ные подтверждают концепцию гомеостатической функции 
nAbs, обеспечивающей выведение дебриса, возникающего 
при смерти клеток, и продуктов распада белков [6, 31]. Та-
ким образом, химические структуры, которые образуются 
при окислении и гликооксидации фосфолипидов мембраны, 
являются естественными мишенями для связывания nAbs, 
что указывает на еще один случай, в котором карбонильная 
природа боковых групп может быть связана с иммунными 
механизмами. Взаимодействие с фосфорилхолиновой (Pc) 
головкой окисленных фосфолипидов и Pc остатками на по-
лисахаридах бактериальной клеточной стенки указывает 
на общую молекулярную детерминанту для иммунной и го-
меостатической функций nAbs [7]. В качестве молекуляр-
ного рецептора PAMPs вариабельный район nAb может 
считаться родственным эволюционно-консервативному 
toll-like рецептору (tLr), участвующему во врожденном 
иммунитете [32]. Эта парадигма получает все новые под-
тверждения и имеет далеко идущие последствия для по-
нимания связи между врожденным и адаптивным имму-
нитетом. 

Окисленные фосфолипиды, которые накапливаются 
в атеросклеротических повреждениях, служат мишеня-
ми и для врожденного, и для адаптивного иммунитета [33]. 
Роль реактивной кислородной группировки в формирова-
нии эпитопов для nAb или соматически модифицирован-
ных антител продолжает исследоваться. Окисление syn-2 
ненасыщенных цепей жирных кислот, входящих в состав 
фосфолипидов, приводит к образованию реактивных, в том 
числе и альдегидных, групп в составе липидных молекул. 
Одна гипотеза утверждает, что карбонильные группы слу-
жат реактивными якорями для модификации собственных 
белков фосфолипидными остатками. Небольшие альдеги-
ды, в том числе 4-гидроксиноненал и 4-гидроксигексенал, 
образующиеся при перекисном окислении липидов, так-
же участвуют в повреждении белков и цитотоксичности, 
что говорит о возможной роли в аутоиммунном ответе [34]. 
Более того, малондиальдегид, гликоальдегид и другие ре-
активные альдегиды, образующиеся при неполном глики-
ровании, вызывают модификацию LDL и продукцию ау-
тоантител в патологических случаях [35]. Взаимодействие 
небольших альдегидов с остатками на поверхности белков, 
в том числе с боковыми цепями лизина и гистидина, часто 
используется для объяснения возникновения неоэпитопов 
для аутоантител, происходящих из популяции nABs. На-
пример, было показано, что гистидиновые аддукты альде-
гидов, образующихся при окислении липидов, вызывают 
образование антител, которые также связывают ДНК. Эти 
антитела демонстрируют высокий уровень гомологии ами-
нокислотной последовательности с природными аутоан-
тителами против ДНК, а также родство с nAbs [36]. Было 
предложено, что связывание ДНК происходит за счет 
структурной мимикрии между гистидин-альдегидными 
аддуктами и 2-дезоксирибонуклеозидами. Таким образом, 
роль карбонильных остатков в формировании иммунно-
го ответа на измененные соединения организма-хозяина 
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может иметь несколько уровней. В общем случае сай-
ты на собственных белках, модифицированные ди- или 
трикарбоновым альдегидом или другими реактивными 
веществами, часто служат лигандами для рецепторов 
врожденного иммунитета, например для скавенджер-
рецептора макрофагов и rAGe. Хотя в ранних исследова-
ниях и рассматривалось ковалентное связывание альдегид-
модифицированных белков со скавенджер-рецепторами 
через основание Шиффа, карбиноламин или другие аддук-
ты [37], такие взаимодействия с этими или другими рецеп-
торами врожденного иммунитета и в особенности с парато-
пами антител до сих пор не показаны. 

ХИМИЧеСКАя РеАКтИВНОСть, КАтАлИЗ 
И ПРИРОдА ПОлИРеАКтИВНЫХ АНтИтел 
Полиреактивностью nAbs называется нестрогая специфич-
ность связывания мультвалентных молекул IgM с самыми 
разнообразными молекулами, например с внутриклеточ-
ными белками и нуклеиновыми кислотами [38]. Такая спо-
собность к связыванию, которую также можно называть 
аутореактивностью к собственным молекулам, до сих пор 
плохо осмыслена в структурном отношении. Повышенная 
авидность, обусловленная распознаванием повторяющихся 
структур на собственных молекулах или мембранах, явля-
ется правдоподобным механизмом для полиреактивности. 
В рамках этой концепции повторяющиеся структуры мог-
ли бы служить особой формой молекулярной поверхности, 
идентифицирующей поврежденные ткани или собственные 
измененные антигены. Так, высокая плотность Pc групп 
на окисленных фосфолипидах и полисахаридах клеточ-
ных стенок представляет собой общий сигнал для связыва-
ния nAb с апоптотическими клетками и с инфекционными 
агентами. Сходным образом, фосфатные цепочки или по-
следовательности нуклеотидов ДНК могут служить пат-
терном распознавания для ДНК-распознающих антител, 
связывающих остатки ядра поврежденных клеток [39, 40].

Сообщения, демонстрирующие, что аутоантитела к ДНК, 
встречающиеся при волчанке и других аутоиммунных за-
болеваниях, имеют фосфодиэстеразную активность, слу-
жат дополнительным примером того, как распознавание 
молекул вариабельными районами Ig осуществляется 
с помощью химической реактивности [41]. Эти антите-
ла используют аминокислотные остатки, расположенные 
в сайтах связывания, для катализа гидролитического рас-
щепления ДНК лигандов. Удивительное свойство ДНК-
гидролизирующих аутоантител – это их зависимость 
от ионов металлов, что делает их похожими на обычные 
ДНКазы [42, 43]. Несмотря на это, ферментоподобные 
антитела не демонстрируют особой специфичности к ну-
клеотидной последовательности и неспецифично гидро-
лизируют одноцепочечные и двуцепочечные ДНК [42, 44]. 
Структурные исследования указывают на то, что катали-
тический сайт для гидролиза ДНК может быть закодиро-
ван в вариабельном районе легкой цепи в конфигурации, 
близкой к зародышевой [44]. Новые исследования показы-
вают, что мутации в вариабельных районах легких и тяже-
лых цепей, которые улучшают связывание с ДНК, также 
могут улучшать гидролитическую активность [42]. Твер-
до установлено, что IgG аутоантитела против ДНК силь-
но диверсифицируются при помощи процессов антиген-

направленного адаптивного иммунитета [45, 46]. Например, 
положительно заряженные остатки лизина и аргинина 
в сайте связывания повышают сродство к отрицательно 
заряженной молекуле ДНК. Однако появление этих остат-
ков может быть связано с изменением предпочтительности 
использования VH или VL генов зародышевой линии [47, 
48]. Данные кристаллографических исследований говорят 
о том, что ДНК-связывающие аутоантитела взаимодей-
ствуют с ДНК посредством стандартного сайта связыва-
ния, состоящего из cDr петель [49, 50]. Мутации в VL и VH 
областях приводят к введению остатков, содействующих 
непосредственному контакту с антигеном или изменяющих 
конформацию молекулы, что косвенно улучшает компле-
ментарность. Несмотря на это, онтогенез ДНК аутоанти-
тел также может отражать врожденную способность nAbs 
к связыванию ДНК. Распознавание ДНК может происхо-
дить напрямую из распознавания природными антителами 
Pc групп, что подтверждается приобретением способно-
сти к связыванию ДНК и потерей способности к связыва-
нию Pc в результате точечной мутации в моноклональном 
мышином nAb t15 [51]. Более ранние исследования также 
показали, что ДНК-связывающие аутоантитела проявля-
ют ограниченное использование VH генов [52] и могут це-
ликом кодироваться зародышевыми V генами без каких-
либо соматических изменений [53–55]. Предполагается, 
что реактивность вариабельных районов, закодированных 
в зародышевой линии, также может объяснять протеоли-
тическую активность природных аутоантител [56]. В целом 
эти данные подкрепляют гипотезу о том, что каталитиче-
ские активности вариабельных районов Ig существуют 
в качестве врожденной и естественной функции иммуно-
глобулинов. Тот факт, что каталитическая активность ау-
тоантител в основном работает с пептидными или олиго-
нуклеотидными субстратами, делает менее выраженным 
различие между врожденным и адаптивным иммунитетом, 
поскольку эти субстраты могут вступать в глубокое взаи-
модействие с обычным антиген-связывающим участком 
и предполагаемыми реактивными сайтами. Соответствен-
но, специфичность к модификациям собственных антигенов 
говорит о том, что вовлечен адаптивный иммунитет, однако 
нестрогая специфичность к структурам субстрата, флан-
кирующим место гидролиза, предполагает неспецифиче-
скую реактивность примитивного активного сайта. Более 
подробные биохимические и структурные исследования 
реактивных или каталитических сайтов nAbs должны про-
яснить биологическое значение этой новой функции.

ЗАКлЮЧеНИе
Ковалентно-связывающиеся антитела, полученные с по-
мощью иммунизации или реактивной селекции, а также 
каталитические антитела, образующиеся при аутоиммун-
ных патологиях, по всей видимости, имеют много общего 
с nAbs. Например, это распознавание сходных молекуляр-
ных функциональных групп, таких как реактивные кар-
бонильные и фосфорные группы, образовавшиеся в ре-
зультате окисления, а также сохранение VH и VL районов 
в конфигурации, близкой к зародышевой. Эти черты могут 
быть связаны на самом глубоком уровне, поскольку логично 
предположить, что и химическая, и ферментативная реак-
тивность – это признаки, подвергавшиеся активному и дол-
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гому отбору, и поэтому сохраненные в репертуаре V генов. 
В то время как nAbs – это IgM, которые распознают моле-
кулярные паттерны на белках и клеточных стенках с помо-
щью мультивалентного связывания, реактивные и природ-
ные каталитические антитела являются IgG. При всем этом 
слабое нековалентное связывание обычно также является 
атрибутом ферментативного катализа. В процессе катали-
за, по теории переходного состояния, самое сильное взаи-
модействие происходит между ферментом и продуктом 
реакции переходного состояния. В ковалентном комплексе 
связывание по большей части происходит за счет химиче-
ской связи между остатком в активном центре фермента 
и функциональной группой лиганда. То, что nAbs связы-
ваются множеством слабых взаимодействий с небольшими, 
минимально измененными эпитопами, хорошо согласуется 
с распознаванием функциональности субстрата для даль-
нейшей реакции. Таким образом, химическая реактивность 
может служить механизмом для перехода от слабого неко-
валентного связывания к прочному связыванию или ката-
литической активности. Физиологическая роль реактивных 
и каталитических антител должна быть полнее осмыслена, 
учитывая то, что их роль в иммунитете и гомеостазе по-
степенно начинает проясняться. Участие nAbs в ответе 
на окислительный стресс и в разборке продуктов апоптоза 
говорит о том, что эта жизненно важная роль в поддержа-
нии гомеостаза могла существовать еще до возникновения 
адаптивного иммунитета. Те же соображения могут быть 
применимы к ковалентно-связывающимся антителам, 

которые служат для защиты от гликемического стресса. 
Возникновение реактивных и каталитических функций 
антител в адаптивных и аутоиммунных ответах может 
объясняться реальной биологической ролью или дефектом 
регулирования иммунитета. Тот факт, что продукцию та-
ких антител можно индуцировать с помощью адаптивного 
иммунитета, дает возможность вызвать благотворный за-
щитный ответ на окислительный или гликоокислительный 
стресс. С другой стороны, роль природных каталитиче-
ских аутоантител остается неясной, а их существование 
может просто свидетельствовать о нарушении переклю-
чения репертуара V генов при индукции IgG аутоантител 
[57, 58]. Получение каталитических антител с заданными 
свойствами возможно с помощью адаптивного иммунного 
ответа в результате процесса созревания афинности, уве-
личивающей реактивность к субстрату или связывание 
с промежуточным продуктом реакции. В какой степени 
каталитические антитела с заданными свойствами ими-
тируют функции природных каталитических аутоанти-
тел? Важные данные о такой возможности были получены 
в раннем исследовании, которое показало высокий уровень 
гидролитической активности в моноклональных антителах 
аутоиммунного репертуара [59]. Дальнейшие исследования 
ковалентной реактивности антител, получаемых при им-
мунизации или обнаруженных в зародышевом репертуаре, 
должны привести к более глубокому пониманию полезной 
или патологической роли этого необычного и нового свой-
ства антител, и дать ему техническое применение.   
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РеФеРАт Был проведен анализ изменения уровня экспрессии генов при обратимом переходе клеток M. tuberculosis в «некультивируемое» (НК) состояние 
в длительной стационарной фазе в специально подобранных условиях. Обнаружено, что более чем для 500 генов наблюдалось изменение уровня экспрессии, 
238 генов имели повышенный уровень экспрессии во всех рассматриваемых точках при переходе в НК состояние. Почти четвертую часть генов с повы-
шенным уровнем экспрессии составляют гены группы инсерционных элементов и фаговых белков, что, возможно, иллюстрирует высокую интенсивность 
процессов модификации генома M. tuberculosis при образовании НК клеток. Помимо значительного числа генов с невыявленной функцией, среди генов с по-
вышенной экспрессией оказалось достаточно много генов, продукты которых принимают участие в основных метаболических процессах и дыхании, в ре-
гуляции транскрипции и процессах, протекающих в клеточной стенке, а также кодирующих регуляторные белки. Полученные результаты позволяют нам 
предполагать, что переход клеток в покоящееся состояние является активным процессом, в который вовлечено множество генов, участвующих в различных 
метаболических процессах. Детальный анализ экспериментальных данных в последующем может быть полезен для понимания молекулярных механизмов 
явления латентности туберкулезной инфекции и покоя M. tuberculosis. Суммируя результаты транскриптомного анализа НК клеток, получаемых в нашей 
модели, и данные, полученные исследователями в ряде других моделей персистенции M. tuberculosis, можно выявить ряд «общих» для всех моделей генов, 
активирующихся в данных условиях. Тринадцать генов с повышенной экспрессией, общие для ряда моделей персистенции, могут быть рассмотрены как по-
тенциальные мишени для создания новых противотуберкулезных лекарственных средств, направленных, прежде всего, против латентного туберкулеза. 
Ключевые слова: M. tuberculosis, латентный туберкулез, «некультивируемые» клетки, глобальный профиль экспрессии генов.

ВВедеНИе
Возбудитель туберкулеза бактерия Mycobacterium tuber-
culosis может персистировать в организме человека в те-
чение десятилетий после инфицирования. Подобное ла-
тентное состояние M. tuberculosis традиционно связывают 
с переходом клеток возбудителя в покоящееся состояние, 
сопровождающееся потерей их культивируемости [1]. 
Именно поэтому латентную инфекцию практически не-

возможно выявить стандартными биохимическими и ми-
кробиологическими методами, а также устранить с по-
мощью антибиотикотерапии. Для изучения особенностей 
латентной инфекции в живых организмах используют 
различные модификации экспериментальной модели по-
коящегося состояния M. tuberculosis в условиях гипоксии 
in vitro [2, 3], однако все они не имитируют такое важ-
ное состояние бактерий, как их «некультивируемость» 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 № 2 2009  | ActA nAturAe | 83

в состоянии покоя. Нам удалось разработать модель, 
в которой покоящиеся клетки M. tuberculosis являются 
«некультивируемыми» (НК) и способны к реактивации 
в определенных условиях [4].

С целью выявления особенностей биохимических про-
цессов, связанных с переходом бактерий в состояние «не-
культивируемости», и понимания механизмов данного 
явления нами был проведен анализ изменения профиля 
экспрессии генов M. tuberculosis в процессе образования 
НК форм. 

МетОдЫ
Образцы тотальной РНК M. tuberculosis были выделены 
из клеток в конце логарифмической фазы роста культуры 
(5 дней культивирования) и при переходе в НК состояние 
при инкубации в стационарной фазе в различных времен-
ных точках (21, 30, 41 и 62 дней культивирования) по ме-
тоду, опубликованному ранее [5]. Комплементарная ДНК 
была получена с использованием 1 µg РНК, случайных 
праймеров-гексамеров и обратной транскриптазы (Su-
perscript III, Invitrogen) в соответствии с руководством 
фирмы-производителя; в кДНК, соответствующую клет-
кам, взятым в различные временные точки стационар-
ной фазы, была введена флюоресцентная метка cy-3, 
для кДНК, соответствующей клеткам логарифмической 
фазы роста и использующейся в качестве контроля – cy-
5. Далее 250 ng cy3-меченной кДНК были конкурентно 
гибридизованы с таким же количеством cy5-меченной 
кДНК контрольного образца на стеклянных подложках 
с нанесенными на них матрицами с продуктами ген-
специфичной ПЦР-амплификации генома M. tuberculosis 
(SurePrint technology, Agilent). Гибридизация проводи-
лась в двух повторностях при 42 °c в течение 20 ч в со-
ответствии с рекомендациями изготовителя, после чего 
была проведена трехкратная отмывка слайдов буфером 
I (Ambion) при 55 °c с последующим их сканированием 
с разрешением 10 µm (Microarray Scanner BA, Agilent). 
Анализ полученных результатов проводился с помощью 
программы Agilent’s feature extraction software version. 

(Agilent). Для обработки результатов изменения про-
филей экспрессии генов был использован критерий 1,5, 
к рассмотрению принимались результаты, дающие со-
гласованный результат в двух повторностях и удовлет-
воряющие условиям Т-теста.

РеЗультАтЫ ИССледОВАНИя
Ранее нами было обнаружено, что культивирование 
M. tuberculosis на не содержащей ионов калия среде Sauton 
с добавлением глюкозы, БСА и хлорида натрия приводи-
ло к снижению способности клеток образовывать колонии 
на твердой среде при росте в стационарной фазе [4]. Через 
60 дней культивирования число КОЕ в мл среды снижалось 
до 105 (рис. 1), что означало переход 99.9 % клеток в культу-

Таблица 1. Функциональные категории генов M. tuberculosis, обладающих измененным уровнем экспрессии при переходе в состояние «не-
культивируемости»

Функциональные категории

Гены, индуцирующиеся 
при переходе в НК состояние

Гены, репрессирующиеся 
при переходе в НК состояние % доля 

в геноме
Число генов % доля Число генов % доля

Вирулентность, детоксификация, адаптация 5 2.1 7 2.9 2.6

Метаболизм липидов 6 2.5 20 8.4 5.9

Регуляция транскрипции и трансляции 13 5.5 23 9.7 5.8

Процессы, связанные с клеточной стенкой 24 10.1 59 24.8 18.8

Инсерционные элементы и фаговые белки 58 24.4 1 0.4 3.7

Пролин-глутамат богатые белки (Pe/PPe) 7 2.9 11 4.6 4.2

Основные метаболичекие процессы, в т.ч. дыхание 42 17.7 50 21.1 22.4

Регуляторные белки 16 6.7 4 1.7 4.8

Белки с невыясненной функцией 67 28.1 63 26.5 31.9

Всего генов 238 – 237 – 3924

Рис. 1. Образование НК клеток M. tuberculosis в стационарной фазе. 
Стрелками отмечены временные точки, в которых производилось 
выделение РНК из клеток
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ре в НК состояние. При продолжении культивирования НК 
клеток в стационарной фазе наблюдался самопроизволь-
ный возврат их способности образовывать колонии. Важно 
отметить обратимость состояния «некультивируемости» – 
полученные НК клетки, взятые из точки с минимальным 
числом КОЕ, могли быть реактивированы при пересеве их 
на свежую среду роста.

Сравнение профиля экспрессии генов бактериальной 
популяции в различных точках стационарной фазы отно-
сительно логарифмической фазы роста культуры (5 дней 
культивирования) выявило изменение уровня экспрессии 
генов в 1.5 и более раз для достаточно значительного чис-
ла генов – 566, что составляет более 14 % от всего генома 
M. tuberculosis. Среди данного количества генов с изменен-

Таблица 2. Гены, имеющие значительно повышенный уровень экспрессии при переходе в НК состояние в стационарной фазе

ORF Ген Белковый продукт
Изменение уровня экспрессии гена

5 дней 21 день 30 дней 41 день 62 дня
rv0186 bglS Бета-глюкозидаза 1 4.20459 8.33686 6.51867 5.24295

rv0840c pip Пролин-иминопептидаза 1 6.33559 11.0004 4.58881 3.86572
rv0841c Трансмембранный белок 1 31.11093 52.56174 13.79488 11.85425
rv0989c grcC2 Полипренил-дифосфатсинтаза 1 7.60797 6.29748 7.58723 3.94285
rv0990c Гипотетический белок 1 7.12899 6.60915 6.652 3.57343
rv0991c Консервативный гипотетический белок 1 3.31598 3.87521 5.44297 3.70462
rv1369c Транспозаза 1 3.17178 3.9213 4.22925 3.86883
rv1394c cyp132 Цитохром P 450 132 1 8.89047 7.50161 3.72981 3.12534
rv1395 Белок-регулятор транскрипции 1 3.22394 11.65875 7.03908 4.27327

rv1397c Консервативный гипотетический белок 1 6.95276 11.79184 5.97336 5.77752
rv1460 Белок-регулятор транскрипции 1 3.87617 5.50637 6.90405 3.78332
rv1575 Фаговый белок phirV1 1 17.29509 37.08693 51.7473 20.53329

rv1576c » 1 28.17817 33.97652 10.11378 12.88182
rv1577c » 1 26.27261 39.87495 19.41512 11.49041
rv1584c » 1 3.27674 5.68552 3.3055 3.02886
rv1831 Гипотетический белок 1 3.1468 5.74692 5.14019 4.04747

rv1991c Консервативный гипотетический белок 1 4.04696 4.12618 4.06786 4.65579
rv1992c ctpG АТФаза, транспортирующая катионы металлов 1 5.2883 7.31348 4.7442 4.22806
rv2106 Транспозаза 1 3.01418 5.61324 4.77882 5.09925

rv2254c Интегральный мембранный белок 1 7.09534 6.53956 3.33899 4.63885
rv2278 Транспозаза 1 3.28663 6.78129 6.28036 4.13102
rv2354 » 1 3.1594 6.15299 5.21098 3.13151

rv2497c pdhA Альфа-субъединицa пируватдегидрогеназы 1 3.73133 4.52197 5.04976 4.00306
rv2642 Регулятор транскрипции семейства Arsr 1 3.76985 5.16757 4.39006 3.93426

rv2644c Гипотетический белок 1 3.36059 7.58921 5.36796 3.51825
rv2645 » 1 3.45006 8.21393 6.70101 3.25709
rv2646 Интеграза 1 5.04391 12.16535 7.82435 9.96087
rv2647 Гипотетический белок 1 5.32983 13.40623 9.43796 7.2163
rv2649 Транспозаза IS6110 1 3.2505 5.3557 5.59089 3.74714

rv2650c Профаговый белок phirv2 1 21.46669 29.74372 16.65359 20.66349
rv2651c Профаговая протеаза phirv2 1 20.04086 34.29153 20.61728 13.41666
rv2660c Гипотетический белок 1 13.43717 41.25793 67.29882 19.6699
rv2661c » 1 9.23174 28.30861 52.34967 11.04351
rv2662 » 1 20.62942 18.83647 14.72059 12.88898
rv2663 » 1 7.61461 9.43216 8.19525 7.3034
rv2664 » 1 6.24636 8.49102 7.10191 5.60291
rv2666 Трункированная транспозаза IS1081 1 6.91867 13.89339 7.89331 5.86579
rv2667 clpC2 АТФ-зависимая протеаза 1 9.44815 17.89662 9.64508 6.46149
rv2707 Консервативный трансмембранный белок 1 3.35002 5.09024 14.83903 4.53239
rv2711 ideR Белок-регулятор транскрипции 1 3.48877 4.30099 6.06795 3.83858
rv2713 sthA Растворимая пиридин-нуклеотид трансгидрогеназа 1 4.43327 6.35516 6.80833 3.83838
rv2780 ald Секретируемая L-аланин дегидрогеназа ALD 1 5.2891 4.65988 4.52694 4.92656

rv2814c Транспозаза 1 3.3279 5.52338 4.86873 4.60102
rv2815c » 1 3.13667 6.24306 5.87423 4.84337
rv3185 » 1 3.58899 6.43621 5.67335 5.82686
rv3186 » 1 3.2903 6.21375 6.14822 5.77427

rv3290c lat L-лизин аминотрансфераза 1 4.32023 5.06387 3.54801 3.9704
rv3474 Транспозаза IS6110 1 3.04947 6.19754 6.19869 3.22266
rv3475 » 1 3.73966 5.79892 5.63617 6.23465

rv3580c cysS Цистеинил – тРНК синтетаза 1 3.87797 6.67899 3.14124 3.40852

rv3582c ispD 2-c-метил-D-эритритол-4-фосфат цитидилил-
трансфераза 1 3.50012 4.07861 3.78626 3.51221



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 № 2 2009  | ActA nAturAe | 85

ной экспрессией 238 генов имели повышенный уровень экс-
прессии и 237 генов имели сниженный уровень экспрессии 
при культивировании в стационарной фазе во всех рассма-
триваемых точках. В табл. 1 представлено распределение 
генов с измененным при переходе в НК состояние уровнем 
экспрессии в соответствии с функциональной принадлеж-
ностью кодируемых ими продуктов.

Помимо большой группы генов с невыявленной функ-
цией, кодирующих т.н. гипотетические белки, снижен уро-
вень экспрессии для многих генов – участников основных 
метаболических процессов. Также значительно снижен 
уровень экспрессии генов, вовлеченных в вирулентность 
и адаптацию, метаболизм липидов, регуляцию транскрип-
ции и трансляции и процессы, протекающие в клеточной 
стенке. 

При рассмотрении генов, уровень экспрессии которых 
повышается при переходе в НК состояние, также обнару-
жилось присутствие значительного числа генов с невы-
явленной функцией; однако обращает на себя внимание 
тот факт, что почти четвертую часть генов с повышенным 
уровнем экспрессии составляют гены из группы инсерци-
онных элементов и фаговых белков, тогда как действитель-
ная доля их в геноме невелика – всего 3.7 %. Данный факт, 
возможно, иллюстрирует высокую интенсивность процес-
сов, приводящих к модификации генома M. tuberculosis 
при переходе клеток в НК состояние. 

Среди генов с повышенной экспрессией оказалось доста-
точно много генов, продукты которых принимают участие 
в основных метаболических процессах, в частности gcvB 
и ald, кодирующие соответственно глицин-дегидрогеназу 
и L-аланин-дегидрогеназу, протеиназы pepR и clpC2. По-
вышен уровень экспрессии одного из генов, кодирующих 
изоцитратлиазу icl1 – анаплеротический фермент, присут-
ствующий в клетках M. tuberculosis в виде двух изоформ – 
icl 1 и icl 2. Изоцитратлиаза является одним из ключевых 
ферментов глиоксилатного шунта – метаболического пути, 
альтернативного циклу трикарбоновых кислот, позво-
ляющего производить синтез углеводов из простых пред-
шественников. В частности, он активно функционирует 
в прорастающих семенах, когда жирные кислоты явля-
ются основным источником углерода и энергии. Индукция 
ряда генов, участвующих в процессах деградации липидов 
fadD9, fadE24, fadE26 и жирных кислот scoA, указывает 
на активное функционирование глиоксилатного шунта 
в НК клетках. Функционирование глиоксилатного шунта 
ранее было отмечено для модели персистенции М. tubercu-
losis Вейна [2].

При переходе в НК состояние происходит также индук-
ция ряда генов, являющихся своеобразными маркерами 
стрессовых условий: белка теплового шока hsp, шаперо-
нов rv0440 и rv3417с, а также сигма-факторов: sigG – ре-
гулирующего гены, необходимые для выживания внутри 
макрофагов, и sigB, который может контролировать регу-
лоны стационарной фазы и общую устойчивость к стрес-
сам. Индукция генов ccsA, продукт которого принимает 
участие в биосинтезе цитохромов на стадии включения 
гема и cyp132, кодирующего один из цитохромов Р-450, 
окисляющих различные ксенобиотики, скорее всего, ука-
зывает на возможность накопления в культуре токсичных 
компонентов. Также в НК клетках индуцируются гены, ко-

дирующие ферменты немевалонатного пути синтеза изо-
преноидов ispF, ispD. Есть данные о том, что некоторые 
метаболиты этого пути могут влиять на иммунный ответ 
организма-хозяина [6]. Среди индуцированных при пере-
ходе в состояние «некультивируемости» генов достаточно 
велика доля генов, продукты которых принимают участие 
в процессах регуляции транскрипции, и кодирующих ре-
гуляторные белки, в частности белок-регулятор транс-
крипции furA, осуществляющий негативный контроль 
транскрипции путем связывания оператора репрессиру-
емых генов с помощью катиона железа. Предполагается, 
что данный белок осуществляет контроль транскрипции 
гена katG, уровень транскрипции которого в НК состоянии 
также повышен. Данный ген кодирует многофункциональ-
ный фермент, проявляющий каталазную, пероксидазную 
и пероксинитразную активности, и, как предполагается, 
может играть роль в процессе внутриклеточного выжива-
ния микобактерий в макрофагах, защищая их от агрессив-
ных компонентов, продуцируемых клетками-фагоцитами. 
Активируются гены, принимающие участие в процессах, 
протекающих в клеточной стенке, в частности, различных 
транспортеров – ctpG и ctpC, кодирующих АТФазы, транс-
портирующие катионы металлов, а также rv2688с – транс-
портера, осуществляющего экспорт антибиотиков из клет-
ки и отвечающий за резистентность к ним.

С целью выявить гены, уровень экспрессии которых зна-
чительно повышен при переходе в НК состояние, мы ввели 
более жесткий критерий – уровень экспрессии гена во всех 
рассматриваемых точках стационарной фазы превышает 
его экспрессию по сравнению с 5 сут роста в 3 и более раз. 
Таким условиям отвечает 51 ген (табл. 2).

Среди генов со значительно повышенным уровнем экс-
прессии лидирующие позиции – 20 генов из 51 – занимают 
гены, кодирующие инсерционные элементы и фаговые бел-
ки, 13 генов кодируют белки с невыявленной функцией. Об-

Таблица 3. Сопоставление генов, имеющих повышенный (более 
1.5) уровень экспрессии при переходе в НК состояние в стацио-
нарной фазе, с генами, активирующимися в ряде других моделей 
персистенции

Модели персистенции M. tuberculosis

Совпадение 
с 238 генами, 

активирующимися 
в стационарной 

фазе при переходе 
в НК состояние

Число 
генов  % доля

Нерепликативное состояние Вейна  
(Voskuil et al., 2004) 23 9.7

Персистенция при лимитировании источника 
углерода в условиях 50 %-ного насыщения 

кислородом (Hampshire et al., 2004)
82 34.5

Персистенция при инфицировании макрофа-
гов (Schnappinger et al., 2003) 77 32.4

Модель искусственной гранулемы мышей 
(Karakousis et al., 2004) 32 13.4

Длительный ответ на гипоксию  
(rustad et al., 2008) 40 16.8
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ращает на себя внимание факт, что значительно повышен-
ным уровнем экспрессии отличаются те гены – участники 
основных метаболических процессов, белковые продукты 
которых кодируют белки, принимающие участие в процес-
сах деградации, в частности bglS – бета-глюкозидаза (ги-
дролизует концевой остаток бета-глюкозы), pip – проли-
ниминопептидаза (специфически катализирует удаление 
n-концевого пролина у коротких пептидов, clpC2 – АТФ-
зависимая протеаза, ald – L-аланин-дегидрогеназа (ката-
лизирует гидролиз аланина – важного компонента пепти-
догликанового слоя с образованием пирувата). При этом 
повышенной экспрессией отличается ген pdhA, кодирую-
щий альфа-субъединицу пируват-дегидрогеназы, участву-
ющей в энергетическом метаболизме клеток и катализиру-
ющей конверсию пирувата в ацетил-КоА. На преобладание 
катаболических процессов в метаболизме клеток в НК со-
стоянии указывает и значительно повышенный уровень 
экспрессии sthA – растворимой пиридин-нуклеотид транс-
гидрогеназы, осуществляющей конверсию НАДРН, обра-
зующейся в катаболических путях, в НАДН, необходимый 
в дыхательной цепи для генерирования энергии.

ОбСуждеНИе РеЗультАтОВ И ВЫВОдЫ
Анализ глобального профиля экспрессии генов был прове-
ден для ряда моделей персистенции M. tuberculosis, в част-
ности модели нерепликативного состояния Вейна в усло-
виях гипоксии [5, 7, 8], модели персистенции в условиях 
лимитирования по источнику углерода в условиях сни-
женной концентрации кислорода [9], при инфицировании 
макрофагов [10], и in vivo при образовании искусственной 
гранулемы у мышей [11]. При рассмотрении результатов, 
полученных этими исследователями, оказалось, что про-
филь экспрессии генов в изучаемой нами модели «некуль-
тивируемости» в стационарной фазе имеет ряд совпадений 
с моделями персистенции, указанными выше (табл. 3). 

Менее всего общего было найдено при сопоставлении 
генов, активирующихся в модели «некультивируемости», 

разработанной нами, и модели покоя в условиях гипоксии 
Вейна (табл. 3). Известно, что модель Вейна отличается 
индукцией генов так называемого Dos-регулона (от Dor-
mancy survival regulator) – группы из 49 генов, находя-
щихся под контролем devR, кодирующего регуляторную 
часть двухкомпонентной системы. Повышенный уровень 
транскрипции генов M. tuberculosis в составе Dos-регулона 
наблюдался не только у покоящихся в условиях гипоксии 
in vitro клеток, но также при инфицировании макрофа-
гов [10] и в модели искусственной гранулемы мышей [11]. 
В разработанной нами модели перехода M. tuberculosis 
в НК состояние в стационарной фазе среди генов с по-
вышенной экспрессией были обнаружены только 2 гена 
Dos-регулона – rv0571c и rv2631. Индукции генов Dos-
регулона не было обнаружено у клеток, персистирующих 
в условиях голодания [12], а в модели персистенции при ис-
тощении источника углерода активировались только два 
гена этого регулона [9].

В недавно опубликованной работе [13] было продемон-
стрировано, что роль Dos-регулона не только как универ-
сального регулятора покоящегося состояния микобактерий, 
но даже как универсального ответа на состояние гипок-
сии, по-видимому, переоценена. Показано, что гены Dos-
регулона максимально активируются только в первые 2 ч 
после наступления гипоксии, затем экспрессия по крайней 
мере половины из них возвращается на исходный уровень 
[13]. Те же авторы показали, что далее при культивирова-
нии в условиях гипоксии через 4 дня наблюдается повы-
шение уровня экспрессии ряда генов количеством около 
230, и их уровень остается стабильным в дальнейшем. Эту 
группу генов авторы назвали eHr (enduring hypoxia re-
sponse – длительный ответ на гипоксию). При рассмотре-
нии изменения профиля экспрессии генов при переходе 
в НК состояние в модели, разработанной нами, было вы-
явлено достаточно много совпадений с этой группой генов 
(табл. 3), что явилось несколько неожиданным фактом, 
поскольку разработанные нами условия образования НК 

Таблица 4. «Универсальные» гены персистирующего состояния M. tuberculosis. Жирным шрифтом выделены гены, входящие в состав EHR 
регулона

ORF Ген
Нереплекатив-ное 

состояние Вейна 
(Voskuil et al., 2004)

Лимитирование 
источника углерода 

(Hampshire et al., 2004)

Персистенция  
в макрофагах  

(Schnappinger et al., 2003)

Искусственная  
гранулема мышей  

(Karakousis et al., 2004)

НК состояние 
в стационарной 

фазе

rv0188 0.8 67.2 2.8 2.7 2.5

rv0211 pckA - 1.7 3.6 2.6 1.64

rv0251c hsp 4.5 18.6 25.6 3.9 4.5

rv1894c 2.0 5.1 1.8 - 2.8

rv1909c furA - 5.4 2.2 2.8 2.7

rv2011c 2.1 9.5 2.5 - 2.8

rv2497c pdhA 3.4 8.4 2.1 2.0 4.0

rv2660c 1.5 4.3 2.1 3.3 19.7

rv2662 1.5 1.5 2.0 - 12. 9

rv2710 sigB - 34.6 3.8 4.7 4.6

rv2780 ald 6.1 2.6 2.4 2.4 4.9

rv3139 fadE24 - 2.2 2.0 5.8 2.4

rv3290c lat 3.6 25.9 7.5 5.6 4.0
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клеток не подразумевали никакой лимитации по кислоро-
ду. При рассмотрении генов, активирующихся в модели 
персистенции в условиях истощения источника углерода 
[9] и модели ответа на множественные стрессовые факто-
ры [14], также обнаружилось перекрывание с генами eHr 
[13]. Таким образом, можно сделать вывод, что гены eHr 
могут не только претендовать на роль маркеров гипоксии, 
но и представлять собой регулон покоящегося состояния 
микобактерий туберкулеза в целом, независимо от путей 
индукции такого состояния. 

Таким образом, приведенные данные свидетельствуют 
о том, что переход клеток в покоящееся состояние явля-
ется активным процессом, в который вовлечены десятки 
генов. Задачей дальнейших исследований является под-
робное изучение этого процесса для понимания молеку-

лярных механизмов, протекающих в клетке при переходе 
в состояние покоя.

Суммируя результаты транскриптомного анализа НК 
клеток, получаемых в нашей модели, и данные, получен-
ные исследователями в ряде моделей персистенции, можно 
выявить ряд общих для всех моделей генов, активирую-
щихся в данных условиях (табл. 4). Мы полагаем, что гены, 
перечисленные в табл. 4, и их продукты могут быть рас-
смотрены и подробно изучены в дальнейшем с целью 
создания новых противотуберкулезных лекарственных 
средств, направленных прежде всего против латентного 
туберкулеза. 

Работа поддержана программой Президиума РАН 
«Молекулярная и клеточная биология».
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РеФеРАт Ретровирусы являются потенциальной базой при создании векторов генной терапии благодаря их способности интегрироваться в геном клетки-
хозяина. Интеграцию вирусного генома осуществляет вирусный фермент интеграза, поэтому для разработки подходов к направленной интеграции ДНК 
требуется детальное изучение этого фермента. В данной работе были исследованы каталитические характеристики интегразы пенообразующего вируса 
человека. Этот вирус принадлежит к семейству ретровирусов, но при этом не является патогенным. Была определена константа диссоциации, а также ис-
следована кинетика каталитической активности интегразы. Полученные результаты были сравнены с результатами, ранее полученными для интегразы 
вируса иммунодефицита человека, и было выявлено значительное сходство в работе двух ферментов. 
Ключевые слова: ВИЧ (вирус иммунодефицита человека), ПВЧ (пенообразующий вирус человека), HFV (human foamy virus), интеграза, каталитическая 
активность.

Благодаря своей способности интегрироваться в ге-
ном неделящихся клеток, ретровирусы актив-
но используются как база для создания генно-

терапевтических векторов. В ряде работ [1–6] описаны 
системы, использующие интегразу вируса иммунодефици-
та человека первого типа (ИН ВИЧ-1) как основу для соз-

дания конструкций, способных интегрировать определен-
ный вектор в заданную последовательность ДНК. Однако 
векторы направленной интеграции на основе ВИЧ несут 
в себе потенциальную опасность для здоровья человека 
в силу его высокой патогенности. В связи с этим привлека-
тельным является пенообразующий вирус человека (Hu-
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man foamy virus – HFV), который эффективно заражает 
клетки человека [7], но при этом не является патогенным. 
HFV относится к подгруппе Spumaviridae семейства ре-
тровирусов и имеет фермент интегразу (ИН HFV), осу-
ществляющий интеграцию вирусного генома в клеточный. 
На настоящий момент каталитические свойства ИН HFV 
изучены достаточно слабо. В данной работе предпринята 
попытка изучить каталитические свойства ИН HFV и срав-
нить их свойства со свойствами ИН ВИЧ-1, для того что-
бы оценить возможность использования интегразы HFV 
для направленной интеграции. 

Одной из причин, затрудняющих изучение катали-
тических свойств ретровирусных интеграз, является их 
низкая активность: для осуществления 3’-процессинга не-
обходим очень высокий избыток фермента по отношению 
к ДНК (обычно > 30 : 1). Поэтому изучение свойств ИН 
HFV мы начали с исследования зависимости эффектив-
ности 3’-процессинга от концентрации фермента в реак-
ционной смеси. Для этого использовались синтетические 
ДНК-дуплексы, имитирующие концевую последователь-
ность u5-домена длинного концевого повтора вирусной 
ДНК. При инкубации ИН с таким ДНК-субстратом проис-
ходит отщепление динуклеотида с 3’-конца процессируе-
мой цепи (u5В-цепь). Для обеих ИН наибольшая эффек-
тивность реакции достигалась при 100 нМ концентрации 
фермента (рис. 1). Низкая ферментативная активность 
ИН ВИЧ объясняется однооборотным механизмом ката-
литического процесса, одной из причин которого является 
образование прочного комплекса фермента с последова-
тельностью ДНК [8]. В связи с этим следующим этапом 
изучения свойств ИН HFV стало исследование стадии 
связывания ДНК.

Для определения константы диссоциации комплек-
са ИН HFV – ДНК мы изучали связывание 2 или 10 нМ 
ДНК-субстрата при различных концентрациях фермента 
(рис. 2а). В приближении исследуемой системы к теории 
простого лиганд-рецепторного взаимодействия по урав-
нению (1) 

[ * ] [ ] [ ] ' [ ] [ ]IN DNA DNA IN K DNA IN Kd d= + + − + +
1
2 0 0 0 0 '' [ ] [ ]( ) − × ×
⎛

⎝
⎜

⎞

⎠
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0 04 DNA IN

              [ * ] [ ] [ ] ' [ ] [ ]IN DNA DNA IN K DNA IN Kd d= + + − + +
1
2 0 0 0 0 '' [ ] [ ]( ) − × ×
⎛

⎝
⎜

⎞

⎠
⎟
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было рассчитано значение K
d
, которое соответствовало 

15–20 нМ. Это значение свидетельствует о формировании 
несколько более прочного комплекса ДНК с ИН HFV, чем 
с ИН ВИЧ (40 нМ [8]). 

Мы также изучили кинетику связывания ДНК обоими 
ферментами методом поляризации флуоресценции. Экс-
перимент осуществлялся при 25 °С, поскольку известно, 
что в данных условиях ретровирусные ИН способны связы-
вать свой субстрат, не осуществляя его процессинг. При до-
бавлении к флуоресцентно меченному ДНК-дуплексу рас-
твора ИН наблюдалось резкое увеличение анизотропии 
флуоресцентного сигнала, обусловленное более медлен-
ным вращением комплекса (рис. 2б). Процесс формиро-
вания комплекса ДНК с ИН HFV полностью завершается 
за 3–4 мин, что примерно в 5 раз превышает время, необхо-
димое для связывания ДНК ИН ВИЧ [8]. Этот факт также 

свидетельствует в пользу большего предпочтения ИН HFV 
к связыванию ДНК-субстрата.

Полученные результаты хорошо согласуются с данны-
ми по зависимости накопления продуктов каталитического 
превращения ДНК-субстрата от времени. На рис. 3 пред-
ставлены кривые, соответствующие накоплению суммы 
продуктов реакций 3’-процессинга и переноса цепи, ката-
лизируемых двумя ИН. 

Можно видеть, что лаг-фаза, предшествующая 
фазе линейного накопления продуктов, характер-
ная для функционирования ИН ВИЧ, полностью от-
сутствует в случае ИН HFV. Вместо этого процесс 
сразу переходит в фазу линейного роста. Рассчитан-
ные значения стационарных скоростей образования 
продуктов на этой стадии имеют близкие значения 
для обеих интеграз (V

linear
 (ВИЧ) = 0.011 нмоль/мин, 

V
linear

 (HFV) = 0.014 нмоль/мин) и являются чрезвычайно 
низкими, что нехарактерно для многооборотного режи-
ма функционирования ферментов при рассматриваемых 
концентрациях. Вместе с тем показано, что причиной 
подобного поведения ИН ВИЧ, выделяемой в присут-
ствии ионов цинка и в отсутствии детергентов по мето-
дике [9], является ее низкая природная каталитическая 
активность, а не низкое содержание активной формы 
белка в используемых препаратах. Это приводит к тому, 
что для описания каталитической активности ИН ВИЧ 
классический формализм Михаэлиса-Ментен оказыва-
ется неприменим. Вместо этого приходится использовать 
кинетические уравнения с допущением, что реакции, 
катализируемые ИН, протекают в т.н. «условиях одного 
оборота», подразумевающих использование большого из-
бытка фермента по отношению к субстрату [8]. Такое же 
допущение было использовано нами и в случае ИН HFV. 
Определенное в однооборотном приближении значение 
аналога каталитической константы оказалось практически 

Рис. 1. Влияние концентрации интегразы ВИЧ-1 (белые кружки) 
и HFV (черные кружки) на выход продукта 3’-процессинга. Раствор 
интегразы (5 нМ-5 мкM) инкубировался с 4 нМ ДНК-субстратом 
в течение 1 ч при 37 0C
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одинаково для обоих ферментов (k
cat

’ = 0.004 ± 0.001 мин-1), 
что также указывает на близкие свойства обеих интеграз. 
Вместе с тем надо отметить, что рассчитанное по кине-
тическим данным значение аналога константы Михаэ-
лиса для ИН ВИЧ (K

m
 = 30 ± 5 нМ) хорошо согласует-

ся со значением константы диссоциации комплекса ИН 
ВИЧ-ДНК (K

d
 = 40 нМ). В то же время для ИН HFV та-

кого соответствия не наблюдается. Рассчитанное нами 
K

m
’ = 60 ± 10 нМ плохо согласуется с определенной вели-

чиной K
d
 (15–20 нМ). В дальнейшем мы планируем изу-

чить причины этого несоответствия. 
В результате проделанной работы нам удалось пока-

зать, что ИН HFV по своим кинетическим характеристикам 
близка к ИН ВИЧ-1. В ближайшее время мы планируем 
использовать этот фермент для создания системы направ-
ленной интеграции ДНК.

ЭКСПеРИМеНтАльНАя ЧАСть
О л и г о н у к л е о т и д ы ,  u 5 B - В И Ч  ( 5 ’ - G t G t G -
GAAAAtctctAGcAGt-3’) ,  u5A-ВИЧ (5’-Act-
G c t A G A G A t t t t c A c A c - 3 ’ ) ,  u 5 B - H F V 
(5’-AtAcAAAAttccAtGAcAAt-3’), u5A-HFV (5’-At-
tGtcAtGGAAttttGtAt-3’), синтезировали амидо-
фосфитным методом на автоматическом ДНК-синтезаторе 
ABI 394 (Applied Biosystems) по стандартному регламенту 
с использованием коммерческих реагентов (Glen research) 
и выделяли электрофоретически в 20 %-ном полиакрила-
мидном геле с 7М мочевиной.

Рекомбинантная интеграза ВИЧ-1 была получена 
в Escherichia coli, выделена и очищена без добавления де-
тергента, как описано в [9]. Интеграза HFV была любезно 
предоставлена д-ром Мускаде Ж.-Ф. (Высшая школа Ка-
шана, Франция).

3’-концевой процессинг проводили, инкубируя соот-
ветствующий 4 нМ ДНК-субстрат, содержащий 5’-[32Р]-
меченную процессируемую цепь u5B, и ИН HFV или ИН 
ВИЧ в 20 мкл буфера (20 мМ Hepes (pH 7.2), 1 мМ Dtt 
и 7.5 мМ Mgcl

2
) при 37 0c. Реакцию останавливали добав-

лением 80 мкл раствора, содержащего 10 мМ Трис-Hcl (pH 
7.5), 0.3 М ацетата натрия, 1 мМ ЭДТА и 0.125 мкг/мкл гли-
когена, интегразу экстрагировали фенолом, продукты ре-
акции осаждали этанолом и ресуспендировали в 80 %-ном 
водном растворе формамида. Продукты разделяли элек-
трофоретически в 20 %-ном полиакриламидном геле в де-
натурирующих условиях (7М мочевина) с последующим 
анализом геля на приборе PhosphoImager. О степени про-
текания 3’-концевого процессинга судили по появлению 
на радиоавтографе полосы, соответствующей укороченной 
на два нуклеотида процессируемой цепи дуплекса.

МетОд «тОРМОжеНИя» В геле 
[32Р]-меченный ДНК-субстрат (2 или 10 нМ) инкубировали 
с различными концентрациями ИН HFV (0–300 нМ) в бу-
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Рис. 2. Связывание ДНК с ИН ВИЧ и ИН HFV: а – изотерма связыва-
ния ИН HFV 2 нМ U5-HFV-субстрата. Инкубация проводилась в тече-
ние 20 мин при 25 0C в буферном растворе, содержащем 20 мМ Tris 
(pH 7.2), 20 мМ NaCl, 1 мМ DTT и 5 мМ MgCl

2
, затем ДНК-белковые 

комплексы анализировались методом «торможения» в геле; б – ки-
нетика связывания 4 нМ ДНК 100 нМ ИН ВИЧ-1 (белые кружки) и ИН 
HFV (черные кружки) при 25 0С, исследованная методом поляриза-
ции флуоресценции
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Рис. 3. Кинетика реакции 3’-процессинга. Кривая накопления про-
дукта 3’-процессинга 4 нМ U5-субстрата при инкубации со 100 нМ ИН 
ВИЧ-1 (белые кружки) и ИН HFV (черные кружки) 
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фере, содержащем 20 мМ HePeS, pH 7.2, 1 мМ ДТТ, 7.5 мМ 
Mgcl

2
, 5 %-ный  глицерин, при 25 0С в течение 20 мин. За-

тем смесь анализировали электрофорезом в 8 %-ном ПААГ 
в буфере, содержащем 20 мМ tris-cH

3
cOOH, рН 7.5, 7.5 мМ 

Mgcl
2
, при 4–8 0С. Гель анализировали с помощью StOrM 

840tM Phosphorimager (Molecular Dynamics). Расчет зна-
чения эффективной константы диссоциации проводили 
по уравнению (1).

МетОд ПОляРИЗАцИИ ФлуОРеСцеНцИИ 
ДНК-субстрат (4 нМ), содержащий остаток флуоресцеи-
на на 5’-конце процессируемой цепи u5B, инкубировали 
с 100 нМ ИН HFV или ИН ВИЧ в 200 мкл буфера, содер-
жащего 20 мМ HePeS, pH 7.2, 1 мМ дитиотреитол и 7.5 мМ 
Mgcl

2
, при 37 0С. В процессе инкубации фиксировали изме-

нение значений анизотропии флуоресценции на спектроф-
луориметре cary eclipse (Varian). 

Расчет аналогов каталитической константы и константы 
Михаэлиса в однооборотном режиме проводили по уравне-
нию (2), согласно опубликованным данным [8]:

     ln
[ ]

[ ] [ ]
DNA

DNA DNA
k t
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0 −
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Настоящая работа поддержана Российским фондом 
фундаментальных исследований (гранты 08-04-01252 

и 09-04-93107-НЦНИЛ).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Goulaouic H, chow S.A.// J. Virol. 1996. V. 70 P. 37–46. 1. 
Katz r.A, Merkel G., Skalka A.M. // Virology. 1996. V. 217 (1) P. 178–190.2. 
Bushman F.D. // Proc. natl. Acad. Sci. uSA. V. 91. (20). P. 9233–9237.3. 
Bushman F.D., Miller M.D. // J. Virol. V. 71(7). P. 458–464.4. 
tan W., Zhu K., Segal D.J., Barbas c.F. 3rd, chow S.A. // J. Virol. 2004. V. 78(3). P. 5. 
1301–1313.

tan W., Dong Z., Wilkinson t.A., Barbas c.F. 3rd, chow S.A. // J. Virol. 2006 V. 80(4). P. 6. 
1939–1948.
Linial M.L. // J. Virol. V. 73. P. 1747–1755.7. 
Smolov M., Gottikh M., tashlitskii V., Korolev S., Demidyuk I., Brochon J.c., 8. 
Mouscadet J.F., Deprez e. // FeBS J. 2006 V. 273 P. 1137–1151.
Leh H., Brodin P., Bischerour J., Deprez e., tauc P., Brochon J.c., Lecam e., coulaud 9. 
D., Auclair c., Mouscadet J.F. // Biochemistry. 2000. 39. 9285–9294.



92 | ActA nAturAe |  № 2 2009

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Биотинилированный 
компонент 
входит в состав 
теломеразного 
комплекса дрожжей 
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РеФеРАт Теломераза достраивает теломерные повторы к одноцепочечной ДНК на концах хромосом. Этот фермент представляет собой сложный рибонуклео-
протеидный комплекс. В состав теломеразы дрожжей Saccharomyces cerevisiae входят tLc1 РНК, служащая матрицей для синтеза теломерных повторов, 
теломеразная обратная транскриптаза est2p, а также ряд вспомогательных белков (est1p, est3p, Ku70/Ku80, Sm-комплекс).
Мы обнаружили, что в состав теломеразного комплекса дрожжей входит биотинилированный компонент. Фракция теломеразы, содержащая биотинили-
рованный белок, активна in vitro и составляет небольшую долю от общего количества активной теломеразы, выделенной из клеток. У нас имеются предпо-
ложения о природе биотинилированного компонента.
Ключевые слова: теломераза дрожжей, биотин, биотинилирование.
Список сокращений: ОТ-ПЦР – обратная транскрипция-полимеразная цепная реакция, ПААГ – полиакриламидный гель, ДЭАЭ-фракция – теломераза, 
выделенная из дрожжевого экстракта с помощью хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе, п.о. – пар оснований, н.о. – нуклеотидных остатков.

ВВедеНИе
На концах хромосом эукариот находятся теломеры. Эти 
ДНК-белковые структуры защищают хромосомы от дегра-
дации и слияния концов [1]. Длину теломер поддерживает 
фермент теломераза, который присоединяет теломерные 
повторы ДНК к 3’-концам хромосомной ДНК [2]. Теломе-
раза активна в клетках организма, способных к неогра-
ниченному делению, в клетках 85% раковых опухолей [3], 
а также клетках одноклеточных эукариот (простейшие 
и дрожжи) [2, 4].

Теломераза – это сложный комплекс, состоящий из РНК 
и белков [5, 6]. В состав теломеразного комплекса дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae входят обратная теломераз-
ная обратная транскриптаза est2p [7], теломеразная РНК 
tLc1 [8], участок которой служит матрицей для синтеза 
теломерных повторов, вспомогательные белки est1p [9] 
и est3p [10], без которых теломераза не активна in vivo [11], 
а также другие белки (Sm-белки [12], Ku-белки [13] и др.). 
Помимо белков, являющихся субъединицами активного 
комплекса, для функционирования теломеразы необхо-



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 № 2 2009  | ActA nAturAe | 93

димы другие белки, взаимодействующие с компонентами 
теломеразы, но не входящие в ее состав. Например, белок 
cdc13, привлекающий теломеразу на теломеру и необхо-
димый для функционирования теломеразы in vivo [11], 
не является субъединицей теломеразы [10], хотя и взаи-
модействует с est1p [14]. На данный момент детектирова-
но большое количество генов белков, отсутствие которых 
приводит к укорочению теломер [15]. Известен также ряд 
белков (шаперон Hsp82p [16] и др.), для которых было по-
казано взаимодействие с отдельными компонентами те-
ломеразного комплекса. Возможно, такие белки необходи-
мы для сборки комплекса или входят в состав теломеразы 
на определенных этапах регуляции. Такая сложная орга-
низация теломеразного комплекса связана со сложной ре-
гуляцией его функционирования. Известно, что удлинение 
теломер происходит в поздней S-фазе клеточного цикла 
[17, 18] и теломераза достраивает теломерные повторы 
преимущественно на самые короткие теломерные концы 
[19-21]. Регуляция возможна и на стадии сборки теломе-
разного комплекса и деградации его компонентов. Обна-
ружение новых взаимодействий белков с компонентами 
теломеразного комплекса и посттрансляционных модифи-
каций белков, участвующих в работе теломеразы, а также 
выяснение их роли поможет лучше понять процесс функ-
ционирования теломеразы в клетке.

Мы обнаружили, что в состав активного теломеразно-
го комплекса дрожжей Saccharomyces cerevisiae входит 
биотинилированный компонент. Такие теломеразные ком-
плексы составляют менее половины от общего количества 
активной теломеразы, выделенной из клетки. 

ЭКСПеРИМеНтАльНАя ЧАСть

МетОдЫ ИССледОВАНИя
Штаммы. В работе использован дрожжевой штамм Saccha-
romyces cerevisiae DBY-746 α (ura3-52, leu2-3,112, trp1-289, 
his3-Δ1). 

Выделение теломеразы с помощью хроматографии 
на стрептавидин-сефарозе. Культуру клеток дрожжей 
выращивали в объеме 3.2 л среды Sc на глюкозе до опти-
ческой плотности А

600
=1о.е. Клетки осаждали центрифу-

гированием (5 мин, 5000 rpm, ротор JA-10, Beckman, +4°c), 
промывали водой 4 раза, затем буфером «str» для выде-
ления (20 мМ Трис-НСl (рН 7.5), 100 мМ nacl, 2 мМ Mgcl

2
, 

1 мМ ДТТ, 0.1 мМ ЭДТА, 10 % (v/v) глицерин, 0.1 % tri-
ton X-100). Полученный осадок клеток механически раз-
рушали перетиранием в жидком азоте и размораживали 
во льду холодным буфером «str» (10 мл), содержащим ин-
гибиторы протеаз complete (roche), PMSF (0.5 мМ) и ин-
гибитор РНКаз rnAsin (Helicon) (40 ед./мл). Клеточный 
дебрис осаждали центрифугированием (5мин, 5000g; 2 раза 
по 15 мин, 15000 rpm, ротор JA-20, Beckman, +4 °c). В алик-
воте полученного экстракта измеряли суммарную концен-
трацию белка с помощью наборов реактивов «compat-Able 
Protein Assay Kit» и «BcA Protein Assay reagent» (Pierce 
Biotechnology). В случае эксперимента с предварительной 
обработкой экстракта авидином его добавляли в экстракт 
(10 мкг/1 мг суммарного белка) и инкубировали в течение 
10 минут при +4 °c. Далее экстракт (10 мг/мл белка) до-
бавляли к предварительно уравновешенной буфером «str» 

стрептавидин-сефарозе (200 мкл суспензии (Ge Health-
care) на 10 мл экстракта) и инкубировали при перемеши-
вании в течение 1.5 ч при +4 °c. Затем сорбент промывали 
6 раз буфером “str”. Полученную стрептавидин-сефарозу 
и все остальные фракции замораживали в жидком азоте 
и хранили при -80°С для дальнейшего анализа.

Выделение теломеразы с помощью анионообменной 
хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе. Теломеразный ком-
плекс выделяли, как описано в работах [4, 22], с небольши-
ми изменениями: для получения фракций, содержащих 
теломеразу, элюцию с колонки с ДЭАЭ-целлюлозой прово-
дили линейным градиентом концентрации ацетата натрия 
(от 100 мМ до 1 М). С 10 мл исходного дрожжевого экстрак-
та (10 мг/мл белка) получали 1мл фракции активной те-
ломеразы, который разделяли на аликвоты, заморажива-
ли в жидком азоте и хранили при -80 °С для дальнейшего 
анализа.

Фракционирование S-100 экстракта и фракций, полу-
ченных с помощью хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе, 
в градиенте плотности глицерина.

Культуру клеток дрожжей выращивали, как описано 
выше, для выделения теломеразы с помощью хроматогра-
фии на стрептавидин-сефарозе, но в среде YPD. Анало-
гично получали дрожжевой экстракт, вместо буфера «str» 
использовали буфер для лизиса (25 мМ Трис-НСl (рН 7.5), 
300 мМ naOAc, 2 мМ Mgcl

2
, 1 мМ ДТТ, 0.1 мМ ЭДТА, 10 % 

(v/v) глицерин). Далее получали S-100 экстракт ультра-
центрифугированием при 100000g и +4 °c в течение 1 ч, 
затем концентрировали на центриконах Vivaspin 20 (Sar-
torius, Германия, США). 0.5 мл S-100 экстракта (15 мг/мл 
суммарного белка) или 0.5 мл ДЭАЭ-фракции наслаива-
ли на заранее приготовленные 15-40 %-ные глицериновые 
градиенты в буфере для лизиса (объем 10.5 мл). Ультра-
центрифугирование проводили при 40 000 rpm при +4 °c 
в течение 24 ч в SW41 роторе. Собирали 22 фракции по 0.5 
мл, замораживали и хранили для дальнейшего анализа.

Детекция теломеразной активности in vitro. Для анали-
за активности в реакции использовали 10 мкл полученной 
суспензии стрептавидин-сефарозы или ДЭАЭ-фракции 
или фракции, полученной при ультрацентрифугировании. 
В конечной смеси (20 мкл) содержалось 50 мМ Трис-НСl 
(рН 8.0), 5 мМ Mgcl

2
, 1 мМ ДТТ, 1 мМ спермидина, 0.05 мМ 

ЭДТА (внесено с теломеразной фракцией), 5 % (v/v) (или 
больше при анализе проб с градиента) глицерина (внесено 
с теломеразной фракцией), 100 мкM dttP, 20 мкКи [α-32P]
dGtP (3000 Ки/ммоль), 5 мкМ олигодезоксирибонуклеоти-
да teL11 (5'-tGGtGtGtGGG-3'). Теломеразная фракция 
в контрольных реакциях была предварительно проинку-
бирована с РНКазой А (1 мкл раствора (10мг/мл), 30 мин, 
30 °c). Реакцию удлинения teL11 проводили в течение 1 ч 
при 30 °c, затем останавливали, добавляя 200 мкл буфера 
«stop» (20 мМ tris-НСl (рН 8.0), 20 мМ ЭДТА, 0.2% Ds-na) 
и 3 мкл протеиназы К (20 мг/мл). После инкубации (1 ч, 30 
°c) продукты реакции экстрагировали дважды фенолом, 
один раз смесью хлороформ : изоамиловый спирт (24 : 1), 
затем осаждали тремя объемами этанола в присутствии 
1/10 объема 3М naOAc и 5 мкг тРНК E. coli в качестве 
соосадителя. Осадок промывали два раза 80%-ным этано-
лом, сушили, растворяли в формамидном буфере для на-
несения на денатурирующий ПААГ (80%-ный деионизо-
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ванный формамид, tBe буфер, 0.1 %-ный ксилен цианола 
и 0.1 %-ный бромфенолового синего). Продукты реакции, 
а также 5'-[32P]-фосфорилированный teL11 в качестве 
маркера длины разделяли электрофорезом в сиквенсном 
15 %-ном денатурирующем ПААГ в буфере tBe. Гель су-
шили и анализировали с помощью электронной авторадио-
графии на приборе PhosphorImager (Molecular Dynamics).

Вестерн-блоттинг для детекции биотинилированных 
белков. Белки для анализа проб после ультрацентрифу-
гирования высаживали, постепенно добавляя к пробе пять 
объемов холодного ацетона, затем выдерживая 24 ч при 
-20 °c. Осадок промывали холодным ацетоном, сушили 
и растворяли сначала в буфере, содержащем 8М мочевину 
и 70 мМ tris-НСl (рН 7.5), затем добавляли воду и прово-
дили электрофорез белков в 15 %-ном ПААГ в присутствии 
Ds-na по Лэммли [23]. Белки из экстракта и ДЭАЭ-фракций 
предварительно не высаживали, электрофорез проводи-
ли в 10-12 %-ном ПААГ. Белки переносили на нитроцел-
люлозную (Ge Healthcare) или PVDF мембрану (Biorad). 
Для детекции биотинилированных белков на мембране ис-
пользовали конъюгат стрептавидин-пероксидаза хрена [24] 
и набор реактивов ecL (Ge Healthcare).

ОТ-ПЦР анализ. РНК для ОТ-ПЦР анализа получали 
фенольной экстракцией анализируемых образцов, да-
лее экстракцией смесью хлороформ : изоамиловый спирт 
(24 : 1) и высаживанием этанолом в присутствии 1/10 объ-
ема 3М naOAc и тРНК E. coli в качестве соосадителя (5 мкг 
на пробу). Пробы для анализа РНК, связанной на сорбенте, 
предварительно обрабатывали протеиназой К, как описано 
выше для детекции теломеразной активности. Все пробы 
обрабатывали ДНКазой I (1 ед./мкг нуклеиновых кислот 
или 1 ед. на 100 мкл фракций, полученных при фракцио-
нировании в глицериновом градиенте, 1 ч, 37 °c). После 
этого РНК очищали от белков с помощью экстракции 
и высаживания, как описано выше. Все пробы растворя-
ли в одинаковом объеме воды (обычно 10 мкл), измеряли 
концентрацию РНК в образце спектрофотометрически 
при 260 нм. Для ОТ-ПЦР анализа связывания с сорбен-
том брали объем, содержащий 0.1 – 0.5 мкг РНК из исхо-
дного экстракта, равный объем пробы из несвязавшейся 
фракции и объем пробы связавшейся фракции с учетом 
концентрирования tLc1 РНК при связывании ее из экс-
тракта на стрептавидин-сефарозе. При анализе фракций, 
полученных с градиента, брали на анализ по 1 мкл всех 
фракций. ОТ-ПЦР анализ проводили с использованием 
набора реактивов «OneStep rt-Pcr Kit» (Qiagen). В каче-
стве ген-специфичных праймеров для анализа tLc1 РНК 
использовали P2 (5'-GtttAttctAGttttttccG-3') и t8 
(5'-cGAAGGcAttAGGAGAAG-3'). Продукты ОТ-ПЦР 
анализировали методом электрофореза в 2%-ном агароз-
ном геле в tBe-буфере (89 мМ tris, 89 мМ борной кислоты, 
2 мМ ЭДТА, рН 8.3) 

РеЗультАтЫ ИССледОВАНИя
В состав активного теломеразного комплекса дрожжей 
входит биотинилированный белок. 

Известно, что детектировать активную теломеразу 
непосредственно в дрожжевом экстракте, полученном 
при разрушении клеток дрожжей, не удается. Это воз-
можно только при обогащении теломеразного комплекса 

или с помощью специфичного связывания на аффинном 
сорбенте компонентов комплекса (est1p [25], est2p [26], 
est3p [10]), или с помощью обогащения всего комплекса 
с помощью анионообменной хроматографии [4, 22]. Мы об-
наружили, что при связывании дрожжевого экстракта 
со стрептавидин-сефарозой на аффинном сорбенте де-
тектируется активная теломераза (рис. 1а). Этот факт 
свидетельствует о том, что на аффинном сорбенте кон-
центрируется теломераза, так как в исходном экстракте 
активности нет. Характер детектируемой активности такой 

Рис. 1. Выделение теломеразы дрожжей с помощью хроматогра-
фии на стрептавидин-сефарозе: а – анализ активности теломеразы, 
выделенной на стрептавидин-сефарозе из экстракта, в реакции уд-
линения олигодезоксирибонуклеотида TEL11. РНКаза А(+) и РНКаза 
А(–) – реакция с предварительной обработкой РНКазой А и без нее 
соответственно; 1, 2 – продукты удлинения TEL11 теломеразой, 
выделенной с помощью хроматографии на стрептавидин-сефарозе; 
3, 4 – то же для теломеразы, выделенной с помощью хромато-
графии на ДЭАЭ-целлюлозе; б – то же, что и в а с добавлением 
авидина и без. Авидин(+)и Авидин(–) – реакция с предварительной 
авидином и без нее соответственно; 1, 2 – то же, что в позиции 
а (1, 2); в – ОТ-ПЦР анализ TLC1 РНК в образцах, полученных 
при выделении теломеразы на стрептавидин-сефарозе в присут-
ствии авидина и без него. ОТ– и ОТ+ – ОТ-ПЦР анализ без реакции 
обратной транскрипции и с ней соответственно; 1, 2 – продукты 
ОТ-ПЦР при анализе исходного дрожжевого экстракта (И); 3, 4 – 
то же из несвязавшейся фракции (П) при связывании без добавления 
авидина; 5, 6 – то же из связавшейся фракции (С) при связывании 
без добавления авидина; 7 – маркер молекулярных масс; 8 – 13 – 
то же, что и 1 – 6 при связывании с добавлением авидина. г – анализ 
активности теломеразы, выделенной на стрептавидин-сефарозе 
из ДЭАЭ-фракции. 1 – 5'-[32P]-фосфорилированный олигодезокси-
рибонуклеотид TEL11; 2 – продукты удлинения TEL11 теломеразой 
в исходной ДЭАЭ-фракции (И); 3 – то же в несвязавшейся фракции 
(П); 4 – то же в связавшейся фракции (С), взятой в четырехкратном 
избытке
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же, как и активности теломеразы, выделенной с помощью 
анионообменной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе, т. е. 
теломераза добавляет лишь один теломерный повтор в ре-
акции in vitro (рис. 1а). 

Для проверки того, что наблюдаемое связывание со 
стрептавидин-сефарозой является результатом взаи-
модействия «биотин-стрептавидин» (константа диссо-
циации K

d
= 10-14 М [27]) мы провели связывание с пред-

варительной обработкой экстракта авидином. Добавление 
авидина – стандартный прием для предотвращения свя-
зывания со стрептавидин-сефарозой биотинилированных 
белков из экстракта дрожжей [28], так как взаимодей-
ствие «биотин-авидин» (константа диссоциации K

d
= 10-15 

М [29]) полностью блокирует взаимодействие «биотин-
стрептавидин». Действительно, добавление авидина 
предотвращает связывание теломеразы с аффинным 
сорбентом (рис. 1б). Этот результат свидетельствует 
о специфичности взаимодействия. Связывание теломеразы 
на сорбенте и предотвращение этого связывания добавле-
нием авидина также подтвержено для tLc1 РНК с помо-
щью ОТ-ПЦР анализа (рис. 1в). 

На следующем этапе было проведено связывание с аф-
финным сорбентом теломеразы, уже очищенной с помощью 
хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе. При этом мы обнару-
жили, что со стрептавидин-сефарозой действительно свя-
зывается активная теломераза, но лишь часть от ее общего 
количества (рис. 1г) Это может свидетельствовать о том, 
что биотинилированный белок в своем составе содержит 
лишь часть комплексов. Также нельзя исключить веро-
ятности того, что при очистке на ДЭАЭ-целлюлозе часть 
активных теломеразных комплексов «теряет» биотинили-
рованный компонент. 

Биотинилированный белок-компонент теломеразы 
имеет массу около 50 кДа и входит в состав лишь части 
от общего количества активной теломеразы. 

Мы провели фракционирование дрожжевого S100 
экстракта, а также теломеразы, очищенной на ДЭАЭ-
целлюлозе в градиенте масс с помощью ультрацентри-
фугирования. Центрифугирование обоих типов проб было 
проведено одновременно и в одинаковых условиях. Из-
вестно, что теломеразный комплекс дрожжей при уль-
трацентрифугировании ведет себя как частица 19S [30]. 
Мы протестировали полученные фракции на наличие 
tLc1 РНК, теломеразной активности, а также биотинили-
рованных белков (рис. 2, рис. 3). На рис.2а и рис.2в пока-
зано распределение активной теломеразы по фракциям, а 
на рис. 2б и рис. 2в показано распределение по фракциям 
tLc1 РНК. 

С помощью Вестерн-блоттинга мы детектировали био-
тинилированные белки в исходном дрожжевом экстракте 
(рис. 3а) и исходной ДЭАЭ-фракции (рис. 3б), а также рас-
пределение биотинилированных белков по фракциям после 
ультрацентрифугирования (рис. 3в и 3г). 

В экстракте и обогащенной на ДЭАЭ-целлюлозе фрак-
ции детектируется три наиболее яркие полосы, соответ-
ствующие массам 47, 120 и 200 кДа (рис. 3а и 3б). Биотини-
лированных белков дрожжей известно немного: Acc1 (250 
кДа [31]), Hfa1p (242 кДа [32]), Pyc1p (130 кДа [33]), Pyc2p 
(130 кДа [33]), Dur1,2p (202 кДа [34]) и Arc1p (42 кДа [35]). 
В целом, детектируемые нами полосы соотносятся с при-

веденными в литературе [35] и ожидаемыми в соответствии 
с массами известных белков. 

В случае фракционирования обогащенной на ДЭАЭ-
целлюлозе теломеразы видно, что вместе с комплексом ко-
мигрирует и обогащается биотинилированный белок с мас-
сой в районе 50 кДа. Это видно при сопоставлении рис. 2в 
и 3в. В случае фракционирования экстракта провести со-
отнесение наличия теломеразной активности в конкретной 
фракции с наличием биотинилированного белка не пред-
ставляется возможным из-за того, что во всех фракциях 
на Вестерн-блоттинге детектируется серия полос, соответ-
ствующих всем возможным биотинилированным белкам, 
аналогичная серии полос в исходном экстракте (данные 
не показаны). 

ОбСуждеНИе РеЗультАтОВ И ВЫВОдЫ
Мы показали, что в состав теломеразного комплекса дрож-
жей входит биотинилированный белок. Однозначно уста-
новить, что это за белок и какова его функция, нам пока 
не удалось. Из-за малого количества теломеразы в клет-
ке (примерно 29 молекул на клетку гаплоидных дрожжей 
[36]) и того, что не все теломеразные комплексы содержат 
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Рис. 2. Анализ фракций, полученных при ультрацентрифугирова-
нии в глицериновом градиенте (всего было получено 22 фракции 
с одного градиента): а – Анализ активности теломеразы во фрак-
циях, полученных при ультрацентрифугировании S100 экстракта, 
в реакции удлинения олигодезоксирибонуклеотида TEL11; 1 – 9 – 
продукты удлинения TEL11 теломеразой во фракциях 1 – 9 соот-
ветственно; б – ОТ-ПЦР анализ TLC1 РНК во фракциях, полученных 
при ультрацентрифугировании S100 экстракта; 1 – 9 – продукты 
ОТ-ПЦР при анализе фракций 1 – 22 соответственно, по две со-
седние фракции в каждой позиции (1 – 1-я и 2-я фракции, 2 – 3-я 
и 4-я фракции и т.д.); в – то же, что и в позиции а для фракций, вы-
деленных при ультрацентрифугировании ДЭАЭ-фракции; г – то же, 
что и в позиции б для фракций, выделенных при ультрацентрифуги-
ровании ДЭАЭ-фракции
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биотинилированный белок, наши попытки идентифици-
ровать искомый белок с помощью MALDI-tOF спектро-
метрии не увенчались успехом. Также нужно отметить, 
что элюция белков, связанных на стрептавидин-сефарозе 
взаимодействием «биотин-стрептавидин», представляет 
собой отдельную задачу и не проходит количественно из-
за прочности взаимодействия [37].

Из рис.2в и 3в очевидно, что обнаруживаемый био-
тинилированный белок комигрирует с более легкими 
теломеразными комплексами. Из этих данных и того 
факта, что биотинилированный белок содержит менее 
половины активных теломеразных комплексов, выде-
ленных на ДЭАЭ-целлюлозе (рис. 1г), можно сделать 
интересное предположение. Возможно, биотинилиро-
ванный белок входит в состав не всех, а более легких те-
ломеразных комплексов, например, еще находящихся 
в процессе созревания, но уже включающих в себя est2p 
и tLc1 РНК, которые обеспечивают активность in vitro. 
Мы проверили это предположение для фракций, полу-
ченных при ультрацентрифугировании S100 экстракта. 
Две активные тяжелые фракции были объединены, две 
легкие так же были объединены. Далее было проведено 
связывание со стрептавидин-сефарозой. Действительно, 
активная теломераза из более тяжелых фракций не свя-
зывается на стрептавидин-сефарозе, тогда как из более 
легких фракций – связывается (рис. 4). Полученный ре-
зультат также свидетельствует против гипотезы о том, 
что биотинилированный компонент «теряется» при очист-
ке на ДЭАЭ-целлюлозе, так как и без очистки с помощью 
анионообменной хроматографии лишь часть теломеразных 
комплексов содержит биотинилированный белок.
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1 2 3 1 2
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55
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Рис. 3. вестерн-блоттинг анализ биотинилированных белков в ис-
ходных S100 экстракте, ДЭАЭ-фракции и фракциях, полученных 
при ультрацентрифугировании в глицериновом градиенте: а – 
вестерн-блоттинг анализ белков в исходном S100 экстракте; 1 – 3 – 
биотинилированные белки в раститровке экстракта в уменьшаю-
щихся количествах от позиции 1 к позиции 3; б – биотинилированные 
белки в ДЭАЭ-фракции; 1, 2 – биотинилированные белки в расти-
тровке ДЭАЭ-фракции в уменьшающихся количествах от позиции 
1 к позиции 2; в – Вестерн-блоттинг анализ белков во фракциях, 
полученных при ультрацентрифугировании ДЭАЭ-фракции; 1 – 
8 – биотинилированные белки во фракциях 1 – 8 соответственно; 
9 – биотинилированные белки в исходной ДЭАЭ-фракции; г – то же, 
что и в позиции в при короткой экспозиции на пленку

Рис. 4. Анализ связывания 
со стрептавидин-сефарозой 
тяжелой (2-я и 3-я фракции) 
и легкой (4-я и 5-я фрак-
ции) фракций, полученных 
при ультрацентрифуги-
ровании S100 экстракта 
в глицериновом градиенте. 
РНКаза А(+) и РНКаза А(–) – 
реакция удлинения TEL11 
с предварительной обра-
боткой РНКазой А и без нее 
соответственно: 1, 2 – про-
дукты удлинения TEL11 тело-
меразой в исходной тяжелой 
фракции (И); 3, 4 – то же 
в связавшейся фракции (С), 
взятой в четырехкратном 
и десятикратном избытке, 
соответственно; 5  – 8  – то 
же, что и 1  – 4 для легкой 
фракции
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Из полученных нами данных (молекулярная мас-
са белка-кандидата составляет около 50 кДа) и сведений 
из литературы можно делать предположения о природе 
биотинилированного белка и его функции. Как было отме-
чено выше, биотинилированных белков дрожжей известно 
немного. Это три типа карбоксилаз, содержащих биотин 
в качестве кофактора: ацетил-КоА-карбоксилазы Аcc1р 
(250 кДа [31]), Hfa1p (242 кДа [32]); пируват-карбоксилазы 
Pyc1p (130 кДа [33]), Pyc2p (130 кДа [33]); амидолиа-
за мочевины Dur1,2p (202 кДа [34]); а также белок Arc1p 
(42 кДа [35]), который является кофактором аминоацил-
тРНК-синтетаз [38]. Про белок Arc1p также известно, 
что он связывает G-квадруплексы ДНК [39]. Среди этих 
белков по молекулярной массе только Arc1p находит-
ся ближе других известных биотинилированных белков 
к найденному белку. Интересно, что Arc1p не содержит 
канонической последовательности для биотинилирования 
биотин-лигазой и биотинилирование не является важным 
для выполнения белком своих функций [35]. Как РНК-
связывающий белок и белок, связывающий квадруплек-
сы ДНК, Arc1p кажется вероятным кандидатом на роль 
биотинилированного компонента теломеразы. Возможно, 
что в состав теломеразы входит белок, для которого еще 
не показано биотинилирование, взаимодействующий, 
как и Arc1p, с биотин-лигазой Bpl1p и также не имеющий 
канонической последовательности для биотинилирования. 

«Интересен вопрос о возможной функции биотинилиро-
ванного компонента в теломеразном комплексе. Мы обна-
ружили, что только более легкая фракция теломеразных 
комплексов содержит в своем составе биотинилированный 
белок. Известно, что основными компонентами теломера-
зы, которые осуществляют реакцию удлинения теломер-
ной ДНК, являются теломеразная обратная транскриптаза 
est2p и теломеразная РНК tLc1, а остальные компоненты 
необходимы для регуляции, сборки, созревания и деграда-
ции комплекса [5]. Некоторые из них входят в состав тело-
меразы лишь временно, на определенной стадии клеточ-
ного цикла. Например, белки est1p и est3p, необходимые 
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для функционирования теломеразы in vivo, входят в состав 
комплекса только в поздней S/G2 фазе клеточного цикла 
[18]. Полученные нами результаты указывают на то, что 
биотинилированный белок не является постоянным ком-

понентом теломеразного комплекса, а входит в его состав 
временно, на определенном этапе сборки, регуляции или 
деградации теломеразы, и, возможно, принимает участие 
в этих процессах.  
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РеФеРАт РНК-интерференция является эффективным природным механизмом модуляции экспрессии генов на посттрансляционном уровне, выявленным 
как у высших эукариотических организмов животного и растительного происхождения, так и у низших эукариот и вирусов.
В настоящее время РНК-интерференция используется в качестве мощного инструмента исследования функциональной активности генов, с помощью кото-
рого  получены  результаты, представляющие существенный интерес для многих областей фундаментальной биологии. Наряду с этим во многих ведущих 
лабораториях мира ведутся биомедицинские разработки, нацеленные на создание терапевтических средств нового поколения для лечения наследственных, 
злокачественных и инфекционных заболеваний различной этиологии, основанных на использовании интерферирующих РНК.
Одной из основных проблем этих работ является поиск эффективных методов доставки интерферирующих РНК в клетки-мишени. В настоящее время для 
внесения в клетки интерферирующих РНК используют трансфекцию или трансдукцию с помощью вирусных векторов, направляющих в клетках синтез 
shРНК – предшественников соответствующих siРНК.
В представленной статье приведены результаты сравнения эффективности подавления экспрессии онкогена AML1-etO с помощью липофекции синтети-
ческой siРНК и при использовании лентивирусного вектора, направляющего синтез shРНК – предшественник анти AML1- etO siРНК. 
Ключевые слова: ленти- и ретровирусные векторы, РНК интерференция, эмбриональные фибробласты мыши.
Список сокращений: AML –Acute Myeloid Leukemia (острый миелоидный лейкоз), cBF –core Binding Factor (гетеродимерный транскрипционный ком-
плекс), eGFP –enhanced Green Fluorescent Protein (усиленный зеленый флуоресцирующий белок), Gtu–GFP transducing units (GFP трансдуцирующие 
единицы), HDAc –Histone deacetylase (гистоновая деацетилаза), IreS –Internal ribosome entry Site (участок внутренней посадки рибосомы), nHr –nervy 
Homology region (область гомологичная белку nervy), rHD –runt Homology Domain (домен гомологичный белку runt), VSV-G –Vesicular stomatitis virus 
G glycoprotein (белок G вируса везикулярного стоматита).

ВВедеНИе
Контролируемое выключение экспрессии определенных 
генов представляет значительный интерес для многих 
направлений фундаментальной молекулярной биологии 
и прикладных ее областей, в первую очередь для совре-
менной биомедицины [1]. 

Среди разнообразных подходов, применяемых для по-
давления экспрессии генов (таких как использование 
антисмысловых нуклеотидов, рибозимов, химических 
блокаторов, разрушение функциональной активности 
определенного гена путем внесения соответствующих му-
таций в зиготу), наиболее эффективным в настоящее время 
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является метод, в основе которого лежит механизм РНК-
интерференции [2, 3, 4].

Интерференция РНК – это высокоспецифичный меха-
низм подавления экспрессии гена на посттранскрипци-
онном уровне за счет деградации кодируемой этим геном 
мРНК. Деградация мРНК происходит в результате ее свя-
зывания с комплексом, содержащим малую интерфери-
рующую РНК (siРНК), комплементарную нуклеотидным 
последовательностям этой мРНК, и клеточные белки, в т.ч. 
эндонуклеазы. [1] 

Использование siРНК уже несколько лет с успехом 
применяется в молекулярной биологии и в биомедицине 
для изучения функций генов и их взаимодействий, а так-
же с целью создания терапевтических средств нового по-
коления. Возможно, в будущем siРНК найдут применение 
в медицине для лечения вирусных и онкологических за-
болеваний.

Для подавления функциональной активности генов 
млекопитающих в настоящее время широко используют 
короткие синтетические двуцепочечные молекулы siРНК 
длиной 21–22 п.н. [5]. Существует ряд коммерческих фирм, 
производящих siРНК. На интернет-сайтах этих произ-
водителей представлены программы для дизайна siРНК 
(например, www.qiagen.com). Перенос синтезированных 
in vitro siРНК в клетки обычно осуществляют с помощью 
трансфекции с использованием искусственных мембран. 
Эффект интерференции РНК проявляется не сразу после 
трансфекции клеток, т.к. siРНК индуцирует деградацию 
мРНК, но не кодируемого ей белка. Обычно эффект разви-
вается в течение 18 ч, однако в случае стабильных белков 
это время может увеличиваться до 24 ч и даже до 48 ч. Дей-
ствие siРНК сравнительно непродолжительно и по разным 
сведениям сохраняется в течение 3–5 клеточных делений 
[1]. Следует отметить, что продолжительность действия 
siРНК может зависеть от многих факторов, в частности 
от природы трансфицируемых клеток. Были разработа-
ны подходы для модификации синтезированных siРНК, 
что позволяет в некоторых случаях довольно существен-
но продлить время действия siРНК в клетках и перекрыть 
время жизни стабильных белков [2]. 

С целью создания длительного эффекта РНК-
интерференции в отношении определенного гена исполь-
зуют ленти- и ретровирусные векторы, в которых стан-
дартными генно-инженерными методами могут быть 
проклонированы нуклеотидные последовательности, ко-
дирующие смысловую и антисмысловую цепи siРНК, раз-
деленные спейсером, расположенным между ними. Транс-
крипция такой матрицы приводит к образованию в клетке 
молекул малых шпилечных РНК, представляющих собой 
две самокомплементарные цепи, разделенные петлей спей-
сера. Установлено, что после транскрипции петля, соеди-
няющая две комплементарные последовательности малой 
шпилечной РНК, отрезается в результате действия вну-
триклеточного белка Dicer, что, в конечном счете, приво-
дит к образованию специфической siРНК, инициирующей 
деградацию мРНК гена, подавление активности которого 
было необходимо осуществить [6].

В рамках данной работы нами с помощью РНК-
интерференции было осуществлено подавление экс-
прессии активированных онкогенов AML1-etO(t8;21) 

Рис. 1. Эффективность экспрессии трансгенов в клеточных линиях, 
трансдуцированных рекомбинантными ретровирусными вектора-
ми, содержащими гены AML1-ETO и RUNX1-K83N.
Гистограммы отображают процент флуоресцирующих клеток 
в популяциях: а – исходных не трансдуцированных фибробластов 
линии SC-1; б – фибробластов линии SC-1, трансдуцированных 
ретровирусными векторами, экспрессирующими онкоген RUNX1-
K83N (флуоресценция регистрируется в 74.22 % популяции); 
в – фибробластов линии SC-1, трансдуцированных ретровирусны-
ми векторами, экспрессирующими слитный онкоген AML1-ETO 
(флуоресценция регистрируется в 72.64 % популяции). Ось X ха-
рактеризует размер анализируемых частиц (клеток) в абсолютных 
значениях, ось Y – значение интенсивности флуоресценции частиц 
(клеток) в абсолютных значениях. Каждая третья гистограмма 
в ряду разделена на квадранты, правый верхний из которых вклю-
чает клетки, экспрессирующие EGFP и соответственно AML1-ETO, 
правый нижний квадрат характеризует клетки, не экспрессирую-
щие EGFP и соответственно онкоген AML1-ETO; г – электрофоре-
грамма продуктов ОТ-ПЦР (слева направо): (a) нетрансдуцирован-
ные клетки линии SC-1, (б) клетки линии SC-1, трансдуцированные 
ретровирусными векторами, экспрессирующими RUNX1-K83N, (в) 
клетки линии SC-1, трансдуцированные ретровирусными вектора-
ми, экспрессирующими AML1-ETO
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и runX1(K83n) – мутантных генов, с высокой частотой 
выявляемых при острых миелоидных лейкозах [7, 8]. 

Эта работа позволила провести сравнение эффектив-
ности сайленсинга, осуществляемого после введения в мо-
дельные клетки, несущие активированный лейкозный 
онкоген, а) синтетических модифицированных двуцепо-
чечных siРНК методом липофекции и б) после трансдук-
ции модельных клеток рекомбинантными лентивирусными 
векторами, РНК-геном которых кодирует предшественни-
ки шпилечных shРНК. 

Для этого использовали модельные клетки, полученные 
путем трансдукции эмбриональных фибробластов мыши 
линии Sc1 с помощью ретровирусных векторов, несущих 
в своем составе экспрессирующую кассету: промотор–
целевой ген–IRES – маркерный ген (EGFP). В качестве 
целевых генов были использованы слитный онкоген 
AML1-etO, возникший в результате хромосомной пере-
стройки t(8:21) или онкоген runX1 (K83n), активирован-
ный в результате точечной мутации, приводящей к замене 
в кодируемом онкобелке аминокислоты лизина на аспара-
гин в 83-м положении. Целевой ген и маркерный ген зеле-
ного белка (eGFP) находятся под общим промотором. Бла-
годаря использованию такой экспрессирующей кассеты 
по внутриклеточному содержанию маркерного гена eGFP 
можно судить об экспрессии целевого гена. 

Типичные результаты оценки эффективности транс-
дукции и последующей экспрессии трансгенов приведены 
на рис. 1.

В работе были использованы исходные фибробласты 
эмбриона мыши линии Sc1, трансгенные клетки линии 
Sc1, несущие в своем геноме трансдуцированные акти-
вированные онкогены AML1-etO или runX1(K83n), 
и клетки почки эмбриона человека линии HeK 293. Клетки 
всех четырех линий росли на стандартной среде DMeM, 
содержащей 10 % эмбриональной сыворотки крупного 
рогатого скота, 4мM L-глутамина, 1мM пирувата натрия, 
стрептомицин/пенициллин в концентрации 100 мкг/мл 

и 100 ед./мл соответственно, при температуре 37 0С в ат-
мосфере 5 % СО

2
.

Дизайн и синтез двуцепочечных siРНК был осуществлен 
совместно с сотрудниками Института химической биологии 
и фундаментальной медицины СО РАН. Олигонуклеоти-
ды синтезированы в ИХБФМ СО РАН с помощью фосфи-
тамидного метода с дальнейшей их модификацией метили-
рованием в определенных положениях, с использованием 
оригинальной методики, которая позволяет существенно 
увеличивать срок жизни синтетических siРНКв клетке [2]. 
Последовательности siРНК олигонуклеотидов и схема, по-
казывающая к каким участкам онкогенов они подбирались, 
приведены в табл.

Перенос siРНК-дуплексов анти-AML1-etO и анти-
runX1 в трансгенные клетки линии Sc1, несущие соот-
ветствующие активированные онкогены, осуществляли ме-
тодом липофекции с помощью реагента Lipofectamin2000 
(Invitrogen) согласно протоколу производителя. Конечная 
концентрация siРНК дуплексов в культуральной среде со-
ставляла 200 нM. 

Через 4 ч в трансфицированных клетках среду меняли 
на свежую и культивировали в СО

2
-инкубаторе при 37 оС, 

в атмосфере 5 % СО
2 
в течение 72 ч.

Анализ уровня экспрессии активированных онкогенов 
осуществляли методом ОТ-ПЦР и методом проточной ци-
тофлуориметрии. Тотальную мРНК из клеточных культур 
выделяли с помощью тризола (Invitrogen) согласно про-
токолу производителя. Полученную мРНК использовали 
для построения первых цепей кДНК c помощью набора 
ImProm-II™ reverse transcriptase (Promega).

Для идентификации в полученной тотальной кДНК 
нуклеотидных последовательностей исследуемых ге-
нов применяли метод ПЦР с праймерами, специфич-
ными к данному гену. Для runX1(K83n) использова-
ли праймеры: сенс-AGtcctAccAAtAcctGGGA; 
антисенс-tctcAGctGtGGtGGtGAAG. Для AML1/
etO: сенс-cAtttcAcccGAGAtAGGAG; антисенс-
AAGtcctcGGcGtcActGAt. Определение уровня 
экспрессии маркерного гена зеленого флуоресцентно-
го белка eGFP, входящего в состав экспрессирующих 
кассет, встроенных в геном клеток обоих линий транс-
генных клеток, проводили с использованием прайме-
ров: сенс-AcctAcGGcctGcAGtGctt; антисенс-
t G c c G t t c t t c t G c t t G t c G .  П р о д у к т ы  П Ц Р 
анализировали с помощью электрофореза в 1.5 %-ном геле 
агарозы, обработку результатов проводили с помощью про-

Рис. 2. Результаты измерений, полученных при анализе клеточных 
суспензий. Представлена зависимость процента флуоресцирующих 
клеток от трансфицированной в них siРНК: а – процент флуоресци-
рующих клеток в популяции трансгенных эмбриональных фибро-
бластов мыши, несущих в своем геноме активированный онкоген 
AML1-ETO через 48 ч после трансфекции их siРНК, комплемен-
тарных разным участкам мРНК онкогена; б – процент флуоресци-
рующих клеток в популяции трансгенных эмбриональных фибро-
бластов мыши, несущих в своем геноме активированный онкоген 
RUNX1(K83N) через 48 ч после трансфекции их siРНК, комплемен-
тарных разным участкам мРНК онкогена 
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Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ОТ-ПЦР после добавления 
siРНК:1.siРНК(AML1-5`), 2. siРНК (AML1-3`), 3. siРНК(AML1-ETO), 4. 
siРНК(ETO), 5. Контроль (без siРНК). Справа указаны размеры про-
дукта ПЦР в парах оснований 
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граммного обеспечения Gel-Pro Analyzer 4.0, в результате 
для каждой лунки были получены значения максималь-
ной оптической плотности (maxOD). Полученные значения 
были нормализованы по β-актину.

Измерение флуоресценции клеток проводили на проточ-
ном цито-флуориметре epics 4XL Beckman coulter (США). 
Сбор и учет данных производили с помощью программного 
обеспечения WinMDI, версия 2.8.

На рис. 2 представлены диаграммы величины флуорес-
ценции клеток, полученные методом проточной цитофлуо-
риметрии. По оси Х – популяции клеток, трансфицирован-
ных siРНК, по оси Y – процент флуоресцирующих клеток 
в популяции.

Результаты, полученные методом проточной цитофлуо-
риметрии, хорошо согласуются с результатами, получен-
ными методом ОТ-ПЦР. На рис. 3 представлены электро-
фореграммы продуктов ОТ-ПЦР после добавления siРНК. 
Видно, что в популяции трансгенных клеток, Sc-1-AML1/
etO(t8;21) при добавлении siРНК, комплементарной участ-
ку онкогена в месте слияния генов AML1 и etO, AML5`-
концевому участку и к участку etO (табл.), наблюдается 
снижение уровня содержания соответствующих мРНК. 
В популяции Sc-1-runX1(K83n) снижение экспрессии 
происходит при добавлении siРНК, комплементарной 
участкам, ближайшим к AML-5`-концу, общему для обоих 
трансгенов, и участку, ближнему к AML-3` концу, который 
присутствует только в трансгене runX1(K83n).

Как видно из рис. 2, в части популяции клеток линий, 
экспрессирующих онкоген, наблюдается значительное га-
шение флуоресценции (в 2 и более раз) после добавления 
синтетической siРНК, в то время как в другой части этой 
популяции флуоресценция гасится не так значительно. Это 
совпадает с данными ОТ-ПЦР, представленными на рис. 3. 
Наиболее вероятной причиной такого явления может быть 
недостаточно высокая эффективность доставки синте-
тических siРНК в клетки. В случае трансфекции siРНК, 
по оценке фирмы-производителя реагента (Invitrogen), ис-
пользуемого для трансфекции в данном эксперименте, эф-
фективность переноса составляет около 50–60 % и зависит 
от природы используемых клеток. Кроме этого, снижение 
активности синтетических siРНК может быть связано с их 

Рис. 5. Лентивирусные векторы, экспрессирующие shRNA: а – 
pLSLP-AML-ETO-shRNA: лентивирусный вектор, экспрессирующий 
shРНК – предшественник siРНК, комплементарной мРНК онкогена 
AML1-ETO в месте слияния генов AML1 и ETO; б – pLSLP-AML-
shRNA: лентивирусный вектор, экспрессирующий shRNA – пред-
шественник siРНК, комплементарной 5’ концевой области мРНК 
гена RUNX1

Рис. 4. Кинетика действия siРНК, комплементарной месту слияния 
генов AML1 и ETO в онкогене AML1-ETO(t8;21) 
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деградацией под действием клеточных эндонуклеаз, не-
смотря на значительный вклад модификаций, вносимых 
в последовательности синтетических siРНК, обеспечиваю-
щих их относительную стабильность. По нашим данным, 
наибольшая интерферирующая активность синтетических 
модифицированных siРНК наблюдается через 48 и 72 ч.

На рис. 4 приведен график, на котором представлена ки-
нетика действия siРНК, комплементарной месту слияния 
генов AML1 и etO в онкогене AML1-etO(t8;21). За началь-
ную точку отсчета приняли момент внесения siРНК.

Показано, что максимальное действие использованной 
siРНК наблюдается через 48 и 72 ч после трансфекции, ког-
да доля флуоресцирующих клеток в популяции составляет 
около 56 %. Через 96 и 120 ч процент флуоресцирующих 
клеток составляет уже 67.92 и 74.39 соответственно. Ре-
зультаты приведены в отношении к контролю, представ-
лены средние значения из трех параллельных измерений.

Увеличение эффективности РНК-интерференции мо-
жет быть достигнуто за счет увеличения эффективности 
внесения интерферирующей РНК в модельные клетки.

Для этого, с учетом структуры эффективно действую-
щей siРНК, нами были сконструированы лентивирусные 
векторы, геном которых содержал последовательности, на-
правляющие синтез shРНК-шпилек-предшественников 
siРНК. 

Основой для таких генетических конструкций послу-
жил лентивирусный вектор pLSLP, в который вводили 
последовательность ДНК, кодирующую shРНК шпильку-
предшественник siРНК, комплементарную месту слияния 
генов AML1 и ЕТО или части гена runX1, общей с онкоге-
ном AML1/etО. 

Последовательности ДНК,  
кодирующие анти-AML-etO shРНК

AML-etO-сенс
5’-p-gatccgcctcGAAAtcGtActGAGGcttcctgtcatct-

cAGtAcGAtttcGAGGtttttg-3’
AML-etO-антисенс

5’-p-aattcaaaaacctcGAAAtcGtActGAGAtgacag-
gaagcctcAGtAcGAtttcGAGGcg-3’

Последовательности ДНК,  
кодирующие анти-runX1 shРНК

AML-5-сенс
5’-p-gatccgGAAccAGGttGcAAGAttccttcctgt-

caAAAtcttGcAAcctGGttctttttg-3’
AML-5-антисенс

5’-p-aattcaaaaaGAAccAGGttGcAAGAttttgacag-
gaagGAAtcttGcAAcctGGttccg-3’

Дизайн последовательностей осуществлялся с помо-
щью интернет ресурса http://gesteland.genetics.utah.edu/
sirnA_scales/index.html. Клонирование проводилось с по-
мощью стандартных методов генной инженерии. На рис. 5 
представлены карты рестрикции сконструированных лен-
тивирусных векторов, несущих шпилечные структуры.

Для получения лентивирусных вирионов, несущих в сво-
ем геноме shРНК шпильку, ДНК рекомбинантных ленти-
вирусных векторов вводили в клетки линии 293Т методом 
ко-трансфекции с упаковывающими плазмидами, с помо-

щью реагента Lipofectamin 2000 (Invitrogen) согласно про-
токолу производителя. Вирусные стоки собирали в тече-
ние трех дней и использовали для заражения трансгенных 
клеток, несущих активированные онкогены AML1-etO 
и runX1(K83n), как описано ранее [9]. Через 48 ч после 
заражения клетки помещали в селективную среду с анти-
биотиком пуромицином (5 дней, 10 мкг/мл). Полученную 
в результате селекции массовую культуру трансгенных 

Рис. 7. Электрофореграмма продуктов ОТ-ПЦР, полученная в ре-
зультате анализа экспрессии активированных онкогенов в линиях 
трансгенных клеток SC1-AML1/ETO(t8;21) и SC1-RUNX1(K83N), 
трансдуцированных рекомбинантными лентивирусными вектора-
ми, несущими в своем геноме shРНК шпильки-предшественники 
соответствующих siРНК: 99K – контрольный образец из культуры 
клеток SC1-RUNX1(K83N), не трансдуцированной лентивирусным 
вектором; shA-E – продукт анализа образца мРНК из культуры 
клеток SC1-RUNX1(K83N), трансдуцированной рекомбинантным 
лентивирусом, несущим шпильку-предшественник siРНК, компле-
ментарной месту слияния AML1 и ETO; shA5’ – продукт анализа 
мРНК из культуры клеток SC1-RUNX1(K83N), трансдуцированной 
рекомбинантным лентивирусом, несущим шпильку-предшественник 
siРНК, комплементарной к 5’ концевому участку гена AML1; sc1K – 
контрольный образец из культуры клеток линии SC1, не несущей 
трансгена и не трансдуцированной рекомбинантным лентивирусным 
вектором. Последние три образца – результат анализа трансгенных 
культур клеток SC1-AML1/ETO(t8;21), первый из которых – соот-
ветствующий контроль, а каждая из последних двух трансдуцирова-
на соответствующими лентивирусными конструктами

99K shA-E shA5' sc1K 98K shA5' shA-E

sc1 (RUNX1)

b-actin

EGFP

sc1 (AML1-ETO)

Рис. 6. Диаграмма, показывающая изменение количества флуо-
ресцирующих клеток в популяции линии фибробластов мыши 
SC-1-AML1/ETO(t8;21), экспрессирующих AML1-ETO: а – 
до трансдукции лентивирусным вектором и б – после трансдукции 
лентивирусным вектором, экспрессирующим shРНК шпильку-
предшественник siРНК, комплементарную мРНК онкогена AML1-
ETO в месте слияния генов AML1 и ETO
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клеток, несущих ген, кодирующий shРНК шпильку, иссле-
довали методом проточной цитофлуориметрии и ОТ-ПЦР.

На рис. 6 представлены гистограммы, из которых сле-
дует, что процент флуоресцирующих трансгенных кле-
ток Sc1-AML1/etO(t8;21) после трансдукции их ДНК 
лентивирусного вектора, несущего в своем геноме shРНК 
шпильку-предшественник siРНК, комплементарной месту 
слияния генов AML1 и etO в составе активированного он-
когена AML1-etO, снижается в 6 раз. Соответствующие 
результаты были получены при анализе трансгенных кле-
ток линии Sc1-AML1/etO(t8;21) и Sc1-runX1(K83n) по-
сле трансдукции их лентивирусной конструкцией, несущей 
в своем геноме shРНК шпильку-предшественник siРНК, 
комплементарной 5’ концевой области гена AML1, общей 
для обоих онкогенов AML1-etO(t8:21) и runX1(K83n). 
Количество флуоресцирующих клеток в данном случае 
снизилось в 8 и 8.5 раз (гистограммы не представлены). Сле-
дует отметить, что трансдукция трансгенных клеток линии 
Sc1-runX1(K83n) лентивирусной конструкцией, несущей 
в своем геноме shРНК шпильку-предшественник siРНК, 
комплементарной месту слияния генов AML1 и etO, на из-
менение процента флуоресцирующих клеток не повлияло 
(гистограмма не представлена). Результаты, полученные 
методом проточной цитофлуориметрии, соотносятся с ре-
зультатами анализа методом ОТ-ПЦР. Электрофореграм-
ма представлена на рис. 7. 

ВЫВОдЫ
Данные, полученные в нашей работе, свидетельствуют 
о высокой эффективности стабильных синтетических мо-
дифицированных siРНК, используемых для подавления 
экспрессии активированных онкогенов, с высокой частотой 
выявляемых при острых миелоидных лейкозах. 

Данные, полученные в опытах с синтетически-
ми siРНК, позволили осуществить дизайн и синтез 
ДНК-последовательностей, предшественников shРНК, 
которые были клонированы в лентивирусный рекомби-
нантный вектор. С помощью лентивирусных векторов 
ДНК-последовательности, направляющие постоянный вну-
триклеточный синтез shРНК шпилек-предшественников 
siРНК, комплементарных к различным участкам активиро-
ванных онкогенов AML1/etO(t8;21) и runX1(K83n), были 
внесены в трансгенные клетки, несущие в своем геноме эти 

онкогены. Анализ трансдуцированных лентивирусными 
векторами трансгенных клеток методом проточной цитоф-
луориметрии и ОТ-ПЦР показал значительное снижение 
уровня экспрессии активированных онкогенов. Это свиде-
тельствует о значительной эффективности сконструиро-
ванных нами лентивирусных конструкций, которые можно 
использовать для подавления экспрессии целевых генов 
методом РНК-интерференции.

Авторы приносят глубокую благодарность профессору 
П.М. Чумакову за предоставленный ретровирусный вектор 
для клонирования последовательностей, направляющих 
синтез shРНК.  
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Таблица

Мишень Цепь Последовательность

AML-etO
sense 5’-ccucGAAAucGumAcumGAGUAG-3’

antisense 5’-ucucmAGumAcGAuuucGAGGuu-3’

etO
sense 5’-GGccmAGcGGumAcmAGuccmAGAu-3’

antisense 5’-uumGGAcumGumAccGcumGGccuG-3’

AML (5’)
sense 5’-GAAccmAGGuumGcmAAGAuuGAA-3’

antisense 5’-AAAucuumGcmAAccumGGuucuu-3’

AML (3’)
sense 5’-AGcccGGGAGcuumGuccuCuu-3’

antisense 5’-AAGGAcmAAGcucccGGGcuumG-3’

siPHK
1. AML5' 
2. AML3'
3. AML1-ETO
4. ETO

RUNX1

AML1-ETO
AML5fusion ETO3'

AMLS' AML3'

1 2

1 3 4
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РеФеРАт  Клеточная биология – одно из интенсивно развивающихся направлений современной биологии. Особый интерес для клеточной биологии пред-
ставляют те стадии раннего эмбрионального развития организма, во время которых большинство клеток обладают свойством плюрипотентности. Клетки 
внутренней клеточной массы бластоцисты могут быть культивированы in vitro и получили название эмбриональных стволовых клеток. Эти клетки обладают 
способностью к дифференцировке в любые типы клеток и тканей. Однако еще больший интерес для практического использования представляет возвраще-
ние (репрограммирование) клеток взрослого организма в плюрипотентное состояние. В проведенном нами исследовании из эндотелиальных клеток пупоч-
ной вены человека с помощью генетического репрограммирования были впервые получены клетки с индуцированной плюрипотентностью. Мы показали, 
что морфологически, молекулярно и функционально полученные клетки аналогичны эмбриональным стволовым клеткам человека. Нами было впервые 
продемонстрировано, что при репрограммировании в клетках человека с индуцированной плюрипотентностью происходит существенное изменение со-
стояния хроматина Х хромосомы, инактивированной в женских клетках эндотелия, в сторону ее активации, что свидетельствует о репрограммировании 
клеток эндотелия и на эпигенетическом уровне. 
Ключевые слова: плюрипотентность, репрограммирование клеток, реактивация Х хромосомы.
Список сокращений: эмбриональные стволовые клетки (ЭСК), клетки с индуцированной плюрипотентностью (иПК).

В процессе индивидуального развития многокле-
точный организм млекопитающих проходит путь 
развития от одной единственной клетки, зиготы, 

до сложного набора взаимообеспечивающих типов тканей. 
Тотипотентная клетка зиготы и терминально дифферен-
цированная клетка несут один и тот же набор генетиче-
ской информации, однако эта информация реализуется 
по разным программам. Клеточные программы диффе-
ренцировки реализуются на генетическом и эпигенетиче-
ском уровнях. Зигота, реализуя определенную програм-
му, делится, и на определенном этапе клетки начинают 
специализироваться. На стадии бластоцисты (примерно 
3.5-й день у мыши, 5.5-й день у человека) уже есть 2 типа 
клеток, а сама бластоциста представляет собой будущий 
эмбрион, но который еще не имел физического контакта 
с материнским организмом. Из внутренних клеток будет 
дальше развиваться организм и все его ткани, а внешний 
слой клеток – трофоэктодерма – будет обеспечивать взаи-

модействие с материнским организмом. Клетки внутрен-
ней массы бластоцисты, культивируемые в лабораторных 
условиях, получили название эмбриональных стволовых 
(ЭСК). Подобраны такие условия культивирования ЭСК, 
что in vitro (вне организма) программа дальнейшего раз-
вития ЭСК не реализуется, они сохраняют свойство плю-
рипотентности неограниченное время [1], но, сменив усло-
вия культивирования, можно получить контролируемую 
дифференцировку ЭСК во все ткани трех зародышевых 
листков [2]. Однако в плане практического использования 
этих клеток в терапевтических целях остается нерешен-
ной задача иммунологической совместимости полученных 
тканей с реципиентом. Идеальным решением представля-
ется репрограммирование индивидуальных соматических 
клеток до плюрипотентного состояния. Для этого были раз-
работаны технологии переноса ядра соматической клетки 
в яйцеклетку или слияния соматической клетки с плюрипо-
тентной [3–5]. Однако в 2006 г. С. Яманакой [6] был предло-
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жен подход генетического репрограммирования соматиче-
ской клетки до плюрипотентного состояния. Для индукции 
плюрипотентности были использованы гены, кодирующие 
транскрипционные факторы, необходимые для раннего 
эмбрионального развития и поддержания плюрипотентно-
сти Oct3/4 и Sox2, противоапоптозный транскрипционный 
фактор Klf4 и транскрипционный фактор, поддерживаю-
щий клеточную пролиферацию c-Myc. Эти клетки получи-
ли название стволовых клеток с индуцированной плюри-
потентностью (иПК). За последние 3 года технология была 
значительно усовершенствована и уже не требует обяза-
тельной генетической модификации [7–9]. Однако спектр 
типов клеток человека, которые были успешно репрогра-
мированы, остается очень ограниченным [10, 11]. 

Клетки, которые могут служить источником иПК, 
должны удовлетворять ряду условий. Во-первых, должны 
быть «чувствительны» к полному репрограммированию. 
Во-вторых, должны быть доступны. В-третьих, не долж-
ны иметь накопленных повреждений ДНК, как, напри-
мер, повреждения от УФ или других факторов внешней 
среды, в клетках кожи. И наконец, чтобы минимизировать 
возможные повреждения ДНК в процессе манипуляций 
с клетками in vitro, изначальное количество клеток должно 
быть значительным, а репрограммирование эффективным. 
Исходя из перечисленных выше критериев, нами была по-
ставлена задача выбора оптимального клеточного типа 
и генетического репрограммирования выбранных клеток 
с целью оптимизации их дальнейшего практического при-
менения. 

Для репрограммирования нами были выбраны клетки 
эндотелия пупочной вены человека. Они легко доступны, 
не накопили повреждений ДНК, могут быть получены 
в больших количествах без предварительного культиви-
рования, хорошо пролиферируют в культуре только в при-
сутствии факторов, поддерживающих их рост и, в связи 
с развитием сети банков хранения пуповинной крови, 
могут храниться длительное время. Данные о репрограм-
мировании клеток эндотелия в литературе отсутствуют. 
Репрограммирование было проведено с использованием 
генетических конструкций, ранее опробованных в экспе-
риментах [6]. Эндотелиальные клетки пупочной вены че-
ловека (HuVec) были трансдуцированы ретровирусными 

векторами, которые содержали кДНК следующих генов: 
Oct3/4, Sox2, KLF4 и cMyc. Множественность инфекции 
составляла 5 вирусных частиц. Через 6 дней после инфек-
ции культуральная среда для эндотелиальных клеток была 
заменена на среду для ЭСК. Необходимо отметить, что эн-
дотелиальные клетки не пролиферируют в среде для ЭСК, 
это значительным образом облегчило отбор иПК. Через три 
недели после вирусной инфекции были отобраны клоны, 
которые морфологически были идентичны ЭСК человека 
(рис. 1). 

По пролиферативным и молекулярным характеристи-
кам (рис. 2а, б) полученные иПК не отличались от ЭСК 
человека. С помощью фингерпринтинга мы убедились, 
что линии иПК произошли именно из клеток эндотелия 
пупочной вены человека, взятых для репрограммирова-
ния, а не являются результатом контаминации линиями 
ЭСК человека. Копийность интегрированных провиру-
сов, определенная с помощью геномной гибридизации 
с соответствующими зондами, варьировала в получен-
ных линиях иПК от двух до трех копий каждого виру-
са на геном. Полученные линии иПК человека обладали 
свойством плюрипотентности, формировали эмбриоидные 
тельца (рис. 2в) и дифференцировались в производные 
трех зародышевых листков. Проведенное кариотипиро-
вание показало, что репрограммированные клетки имеют 
нормальный кариотип и сохраняют его в процессе куль-

Рис. 1. Морфология полученных из эндотелия иПК человека, 
растущих в бесфидерных условиях: а – фотография колонии иПК 
в световом поле; б – фотография колонии ЭСК человека. Масштаб-
ная линейка – 100 мкм

а б

а б в г

Рис. 2. Анализ свойств иПК человека, полученных из эндотелия пупочной вены: а, б – иммуногистохимический анализ иПК, окраска антитела-
ми на специфические маркеры плюрипотентности Оct-4 (А) и SSEA-4 (Б). Специфические сигналы окрашены зеленым (а) и красным (б), ядра 
в (б) окрашены синим (DAPI); в – эмбриоидные тельца, образованные иПК при культивировании в суспензии. Масштабная линейка – 100 мкм; 
г – интерфазные ядра иПК, окрашенные маркером активного хроматина H3me2K4 (красный). Белые стрелки указывают позицию хромосом-
ной территории, которую занимает частично реактивированная Х хромосома
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тивирования как минимум на протяжении 22 пассажей. 
Культивирование линий иПК проводилось в бесфидерных 
условиях в среде mteSr1с определенным (defined) соста-
вом. Таким образом, нами впервые были получены иПК 
из клеток эндотелия человека в отсутствие компонентов 
животного происхождения. Разработанный подход позво-
ляет получать линии иПК, пригодные для клинического 
использования. 

В процессе репрограммирования не только претерпева-
ет изменения генетическая программа клетки, но и долж-
ны происходить значительные изменения в эпигенетиче-
ском состоянии соматической клетки. В процессе раннего 
эмбрионального развития в клетках женского организма 
происходит инактивация одной из Х хромосом, при этом 
на стадии ЭСК обе Х хромосомы могут быть активны. Сле-
довательно, можно ожидать, что в процессе репрограмми-
рования произойдут функциональные изменения, приво-
дящие к реактивации неактивной в клетках эндотелия Х 
хромосомы. Нами был проведен иммуноцитохимический 
анализ Х хромосом в полученных иПК с помощью анти-
тел к активному (H3me2K4) и неактивному (H3me3K27) 
хроматину. Полученные результаты показали, что в иПК, 
на инактивированной Х хромосоме, появляется маркер 
активного хроматина (H3me2K4) (рис. 2г), в то же время 

этот маркер отсутствует на инактивированной Х хромо-
соме в клетках эндотелия. Таким образом, нами впервые 
показано, что в клетках человека при генетическом ре-
программировании происходит реактивация неактивной 
Х хромосомы. Из полученных нами результатов следует, 
что эндотелиальные клетки человека могут быть эффек-
тивно и полностью репрограммированы до плюрипотент-
ного состояния, что подтверждается морфологическими, 
молекулярными и функциональными тестами. 

Несомненно, что для практического использования иПК 
необходимо проведение дальнейших исследований, в част-
ности для подтверждения репрограммирования на уровне 
всего генома, а также подтверждения безопасности иПК 
в отношении опухолевой трансформации. Данное направ-
ление является одним из самых перспективных в области 
клеточных технологий, но при этом не следует забывать, 
что иПК являются лишь искусственным аналогом ЭСК, 
и для выяснения их прикладной значимости необходимы 
исследования обеих групп плюрипотентных клеток чело-
века. 

Исследование поддержано программой президиума РАН 
«Биологическое разнообразие», грантом  

РФФИ 09-04-12199 офи-м и ООО «ЛКТ» (Москва).
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РеФеРАт  На модели эмбриональных стволовых клеток мыши изучено влияние повышенной и пониженной экспрессии гена pub на начальные этапы их 
дифференцировки в производные энто-, экто- и мезодермы in vitro. Методом ПЦР, сопряженной с обратной транскрипцией, было показано, что экспрессия 
генов vimentin, somatostatin, GATA 4, GATA 6, являющихся маркерами энтодермального направления дифференцировки, не изменяется как в клетках с по-
вышенной экспрессией гена pub, так и в клетках с его пониженной экспрессией, а также в соответствующих контрольных линиях. В клетках с повышенной 
экспрессией гена pub наблюдалось увеличение экспрессии генов-маркеров мезодермального направления дифференцировки (trI card, trI skel, c-kit и IL-7), 
а в клетках с пониженной экспрессией гена pub – снижение их экспрессии. При анализе экспрессии генов-маркеров эктодермальной дифференцировки 
(nestin, β-III tubulin, gfap, th) наблюдалась противоположная картина. В линиях клеток с повышенной экспрессией гена pub показано снижение экспрессии 
этих генов, тогда как при подавлении экспрессии гена pub происходило увеличение их экспрессии. Таким образом, предполагается, что изменения в экс-
прессии гена pub в эмбриональных стволовых клетках могут оказывать существенное влияние на дифференцировку этих клеток в мезо- и эктодермальном 
направлениях.
Ключевые слова: эмбриональные стволовые клетки, дифференцировка, полимеразная цепная реакция, ген pub, мезодерма, энтодерма, эктодерма.
Список сокращений: Эмбриональные стволовые (ЭС) клетки, фетальная сыворотка коровы (ФСК).

ВВедеНИе
Эмбриональные стволовые (ЭС) клетки представляют собой 
уникальную модель для изучения процессов, происходящих 
на ранних этапах эмбриогенеза [1]. Известно, что и в ходе 
развития зародыша in vivo ЭС клетки в культуре способны 
давать начало всем трем зародышевым слоям: энтодерме, 
мезодерме и эктодерме и, соответственно, всем развиваю-

щимся из них типам клеток. Анализ экспрессии генов в про-
цессе дифференцировки ЭС клеток в специализированные 
клеточные типы показал, что последовательность и эффек-
тивность экспрессии генов в ходе дифференцировки in vitro 
в целом соответствует последовательности данных процес-
сов in vivo [10]. Это указывает на возможность использова-
ния ЭС клеток в качестве адекватной экспериментальной 



108 | ActA nAturAe |  № 2 2009

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

модели для изучения молекулярных механизмов начальных 
этапов дифференцировки. Кроме того, исследования диф-
ференцировки ЭС клеток в том или ином направлении в от-
вет на воздействие специфических индукторов (факторов 
роста, цитокинов) или на непосредственную генетическую 
модификацию этих клеток позволяют приблизиться к по-
ниманию функции исследуемых соединений и различных 
генов в данном процессе [1].

Ранее нами с помощью метода вычитающей гибриди-
зации были получены и охарактеризованы клоны кДНК, 
повышенно транскрибирующиеся в ВИЧ-ассоциированных 
иммунобластных лимфомах [16, 17]. Анализ этих кДНК по-
зволил выявить среди них, наряду с ранее охарактеризо-
ванными генами (set, сalpain и др.), несколько кДНК, коди-
рующих гены с неизвестными в то время функциями. Один 
из таких лимфомоспецифичных генов в дальнейшем был 
назван pub. Белковый продукт гена pub человека (hPub) 
имеет высокую степень гомологии (82 %) с мышиным бел-
ком Pub (mPub) [5].

Pub относится к семейству trIM (tripartite motif) белков 
[5], для которых характерно наличие т.н. trIM (или rBBc) 
мотива, состоящего из трех цинк-связывающих доменов: 
rInG (r), B-box 1 (B1) и B-box 2 (B2), сопровождаемых 
coiled-coil (cc) районом [15]. На данный момент известно 37 
представителей данного семейства белков. Некоторые из них 
вовлечены в такие биологические процессы, как регуляция 
транскрипции, организация цитоскелета, контроль клеточ-
ной пролиферации и дифференцировки [18]. Функции гена 
hpub в организме практически не изучены. Для мышиного 
гомолога mpub показано, что он играет важную роль в про-
цессах клеточной дифференцировки и оказывает суще-
ственное влияние на транскрипционную активность фактора 
Pu.1 [5]. Pu.1 относится к etS семейству транскрипционных 
факторов, играет центральную роль в дифференцировке 
и пролиферации макрофагов и В-клеток в ходе гемопоэза, 
а также контролирует функциональную активность ней-
трофилов [11]. Показано, что продукт гена mpub ингибирует 
транскрипционную активность Pu.1 в гемоцитах и вслед-
ствие этого играет важную роль в пролиферации и диффе-
ренцировке миелоидных и лимфоидных клеток [5]. 

Для исследования влияния гена pub на начальные 
стадии развития была использована модель ЭС клеток 
мыши. Ранее нами были получены стабильно трансфици-
рованные клеточные культуры с повышенной экспрессией 
гена hpub (линия eS-hPub), находящегося под контролем 
промотора цитомегаловируса и с пониженной экспрес-
сией гена mpub (линия eS-rnAi) в результате действия 
интерферирующей РНК, а также соответствующие им 
контрольные линии (eS-DnA3 и eS-pJneo) [2]. Было пока-
зано, что повышенная экспрессия hpub приводила к уве-
личению, а пониженная экспрессия эндогенного mpub –  
к уменьшению образования ЭС клетками эмбриоидных 
тел, однако не оказывала влияния на пролиферативную 
активность этих клеток [2, 3]. 

В данной работе методом полимеразной цепной реак-
ции, сопряженной с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР), 
проведена оценка влияния повышенной и пониженной экс-
прессии генов mpub и hpub на экспрессию генов-маркеров 
энто-, мезо- и эктодермальной дифференцировки в куль-
турах трансфицированных ЭС клеток мыши.

ЭКСПеРИМеНтАльНАя ЧАСть

КультИВИРОВАНИе ЭС КлетОК 
В работе использовали ЭС клетки мыши линии r1, любезно 
предоставленные A. nagy (Mount Sinai Hospital, toronto, cana-
da). Культивирование ЭС клеток проводили при 37 0С и 5 % СО

2
 

в среде альфа-МЕМ (Sigma, США), содержащей 15 % феталь-
ной сыворотки коровы (ФСК) (Gibco, США), 0.1 мM 2-меркап-
тоэтанол, 2 мM L-глутамин, заменимые аминокислоты (Gib-
co, США), нуклеозиды, витамины и антибиотик гентамицин 
(20 мкг/мл). В качестве питающего (фидерного) слоя для Эc 
клеток использовали первичные фибробласты, полученные 
от мышей 11–12-го дней эмбрионального развития, пролифе-
рация которых была блокирована митомицином С (5 мкг/мл). 
Ростовой средой для первичной культуры фибробластов слу-
жила среда ДМЕМ (Sigma, США), содержащая 10 % ФСК, 
2 мM L-глутамин и антибиотик гентамицин (20 мкг/мл). 
При культивировании ЭС клеток без фидерного слоя в сре-
ду добавляли LIF (фактор, ингибирующий лейкемию) (Sigma, 
США) в конечной концентрации 10 нг/мл, который блокировал 
спонтанную дифференцировку этих клеток. Пересев клеток со 
сменой среды осуществляли каждые 3 дня.

ИНдуКцИя дИФФеРеНцИРОВКИ ЭС КлетОК 
С ОбРАЗОВАНИеМ ЭМбРИОИдНЫХ тел 
Для индукции дифференцировки с образованием эмбриоид-
ных тел ЭС клетки изолировали от фибробластов фидерного 
слоя. Клетки обрабатывали трипсином, центрифугировали, 
а затем полученную суспензию инкубировали в чашке Пе-
три (d = 60 мм) (nunc, Дания) в течение 10–20 мин в СО

2
-

инкубаторе. В течение этого времени основная масса фи-
бробластов прикрепляется ко дну чашки, в то время как ЭС 
клетки остаются в суспензии. Для формирования эмбриоид-
ных тел суспензию ЭС клеток переносили на чашку Петри 
(d = 35 мм) (nunc, Дания) в количестве 200 000 клеток в 2 мл 
среды, либо на 96-луночную иммунологическую плашку (по 
1000 клеток на лунку, в 100 мкл среды), затем помещали 
в СО

2
-инкубатор. На третьи сутки культивирования обра-

зовавшиеся эмбриоидные тела переносили на чашки, по-
крытые желатиной, для дальнейшей дифференцировки.

ВЫделеНИе тОтАльНОй РНК И ПРОВедеНИе 
ОбРАтНОй тРАНСКРИПцИИ 
Тотальную РНК из дифференцированных ЭС клеток, 
а также из других клеточных линий и тканей выделяли ме-
тодом фенол-хлороформной экстракции с использованием 
набора YellowSolve (clonogen, Россия), следуя рекоменда-
циям производителя. Процедуру обратной транскрипции 
проводили с использованием набора фирмы «Силекс» (Рос-
сия), согласно протоколу и рекомендациям производителя. 
Синтез кДНК проводили на 0.5 мкг тотальной РНК в те-
чение 1 ч при 37 0С в 20 мкл реакционной смеси, содержа-
щей 0.05 мкг случайных гексапраймеров и 100 ед. обратной 
транскриптазы MMLV (molonеy murine leukemia virus). 
После остановки реакции (инкубация 10 мин при 70 0С) об-
разцы кДНК хранили при – 20 0С.

ПОлИМеРАЗНАя цеПНАя РеАКцИя 
Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили в 25 мкл 
реакционной смеси, состоящей из taq-буфера, 1.5 мМ смеси 
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dntP, 1.25 ед. «colored» taq полимеразы («Синтол», Рос-
сия), 0.5 мкл образца кДНК и 10 пмоль каждого праймера. 
Праймеры, подобранные для соответствующих генов, а так-
же условия ПЦР и длины продуктов, представлены в табл. 
Продукты ПЦР разделяли в 1.5-ном % агарозном геле с ви-
зуализацией с помощью бромистого этидия и далее анализи-
ровали с помощью системы BioDocAnalyze (Biometra, ФРГ). 

РеЗультАтЫ И ОбСуждеНИе
Известно, что дифференцировка в эктодермальном на-
правлении дает начало нервной системе и эпителию, энто-
дермальном – печени, поджелудочной железе, щитовид-
ной железе и легким, и мезодермальном – крови, скелетной 
и сердечной мускулатуре (http://stem-cells.ru).

На модели ЭС клеток мыши мы исследовали влияние 
изменений в экспрессии генов mpub и hpub на дифферен-
цировку этих клеток в эктодермальном, энтодермальном 
и мезодермальном направлениях.

Для этой цели были выбраны специфические гены-
маркеры, характеризующие разные типы клеток, проис-
ходящих из того или иного зародышевого листка, которые 
представлены на рис. 1.

Трансфицированные ЭС клетки четырех линий (eS-
hРub, eS-DnA3, eS-Ineo, eS-rnAi) подвергались «спон-
танной» дифференцировке, т.е. без добавления специ-
фических индукторов определенных типов клеточной 
дифференцировки. Наличие экспрессии и изменения в ее 
уровне определяли с помощью метода ОТ-ПЦР. В случае 

энтодермальной и мезодермальной дифференцировки 
клетки анализировали на 10-й день, а в случае эктодер-
мальной – на 21-й день культивирования [6]. 

ВлИяНИе ПОВЫШеННОй ЭКСПРеССИИ геНА 
HPuB И ПОНИжеННОй ЭКСПРеССИИ геНА mPuB 
НА ЭНтОдеРМАльНуЮ дИФФеРеНцИРОВКу 
тРАНСФИцИРОВАННЫХ ЭС КлетОК
GAtA 4, GAtA 6 относятся к семейству транскрипцион-
ных факторов. Они играют определенную роль в регуля-
ции генов, вовлеченных в эмбриогенез, а также в развитие 
кардиоваскулярной системы и висцеральной энтодермы. 
На примере таких организмов, как zebrafish и Xenopus 

ЭС клетки

энтодерма
somatostatin

vimentin
GATA4
GATA6

мезодерма
trl sk

trl card
c-kit 
IL-7

эктодерма
nestin
gfap

th
β-III tubulin

Рис. 1. Гены-маркеры определенных направлений дифференцировки 
ЭС клеток, использованные в экспериментах

Таблица Праймеры, использованные в полимеразной цепной реакции

№ Название  гена Структура праймеров  Т отжига  
(0С)

Кол-во  
циклов

Размер  
продукта (п.н.)

1 GAPDH  5'-tccAtGAcAActttGGcAttGtGG-3'-s
5'-GttGctGttGAAGtcGcAGGAGAc-3'-as 66 27  376 

2 pub  5'-cccAtttGGAAGAcGccG -3' – s
5'-AGGGtGGctcAGctccG -3'-as 70 43 328

3 hpub 5’-GcAGcAGcAcAttGAcAAcA-3’-s 
5’-tccAcGAGGcccttAAAGAA-3’-as 60 30 382

7 GAtA 4 5'-GGttcccAGGcctcttGcAAtGcGG-3'-s
5'-AGtGGcAttGctGGAGttAccGctG-3'-as 65 40 153

8 GAtA 6 5'-ccGcGAGtGcGtGAAct-3'-s
5'-cGcttctGtGGcttGAtGAG-3'-as 65 40 137

9 trI card 5'-ccAcAcGccAAGAAAAAGtc-3'-s
5'-AAGctGtcGGcAtAAGtcct-3'-as 62 32 204

10 trI skel 5'-cAcActctGcAGtctGtGGtGAG-3'-s
5'-ctGAAGGGcActGAGAGAcAGAc-3'-as 64 35 314

12 nestin 5'-cGctGGAAcAGAGAttGGAAGG-3'-s
5'-GtctcAAGGGtAttAGGcAAG-3'-as 58 30 375

13 gfap 5'-tcctGGAAcAGcAAAAcAAG-3'-s
5'-cAGcctcAGGttGGtttcAt-3'-as 61 42 224

14 β-III tubulin 5'-GAGGAGGAGGGGGAGAtGtA-3'-s
5'-cccccGAAtAtAAAcAcAAcc-3'-as 65 35 348

15 th 5'-tGcAcAcAGtAcAtccGtcA-3'-s
5'-tctGAcAcGAAGtAcAccGG-3'-as 60 35 376

16 vimentin 5'-AcctGtGAAGtGGAtGccct-3'-s
5'-AAAtcctGctctcctcGcctt-3'-as 55 30 318

17 somatostatin 5'-cAGActccGtcAGtttctGc-3'-s
5'-AcAGGAtGtGAAAGtcttccA-3'-as 56 30 262

18 c-kit 5'-tGtctctccAGtttccctGc-3'-s
5'-ttcAGGGActcAtGGGctcA-3'-as 58 45 765

19 IL-7 5'-AcAtcAtctGAGtGccAcA-3'-s
5'-ctctcAGtAGtctctttAG-3'-as 57 45 355
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было показано, что гены GATA 4, 6 играют важную роль 
на ранних стадиях развития сердца [7, 8, 12–14]. Более того, 
нокаут генов GATA 4, 6 у мышей приводил к эмбриональной 
гибели на стадии гаструляции, обусловленной нарушением 
формирования дефинитивной энтодермы [19]. 

В результате проведенных экспериментов не было отмече-
но различий в экспрессии генов vimentin, somatostatin, GATA 
4, GATA 6 как в дифференцированных клетках с повышен-
ной экспрессией гена hpub, так и в клетках с пониженной экс-
прессией гена mpub, а также в соответствующих контроль-
ных линиях (рис. 2). Таким образом, можно предположить, 
что изменения в экспрессии гена pub не влияют на диффе-
ренцировку ЭС клеток в энтодермальном направлении.

ВлИяНИе ПОВЫШеННОй ЭКСПРеССИИ геНА 
HPuB И ПОНИжеННОй ЭКСПРеССИИ геНА mPuB 
НА МеЗОдеРМАльНуЮ дИФФеРеНцИРОВКу 
тРАНСФИцИРОВАННЫХ ЭС КлетОК
На следующем этапе мы проверили влияние экспрессии ге-
нов hpub и mpub на дифференцировку клеток в мезодермаль-
ном направлении. Учитывая гомологию мышиного гена mpub 
и человеческого гена hpub, можно предположить, что продукт 
гена hpub также будет ингибировать транскрипционную ак-
тивность Pu.1 и тем самым влиять на дифференцировку кле-
ток гемопоэтического ряда. Чтобы проверить эту гипотезу, 
мы исследовали влияние повышенной экспрессии гена hpub 
и пониженной экспрессии гена mpub на дифференцировку 
ЭС клеток по лимфоидному пути. Для этого нами были выбра-
ны специфические гены-маркеры для лимфоидных клеток, 
такие как c-kit и IL-7 [7]. ПЦР анализ трансгенных клеточных 
линий на 10-день культивирования показал, что повышенная 
экспрессия гена hpub приводит к увеличению экспрессии обо-
их генов-маркеров, а ингибирование эндогенного гена mpub, 
напротив, к снижению их экспрессии по сравнению с соот-
ветствующими контролями (рис. 3). 

Таким образом, полученные нами данные свидетель-
ствуют о том, что повышенная экспрессия гена hpub мо-
жет способствовать дифференцировке ЭС клеток по лим-
фоидному пути.

Для определения влияния разнонаправленной экспрес-
сии гена pub на дифференцировку ЭС клеток в другие про-
изводные мезодермы были выбраны два гена trI sk (скелет-
ный тропонин I), trI card (сердечный тропонин I). В сердце 
зародыша человека экспрессируются как сердечная изо-
форма белка, так и изоформа из медленных скелетных во-
локон. После рождения экспрессия скелетно-мышечной 
изоформы тропонина I блокируется, а синтез сердечной 
изоформы, наоборот, стимулируется [5]. 

Как видно из рис. 4, действительно, экспрессия генов trI 
card и trI sk осуществляется на разном уровне. В трансфи-
цированных клетках с суперэкспрессией гена hpub экспрес-
сия этих генов также повышена, по сравнению с контроль-
ной линией, а клетки с подавлением экспрессии гена mpub, 
наоборот, демонстрируют более низкий уровень экспрессии 
генов тропонина I по сравнению с контрольной линией.

Полученные результаты свидетельствуют о возможном 
влиянии генов mpub и hpub на дифференцировку ЭС кле-
ток в различные производные мезодермы, причем суперэк-

а
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Рис. 2. Экспрессия 
генов, вовлеченных 
в энтодермальную 
дифференцировку 
стабильно транс-
фицированных ЭС 
клеток (10 дней 
дифференцировки 
in vitro). Данные 
ПЦР, сопряженной 
с обратной транс-
крипцией.
Гены: а) somatosta-
tin, б) vimentin, в) 
GATA 4, г) GATA 6, 
д) ген сравнения – 
GAPDH. 
Линии клеток: 1. ES-
hPub, 2. ES-DNA3, 
3. ES-RNAi, 4. ES – 
pIneo. 5. отрица-
тельный контроль 
(вода) 

Рис. 3. Экспрессия генов c-kit и IL-7 в стабильно трансфицирован-
ных ЭС клетках (10 дней дифференцировки in vitro). Данные ПЦР, 
сопряженной с обратной транскрипцией. Гены: а) c-kit, б) IL-7, в) 
ген сравнения – GAPDH. Линии клеток: 1. ES-hPub, 2. ES-DNA3, 3. 
ES-RNAi, 4. ES – pIneo, 5. тимус мыши (положительный контроль). 6. 
отрицательный контроль (вода) 
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спрессия гена hpub приводит к повышению уровня мРНК 
для ряда генов-маркеров этого типа дифференцировки. 

ВлИяНИе ПОВЫШеННОй ЭКСПРеССИИ геНА 
HPuB И ПОНИжеННОй ЭКСПРеССИИ геНА mPuB 
НА ЭКтОдеРМАльНуЮ дИФФеРеНцИРОВКу 
тРАНСФИцИРОВАННЫХ ЭС КлетОК
Для изучения влияния генов hpub и mpub на дифференци-
ровку ЭС клеток в эктодермальном направлении были ис-
пользованы следующие гены-маркеры: nestin, β-III tubulin, 
gfap и th. Ген nestin экспрессируется в нейральных ство-
ловых клетках, молодых нейронах, некоторых глиальных 
клетках и эпендимальных клетках. Его экспрессия на-
блюдается на ранних стадиях формирования централь-
ной и периферической нервной системы. Гены β-III tubulin 
и gfap кодируют белки цитоскелета нейронов и глиальных 
клеток соответственно. Ген тирозингидроксилазы th экс-
прессируется в дофаминергических нейронах [19]. Данные 
относительно экспрессии этих генов в опытных и контроль-
ных линиях ЭС клеток представлены на рис. 5. 

ВЫВОдЫ
Как видно из результатов ПЦР анализа, в клетках с по-
вышенной экспрессией гена hpub наблюдается снижение 
экспрессии генов, вовлеченных в нейральную дифферен-
цировку, а в клетках с пониженной экспрессией mpub, на-

против, увеличение экспрессии этих генов по сравнению 
с контролями. Такая картина характерна для трех (nestin, 
β-III tubulin, gfap) из четырех проанализированных генов. 
Экспрессия гена th остается на одинаковом уровне для всех 
четырех линий клеток. Данный результат можно объяс-
нить тем, что изменения в экспрессии гена pub не оказы-
вают влияние на образование дофаминергических нейро-
нов, для которых характерно наличие экспрессии гена th. 
Таким образом, в результате проведенных экспериментов 
показано, что суперэкспрессия гена hpub или подавле-
ние экспрессии гена mpub в ЭС клетках мыши приводит 
к существенному изменению в экспрессии ряда генов-
маркеров производных отдельных зародышевых листков 
и, следовательно, может оказывать определенное, причем 
разнонаправленное, влияние на дифференцировку клеток 
в мезо- и эктодермальном направлениях. 

Настоящая работа частично поддержана 
грантом Министерства образования и науки РФ 

(ГК № 02.512.12.2013) и грантом РФФИ (09-04-01117).

Рис. 5. Экспрессия генов, вовлеченных в эктодермальную диффе-
ренцировку стабильно трансфицированных ЭС клеток (21-й день 
дифференцировки in vitro). Гены: а) β-III tubulin, б) gfap, в) nestin, 
г) th. Линии клеток: 1. ES-hPub, 2. ES-DNA3, 3. ES-pIneo, 4. ES-RNAi, 
5. положительный контроль (гипокамп мыши), 6. отрицательный 
контроль (вода)
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Рис. 4. Экспрессия генов тропонина I сердечной (trI card) и скелет-
ной (trI sk) форм соответственно в стабильно трансфицированных 
ЭС клетках (10 дней дифференцировки in vitro). Данные ПЦР, сопря-
женной с обратной транскрипцией. а) ген trI card.  Линии клеток: 1. 
ES-hPub, 2. ES-DNA3, 3. ES-pIneo, 4. ES-RNAi, 5. отрицательный кон-
троль (вода), 6. положительный контроль (сердце взрослой мыши) 
б) ген trI sk.  Линии клеток: 1. ES-hPub, 2. ES-DNA3, 3. ES-pIneo, 4. 
ES-RNAi, 5. отрицательный контроль (вода), 6. положительный кон-
троль (сердце эмбрионов мыши) 
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РеФеРАт Стволовые клетки, обладающие высоким пролиферативным потенциалом и способные к дифференцировке в различных направлениях, являются 
важным источником клеток для регенеративной медицины. В последнее время большое внимание уделяется фетальным стволовым клеткам, к которым 
относятся и клетки из амниотической жидкости (АЖ). Мы получили культуры амниотических стволовых клеток от трех доноров. По результатам проточ-
ной цитофлуориметрии, иммуногистохимии и ОТ-ПЦР эти клетки экспрессируют маркеры мезенхимного (cD90, cD73, cD105, cD13, cD29, cD44, cD146), 
нейрального (β

3
-tubulin, nestin, Pax6), а также эпителиального (кератин 19, p63) типов дифференцировки. Кроме того, показана экспрессия в этих клетках 

маркеров плюрипотентности – Oct4, Nanog, Rex-1. Трансплантация клеток иммунодефицитным животным не приводит к образованию тератом. Таким об-
разом, стволовые/прогениторные клетки, выделенные из АЖ, способны к длительной пролиферации in vitro, и полученные данные по экспрессии маркеров 
позволяют предположить, что они обладают более широкими дифференцировочными потенциями, чем мезенхимные стволовые клетки, и могут быть пре-
спективны для клеточной терапии.
Ключевые слова: амниотическая жидкость, культура клеток, маркеры эпителия, мезенхимные стволовые клетки, нейральные маркеры, стволовые клет-
ки. 
Список сокращений: АЖ – амниотическая жидкость; МСК – мезенхимные стволовые клетки; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки.

Амниотическая жидкость уже более 70 лет исполь-
зуется в пренатальной диагностике различных 
генетических заболеваний (Баранов, Кузнецова, 

2007). Она содержит гетерогенную популяцию клеток, 
в числе которых клетки кожи плода, его дыхательной, пи-
щеварительной и выделительной систем, а также клет-
ки амниотической мембраны. Большая часть этих клеток 
дифференцирована и обладает низким пролиферативным 
потенциалом (Siddiqyi, Atala, 2004; tsai et al., 2006). В по-
следнее время появились данные о присутствии в АЖ 
клеток, способных к длительной пролиферации и диффе-
ренцировке в различные типы клеток в условиях in vitro. 
На основании экспрессии в этих клетках таких маркеров, 
как cD73, cD90, cD105, cD44, cD29, некоторые исследо-

ватели относят их к МСК (tsai et al., 2004; Sessarego et al., 
2008). Вместе с тем в клетках из АЖ выявляются также 
нейральные маркеры, такие как nestin, β

3
-tubulin, GFAP, 

neFH и некоторые из маркеров ЭСК, например, SSeA-4, 
Oct4, nanog (Prusa et al., 2003; Siddiqyi, Atala, 2004; tsai 
et al., 2006). Показаны остеогенная, адипогенная, миоген-
ная, нейральная дифференцировки этих клеток, а также 
дифференцировка в гепатоциты и эндотелиальные клетки 
(tsai et al., 2004; Delo et al., 2006; tsai et al., 2006; De coppi 
et al., 2007; Perin et al., 2008; You et al., 2008; Zheng et al., 
2008). Таким образом, имеющиеся данные, с одной сторо-
ны, позволяют предположить, что клетки из АЖ по своим 
способностям к дифференцировке занимают промежуточ-
ное положение между эмбриональными и постнатальными 
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стволовыми клетками, а с другой – оставляют открытым 
вопрос о возможности присутствия в культуре нескольких 
различных типов клеток, т.е. о гетерогенности популяции. 
Ответ на этот вопрос требует дальнейшей детализации 
структуры популяции, что предполагает расширение све-
дений о профиле экспрессии генов. 

Простой и безопасный способ получения АЖ, сравни-
тельная простота выделения и культивирования клеток, 
значительно более высокий, чем у постнатальных стволо-
вых клеток, пролиферативный потенциал, низкая имму-
ногенность, возможность дифференцировать эти клетки 
в производные трех зародышевых листков, а также тот 
факт, что трансплантация этих клеток не приводит к об-
разованию тератом – все это говорит о том, что АЖ может 
стать альтернативным источником клеток для клеточной 
терапии (Prusa et al., 2003; Delo et al., 2006; trounson, 2007). 
Кроме того, возможность получения клеток, экспрессиру-
ющих ряд маркеров плюрипотентности, исключает эти-
ческие проблемы, возникающие при исследованиях ЭСК 
человека. 

Целью нашего исследования было изучение пролифе-
ративного потенциала клеток из АЖ и изучение экспрес-
сии ряда тканеспецифических генов и маркеров стволовых 
клеток. 

МАтеРИАл И МетОдИКА
Культивирование клеток из АЖ. Образцы АЖ (10 мл) 
от трех доноров были любезно предоставлены клини-
кой акушерства и гинекологии им. В.Ф. Снегирёва, ММА 
им. И.М. Сеченова. Забор осуществляли в ходе амниоценте-
за, проведенного на 16-20-й нед беременности для кариоти-
пирования плода. Клетки выделяли центрифугированием 
(10 мин, 1100 об/мин) и культивировали в среде α-MeM 
(Gibco, США) с добавлением 15 % eS-FBS (Hyclone, США), 
1 % глутамина (Invitrogen, США), 18 % chang B и 2 % 
chang c (Irvine Scientific, США), 1 % пенициллина/стреп-
томицина (Sigma, США) при 37 оС в атмосфере, содержа-
щей 5% СО

2
. Пассирование проводили 1:3 на 2-3-й сут, ког-

да клетки достигали монослоя.
Проточная цитофлуориметрия. Экспрессию поверх-

ностных антигенов клеток АЖ (7-й пассаж) оценивали 
на проточном цитофлуориметре (Becton Dickinson FAcS-
calibur, США). Клетки трипсинизировали и окрашивали 
связанными с флуоресцеин изитоционатом (FItc) или фи-
коэритрином (Pe) антителами против cD13, cD29, cD44, 
cD106, cD73, cD54, cD45, cD117, cD34, cD146, cD90, 
cD105, cD71, HLA-A,B,c, HLA-Dr,DP,DQ (BD Pharmin-
gen, США). Контролем служили FItc- или Pe-связанные 
иммуноглобулины тех же изотипов. Для изучения экспрес-
сии клетками кератина использовали мышиные антитела 
против кератина 19 (Millipore, США) со вторыми антите-
лами Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, США). В качестве 
контролей использовали окраску без первых антител 
и изотип-контроль. 

О Т – П Ц Р. Выделение тотальной РНК производилось 
с помощью trI® reagent (Sigma, США) согласно прото-
колу производителя. мРНК получали с использованием 
магнитных частиц («Силекс», Россия). Первая цепь кДНК 
синтезировалась на мРНК с помощью фермента M-MLV 
обратной транскриптазы («Силекс», Россия). Библио-

теки кДНК нормировали по гену домашнего хозяйства, 
кодирующему рибосомальный белок rPL19. Праймеры 
для ПЦР были сконструированы в компьютерной програм-
ме DnAStar по нуклеотидной последовательности разных 
экзонов. Информация о структуре исследуемых генов по-
лучена из международной базы данных Национального 
центра биотехнологической информации (ncBI, GeneBank, 
США). Последовательности праймеров представлены 
в табл. 1. ПЦР со специфическими праймерами проводи-
ли с использованием coloredtaq-полимеразы («Силекс», 
Россия) на амплификаторе Mastercycler (eppendorf, Гер-
мания). ПЦР-фрагменты разделяли электрофоретически 
в 1 %-ном агарозном геле и оценивали уровень экспрессии 
на УФ-анализаторе гелей (®BIO rAD, США).

Иммуногистохимия. Для иммуногистохимическо-
го анализа клетки 11-го пассажа фиксировали в 4 %-ном 
параформальдегиде и инкубировали в течение ночи 
при +4 оС с антителами против cD34 (мышиные, 1:200, 
Millipore, США), cD105 (мышиные, 1:50; Millipore, США), 
cD49d (мышиные, 1:50, Millipore, США), StrO-1 (кроли-
чьи, 1:100, r&D Systems, США), кератина 14 (мышиные 
1:20, novocastra, Германия), кератина 19 (мышиные, 1:50; 
Millipore, США), р63 (мышиные, 1:50; BD Pharmingen, 
США), β

3
-tubulin (мышиные, 1:300, Millipore, США), nF 

(neurofilament) (мышиные, 1:10, Icn, США), Pax6 (мыши-
ные, 1:100, Millipore, США). После этого клетки отмывали 
PBS и инкубировали со вторыми антителами Alexa Fluor 
488 или Alexa Fluor 546 (Molecular Probes, США) при ком-
натной температуре в течение 1 ч. Ядра клеток докраши-
вали DAPI (VectASHIeLD mounting medium for fluores-
cence with DAPI, Vector Laboratories, США).

Трансплантация иммунодефицитным животным. 
Для изучения способности клеток АЖ формировать те-
ратомы использовали иммунодефицитных мышей линии 
nude (Питомник лабораторных животных «Пущино»). Экс-
периментальным животным подкожно вводили по 3х106 
клеток 5-го пассажа в 100 мкл бессывороточной среды 
α-MeM (концентрация суспензии 30х106 кл/мл). Контроль-
ным животным вводили 100 мкл суспензии клеток стромы 
жировой ткани человека 2-го пассажа (45х106 кл/мл) (от-
рицательный контроль) или 100 мкл суспензии ЭСК мыши 
65-го пассажа (20х106 кл/мл) (положительный контроль). 
В каждой группе было по 3 животных. Животных выводи-
ли из эксперимента по мере формирования опухолей (по-
ложительный контроль) или через 11 нед после инъекции 
(экспериментальная группа и отрицательный контроль). 
Опухоли и органы животных (печень, почка, селезенка, 
сердце, легкое, семенник) подвергали гистологическому 
исследованию. 

РеЗультАтЫ И ОбСуждеНИе
Культура клеток АЖ. В работе были использовали три об-
разца АЖ от трех доноров. Культивирование проводили 
в 24-луночных планшетах в среде chang по ранее описан-
ному методу (De coppi et al., 2007) с модификациями. 

В результате центрифугирования АЖ получали гетеро-
генную популяцию клеток, большую часть которой пред-
ставляли клетки плоского эпителия. Мелкие округлые 
клетки были немногочисленны. Клетки плоского эпителия 
не прикреплялись к пластику и после первой смены сре-
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ды на 5-7-е сут элиминировались из культуры. Напротив, 
округлые клетки прикреплялись и формировали неболь-
шие колонии, различающиеся по размеру и морфологии 
клеток (рис. 1). В большинстве колоний клетки были фи-
бробластоподобными, однако некоторые из них были обра-
зованы из эпителиоподобных клеток. После первой смены 
среды фибробластоподобные клетки в колониях начинали 
активно пролиферировать, в то время как колонии с эпи-
телиоподобными клетками практически не изменялись. 
На 4-6-е сут после первой смены среды, когда клетки до-
стигали субконфлюэнтного слоя, проводили пассирова-
ние, после которого образования колоний не происходило. 
Клетки равномерно распределялись по дну лунки и в те-
чение 2-3 сут формировали монослой. После пассирова-
ний в культуре сохранялись только фибробластоподобные 
клетки, эпителиоподобные клетки более не наблюдались. 

По морфологическим критериям клетки АЖ делятся 
на 3 типа: эпителиоподобные, специфические для амнио-
тической жидкости клетки и фибробластоподобные (Pru-
sa, Hengstschlager, 2002; tsai et al., 2004). Первые и вто-
рые появляются в начале культивирования, последние 
позже. При этом эпителиоподобные клетки быстро исче-
зают, в то время как два другие типа клеток сохраняют-
ся в культуре. Многие авторы предполагают, что именно 
фибробластоподобные клетки и являются стволовыми, и 
с учетом экспрессии мезенхимных маркеров, а также спек-
тра возможных дифференцировок этих клеток относят их 
к МСК. В то же время, помимо фибробластоподобных кле-
ток, в культуре могут сохраняться специфические для АЖ 
клетки, продуцирующие эстрогены, прогестерон и хорио-
нический гонадотропин. По всей видимости, они являются 
производными трофобласта и амниотической мембраны. 
Таким образом, вопрос о происхождении амниотических 
стволовых клеток все еще остается открытым (Prusa, 
Hengstschlager, 2002; tsai et al., 2004).

Следует отметить, что мы анализировали как быстро 
прикрепляющиеся к пластику клетки, так и клетки с от-
сроченным прикреплением, поскольку первая смена среды 
проводилась только через 5-7 сут после начала культиви-
рования. В литературе имеются данные относительно мед-
ленно прикрепляющихся клеток (tsai et al., 2004) и сме-

шанной популяции, которую впоследствии подвергали 
селекции по экспрессии c-kit (Delo et al., 2006; De coppi et 
al., 2007; Perin et al., 2008). Некоторые авторы предполага-
ют, что c-kit положительные клетки из АЖ являются плю-
рипотентными. В то же время и медленно прикрепляющие-
ся клетки характеризуются экспрессией широкого спектра 
маркеров и способны к дифференцировке в различных на-
правлениях.

Показано, что стволовые клетки, выделенные из АЖ, 
способны претерпевать 350 удвоений популяции, сохраняя 
при этом недифференцированный статус, высокий проли-
феративный потенциал, клоногенность и длину теломер-
ных участков (Siddiqyi, Atala, 2004; Delo et al., 2006; Perin 
et al., 2008). Максимальное число пассажей может дости-
гать 42 (Wang et al., 2008). Мы получили 3 культуры кле-
ток от 3 доноров. К настоящему времени они прошли 20, 18 
и 15 пассажей. По данным кариологического исследования, 
проведенного в лаборатории пренатальной диагностики, 
аномалий кариотипа у плодов, от которых была взята АЖ, 
не обнаружено.

Характеристика фенотипа по экспрессии молекуляр-
ных маркеров. По результатам проточной цитофлуори-
метрии клетки АЖ экспрессируют мезенхимные маркеры 
cD90, cD73, cD105, cD13, cD29, cD44, cD146, cD54, cD71 
(слабая экспрессия) и не экспрессируют cD106, cD34, 
cD45 (табл. 2, рис. 2). Эти данные позволяют предполо-
жить, что в полученных культурах присутствуют феталь-
ные МСК. Отсутствие экспрессии cD34 и cD45 по данным 
цитофлуориметрии и иммуногистохимии указывает на то, 
что в культуре отсутствуют гематопоэтические стволовые/
прогениторные клетки. Эти результаты согласуются с дан-
ными других авторов, согласно которым гематопоэтические 
стволовые клетки в большом количестве обнаруживаются 
в АЖ на ранних сроках беременности (7-12 нед), куда они, 
по всей видимости, попадают через тонкую стенку жел-
точного мешка, где в это время идет активный гемопоэз 
(torricelli et al., 1993). К классическим срокам амниоцен-
теза (16-20 нед) эти клетки в АЖ уже не обнаруживаются 
(Siddiqyi, Atala, 2004; De coppi et al., 2007; Perin et al., 2008; 
Sessarego et al., 2008). Из эпителиальных маркеров с помо-
щью проточной цитофлуориметрии и иммуногистохимии 

Рис. 1. Клетки АЖ в культуре: а) первичная колония фибробластоподобных клеток, появившаяся в культуре на 9-е сут; б) первичная колония 
эпителиоподобных клеток, появившаяся в культуре на 9-е сут; в) монослой клеток 8-го пассажа; а, б, в) светлое поле, прижизненное фото

а б в200 µm 200 µm 200 µm
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был выявлен кератин 19. Из антигенов главного комплекса 
гистосовместимости присутствовали HLA-A,B,c и отсут-
ствовали HLA-Dr,DP,DQ, что совпадает с имеющимися 
данными по экспрессии этих антигенов в МСК и клетках 
АЖ (In ’t Anker et al., 2004; tsai et al., 2004; Sessarego et al., 
2008; Zheng et al., 2008). 

Иммуногистохимический анализ показал, что клетки 
АЖ экспрессируют не только мезенхимные маркеры, та-
кие как cD105, StrO-1, cD49d, но и нейральные (β

3
-tubulin 

(нейрональный цитоскелет), nF (нейрофиламент в цито-
плазме зрелых нейронов), Pax6 (транскрипционный фак-
тор) и эпителиальные (кератин 19, транскрипционный фак-
тор р63) маркеры (табл. 3, рис. 3). Кератин 14, являющийся 
маркером ороговевающего эпидермиса, в амниотических 
клетках не обнаружен. Следует отметить, что более 70 % 
клеток экспрессируют кератин 19 и одновременно с этим 
более 80 % экспрессируют мезенхимный маркер cD105 

и более 95 % клеток – cD73. Это свидетельствует о том, 
что значительная часть популяции может одновременно 
экспрессировать два маркера – мезенхимный и эпители-
альный. В дальнейшем эти данные требуют подтверждения 
другими методами. Ранее было показано, что клоны клеток 
АЖ способны к одновременной экспрессии нейральных 
и мезенхимных маркеров (tsai et al., 2006). С другой сто-
роны, имеются данные об экспрессии нейральных марке-
ров в МСК (corti et al., 2003; Wislet-Gendebien et al., 2004; 
Bertani et al., 2005). В то же время экспрессия кератина 19 
не характерна для мезенхимных клеток. Таким образом, 
полученные нами данные не согласуются с предположени-
ем о том, что клетки АЖ являются фетальными МСК. 

Данные ОТ-ПЦР также подтвердили экспрессию клет-
ками АЖ маркеров мезенхимного (cD90), нейрального 
(β

3
-tubulin, nestin, nucleostemin, Pax6) и эпителиального 

(кератин 19, p63) типов дифференцировки (рис. 4). Кроме 

Рис. 2. Результаты 
анализа экспрес-
сии CD34, CD73, 
HLA-A,B,C и HLA-
DR,DP,DQ по дан-
ным проточной 
цитофлуориметрии
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Таблица 1. Таблица праймеров

Ген Нуклеотидная последовательность праймера

rpl19 5’ agggtacagccaatgcccga 3’
5’ ccttggataaagtcttgatgatc 3’

cD90 5’acctggccatcagcatcgct3’
5’gaaatccgtggcctggagga 3’

β
3
-tubulin 5’cagtgcggcaaccagatcgg 3’

5’caggtcagcgttgagctggc 3’

nestin 5’ aggaggatgtaccaccagtgc 3’
5’ caccaatgatgtctgcccct 3’

nucleostemin 5’gcatgacctgccataagcgg3’
5’ctgtccactctggacaatggc3’

Pax6 5’ gtcatcaataaacagagttcttc 3’
5’ cgattagaaaaccatacctgtat 3’

Кератин 19 5’gatcgaaggcctgaaggaag3’
5’atgctcagctgtgactgcag3’

p63 5’gagccgtgaattcaacgagg3’
5’tccgaaacttgctgctttctg3’

cD117 (c-kit) 5’gtgggcgacgagattaggctg3’
5’cgcgtttcacacttttgatcatg3’

Oct4 5'cgaccatctgccgctttgag3'
5'ccccctgtcccccattccta3'

nanog 5’gtgtggatccagcttgtccc 3’
5’ctgcgtcacaccattgctattc 3’

rex1 5’gctggagcctgtgtgaacag3’
5’atcacataaggcccacaccg3’

Stella 5’gcctagtgttgtgtcaagac3’
5’ggtgcaagaataagatttatggc3’

Sox2 5’acagcccggaccgcgtcaag 3’
5’tctgcgagctggtcatggag 3’

Таблица 2. Экспрессия маркеров в клетках из АЖ по данным про-
точной цитофлуориметрии

Маркер Проточная 
цитофлуориметрияа

cD 90 (thy-1) 83 % - 58 % -  70 %

cD 73 (SH3,SH4) 99 % - 99 % - 96 %

СD 105 85 % - 89 % - н/о

cD 13 99 % -  98 % - 87 %

cD 29 (integrin ß
1
) 99 % -  99 % - 99 %

cD 44 99 %  - 99 % - 98 %

cD 106 (VcAM-1) - - -

cD 54 (IcAM-1) 43 % - 60 % - н/о

cD 146 99 % -  98 % - 90 %

cD 71 36 %  -  32 % - н/о

cD 34 - - -

cD 45 - - -

Кератин 19 92 % - 70 % - 88 %

HLA-A,B,c 95 % - 87 % - 65 %

HLA- Dr,DP,DQ - - -

а – указан % положительных по исследуемому маркеру клеток для 
трех культур, соответственно; «---» - экспрессии маркера нет; 
н/о – не определяли.
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(campagnoli et al., 2001; Hu et al., 2003; romanov et al., 2003). 
Есть сведения о том, что МСК также могут экспрессиро-
вать нейральные маркеры. С другой стороны, полученные 
результаты относительно экспрессии эпителиальных мар-
керов указывают на возможную гетерогенность получен-
ных культур или на особый статус клеток из АЖ, о чем 
может свидетельствовать и экспрессия маркеров плюри-
потентности. В дальнейшем мы планируем проверить эти 
предположения.

Имеющиеся данные об экспрессии маркеров, а также 
о возможных направлениях дифференцировки клеток 
из АЖ и отсутствие формирования тератом при транс-
плантации их in vivo, дают возможность предположить, 
что полученные клетки могут быть перспективны в плане 

того, с помощью ОТ-ПЦР в этих клетках выявлены поверх-
ностный маркер c-kit, гомеобоксный ген Pitx2 и некоторые 
маркеры ЭСК – Oct4, Nanog, Rex-1. Эти результаты, а так-
же имеющиеся в литературе данные (Siddiqyi, Atala, 2004; 
tsai et al., 2006; De coppi et al., 2007), говорят о более при-
митивном статусе амниотических стволовых клеток в срав-
нении с постнатальными и широком спектре их возможных 
дифференцировок. В то же время экспрессии таких марке-
ров плюрипотентности, как Sox2 и Stella, в клетках из АЖ 
не наблюдалось. Скорее всего, этот факт свидетельствует 
о более ограниченных потенциях изучаемых нами клеток 
в сравнении с ЭСК, и, возможно, именно это является при-
чиной того, что при трансплантации клеток АЖ in vivo 
не происходит образования тератом.

Трансплантация клеток иммунодефицитным жи-
вотным. При трансплантации культивированных кле-
ток из АЖ человека иммунодефицитным мышам тера-
томы не были обнаружены даже через 11 нед, в то время 
как при введении ЭСК они образовывались уже через 3–4 
нед. Эти результаты согласуются с имеющимися в литера-
туре данными, согласно которым и при трансплантации in 
vivo большего числа клеток АЖ (до 8х106 клеток) тератомы 
не формируются (De coppi et al., 2007; trounson, 2007). Кро-
ме того, показано, что даже через 7 мес. после внутривен-
ного введения этих клеток у экспериментальных животных 
не появляются неопластические образования (carraro et 
al., 2008). 

При гистологическом исследовании аномалий органов 
у животных опытной группы выявлено не было.

Таким образом, нами были получены культуры клеток 
из АЖ трех доноров. Эти клетки характеризуются экс-
прессией широкого спектра маркеров, среди которых ме-
зенхимные, нейральные, эпителиальные, а также маркеры 
плюрипотентности. 

По морфологии, поведению в культуре и экспрессии 
большого числа маркеров мезенхимных клеток можно 
предположить, что АЖ является источником МСК, ко-
торые в настоящее время обнаружены во многих тканях 

Рис. 3. Иммуногисто-
химический анализ 
экспрессии маркеров 
дифференцировки. 
Клетки АЖ окрашива-
ли антителами против 
мезенхимных (а, б), 
нейральных (в) и эпите-
лиальных (г, д) марке-
ров. Для визуализации 
использовали вторые 
антитела Alexa Fluor 
488: зеленая флуорес-
ценция свидетельству-
ет об экспрессии (а) 
CD105; (б) CD49d; (в) 
β

3
-tubulin; (г) кератина 

19; (д) p63; (е) то же, 
что д, ядра окрашены 
DAPI (голубой). а, б, в, 
г) совмещенные фото, 
ядра окрашены DAPI 
(голубой).

а

г д е

б в100 µm 100 µm 50.0 µm

100 µm 200 µm 200 µm

Таблица 3. Экспрессия маркеров в клетках из АЖ по данным имму-
ногистохимии

Маркер Иммуногистохимия

cD 49d (integrin α
4
) +

СD 105 +

StrO-1 +

cD 34 -

Pax6 +

nF +

β
3
-tubulin +

Кератин 19 +

Kератин 14 -

p63 +

«+» – имеется экспрессия маркера;  
«-» – экспрессии маркера нет. 
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Рис. 4. Экспрессия маркеров дифференцировки и маркеров стволовых клеток по данным ОТ-ПЦР

клеточной терапии. Предполагается, что клетки АЖ могут 
быть полезны для восстановлений повреждений спинного 
мозга, лечения сахарного диабета, болезни Альцгеймера, 
инфаркта миокарда и др. (Hampton, 2007) При этом они мо-
гут быть использованы не только для аутологичных транс-
плантаций, но и из-за низкой иммуногенности этих клеток 
могут быть эффективно подобраны пары донор-реципиент. 
Кроме того, в отличие от других клеток из экстраэмбрио-
нальных тканей (клеток плаценты, амниотической мем-
браны, пуповинной крови), которые становятся доступны 

только после родов, клетки из АЖ могут быть получены 
на 16-20-й нед беременности. Это открывает перспекти-
вы для лечения выявленных дефектов развития in utero 
или сразу после рождения (Marcus, Woodbury, 2008; Ye et 
al., 2009). 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований 

(проект 09-04-12132-офи-м).
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ем краткого сообщения не должен превышать 12 000 
знаков (8 стр. формата А4 вместе с таблицами и спи-
ском литературы не больше 12 источников). Число 
рисунков не должно превышать четырех. 

Рукопись следует оформить набором файлов – 
текст, реферат, список цитируемой литературы, под-
писи к рисункам, таблицы – в формате Microsoft Word 
2003 for Windows, рисунки в формате JPG или TIF, каж-
дый рисунок оформляется отдельным файлом. 

Рукопись направляется в редакцию в виде элек-
тронной версии. В качестве электронных носителей 
могут использоваться CD-ROM.

ОФОРМлеНИе РуКОПИСей
Рукопись должна быть построена следующим об-

разом: 
УДК в левом верхнем углу, шрифт – курсив, раз-

мер 9.
Название статьи. Заглавие не должно быть слиш-

ком длинным или коротким и малоинформативным. 
Оно должно отражать главный результат, суть и но-
визну работы. 

Инициалы и фамилии авторов. Автор, ответственный 
за переписку с редакцией, включая работу с корректу-
рой, выделяется сноской, внизу первой страницы руко-
писи приводится электронный адрес для переписки. 

Полное название научной организации и ее ведом-
ственная принадлежность.

Реферат. Структура реферата должна быть четкой 
и отражать следующее: постановка проблемы; описа-
ние экспериментальных методов, возможность прак-
тических приложений, возможность постановки новых 
задач. Средний объем реферата составляет 20 строк.

Ключевые слова. В них следует отразить: предмет 
исследования, метод, объект, специфику данной 
работы.

Список сокращений.
Заглавие статьи на английском языке.
Фамилии и инициалы авторов в английской транс-

крипции с пометками, указывающими на организа-
цию, в которой работают авторы.

Полное название научной организации и ее ведом-
ственная принадлежность на английском языке.

Введение.
Раздел «Экспериментальная часть».
Раздел «Результаты и обсуждения». 
Раздел «Выводы». В конце раздела указываются 

названия организаций, финансировавших работу, 
в скобках – номера грантов. 

Раздел «Список литературы». Ссылки в тексте 
на цитированную литературу даются в квадратных 
скобках, например [1]. 

Реферат на английском языке, являющийся пере-
водом аннотации (резюме) на русском языке.

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 про-
бела между словами. 

Запрещено использовать при наборе текста авто-
матическое создание сносок, автоматический пере-
нос или автоматический запрет переносов, создание 
списков, автоматический отступ и т.п.

При создании таблицы рекомендуется использо-
вать возможности Word (Таблица – Добавить табли-
цу) или MS Excel. Таблицы, набранные вручную (с 
помощью большого числа пробелов, не используя 
ячейки) не могут быть использованы. 

Между инициалами и фамилией всегда ставится 
пробел: А.А. Иванов (кроме перечисления авторов 
в заглавии статьи, где пробелы ставятся и между ини-
циалами – А. А. Иванов). 

Во всем тексте, кроме даты поступления, все даты 
в виде «число.месяц.год», набираются следующим 
образом: 02.05.1991, 26.12.1874 и т.п. 

Точка не ставится после: «УДК», заглавия статьи, 
авторов, адресов, заголовков и подзаголовков, на-
званий таблиц, подписей к рисункам, размерностей 
(с – секунда, г – грамм, мин – минута, ч – час, сут – 
сутки, град – градус). 

Точка ставится после: сносок (в том числе в та-
блицах), примечаний к таблице, краткой аннотации, 
сокращений (мес. – месяц, г. – год, т. пл. – тем-
пература плавления) (но не ставится в подстрочных 
индексах: Тпл

 – температура плавления, Т
ф. п

 – тем-
пература фазового перехода). Исключение: млн – 
миллион – без точки. 

Десятичные цифры набираются только через точ-
ку, а не через запятую (0.25 вместо 0,25).

Сокращения единиц измерений пишутся только 
русскими буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).

Знак «-» (тире) отбивается пробелами, знаки «ми-
нус», «интервал», или «химическая связь» пробела-
ми не отбиваются.

В качестве знака умножения используется только 
«×». Знак «×» ставится только в том случае, если 
справа от него стоит число. Символом «∙» обозначают-
ся комплексные соединения в химических формулах, 
а также нековалентные комплексы (ДНК∙РНК и т.п.)

Используются только «кавычки», но не "кавычки". 
Числовой материал представляется в виде таблиц.
В формулах используются буквы латинского и гре-

ческого алфавитов.
Латинские названия родов и видов живого мира 

пишутся курсивом, таксонов более высокого ран-
га – прямым шрифтом. Названия вирусов и бакте-
риофагов в латинской транскрипции пишутся прямым 
текстом. Названия генов (кроме обозначения генов 
дрожжей) пишутся строчным курсивом, названия 
белков – прямым шрифтом.

Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокис-
лотных 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 при-
держиваться международной системы единиц СИ.

Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, 
кДа, МДа).

Количество пар нуклеотидов обозначается сокра-
щениями (п.н., т.п.н.).

Количество аминокислотных остатков обозначает-
ся сокращением (а.о.).

Биохимические термины (в частности, названия 
ферментов) приводятся в соответствии с междуна-
родными правилами IUPAC.

Сокращения терминов и названий в тексте должны 
быть сведены к минимуму. 

Повторение одних и тех же данных в тексте, табли-
цах и графиках недопустимо.

тРебОВАНИя К ИллЮСтРАцИяМ
Рисунки к статьям приводятся отдельными файла-

ми.
Иллюстрации должны иметь разрешение не ниже 

300 dpi для цветных и полутоновых изображений 
и не менее 600 dpi для черно-белых иллюстраций 

Недопустимо сохранение в файлах неиспользуе-
мых путей обтравок и дополнительных каналов (Path 
и Alpha Channel), также недопустимо использование 
дополнительных слоев. 

Форматы файлов – Adobe Photoshop до 7.0. вклю-
чительно TIFF, JPG.

РецеНЗИРОВАНИе, ПОдгОтОВКА РуКОПИСИ 
К ПеЧАтИ, ОЧеРедНОСть ПублИКАцИИ 

Статьи публикуются по мере поступления. Очеред-
ность публикации устанавливается по дате принятия 
статьи к печати. Члены редколлегии имеют право ре-
комендовать к ускоренной публикации статьи, отне-
сенные редколлегией к приоритетным и получившие 
высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят экс-
пертизу членов редколлегии и при необходимости 
направляются на внешнее рецензирование. Выбор 
рецензента является прерогативой редакции. Руко-
пись направляется на отзыв специалистам в данной 
области исследований, и по результатам рецензиро-
вания редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном 
виде, необходимость доработки или отклонение. 

Решением редакционной коллегии статья может 
быть отклонена, если она не удовлетворяет перечис-
ленным выше требованиям.

Рукопись, направленная авторам на доработку 
по замечаниям рецензентов и редакторов, рецен-
зируется повторно, после чего редколлегия вновь 
решает вопрос о приемлемости ее для публикации. 
В начале публикуемой статьи приводятся даты по-
ступления рукописи в редакцию и принятия рукописи 
в печать.

Возвращение рукописи авторам на доработку 
не означает, что статья принята к печати. После по-
лучения доработанного текста рукопись вновь рас-
сматривается редколлегией. Доработанный текст 
автор должен вернуть вместе с первоначальным 
экземпляром статьи, а также ответами на все заме-
чания. Датой поступления считается день получения 
редакцией окончательного варианта статьи.

Переработанная рукопись должна быть возвраще-
на в редакцию в течение одной  недели после получе-
ния авторами отзывов; в противном случае рукопись 
рассматривается как вновь поступившая.

На всех стадиях работы с авторами, редакторами 
и рецензентами редакция использует электронно-
почтовую связь, поэтому авторы должны быть очень 
внимательны к указанному в рукописи электронному 
адресу и должны своевременно сообщать о произо-
шедших изменениях.

После сдачи очередного выпуска журнала на маке-
тирование редакция рассылает авторам по электрон-
ной почте корректуры статей в виде PDF файла.

На стадии корректуры не допускаются замены тек-
ста, рисунков или таблиц. Если это все же необходи-
мо, то данный вопрос решается редколлегией.

ОФОРМлеНИе ССЫлОК
Для книг: фамилия и инициалы автора, полное назва-
ние книги, место издания, издательство, год издания, 
том или выпуск и общее количество страниц.
Для периодических изданий: фамилия и инициалы ав-
тора, название журнала, год издания, том, номер, 
первая и последняя страницы статьи. Bressanelli S., 
Tomei L., Roussel A., et al// Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 1999. V. 96. P.13034–13039 (если авторов 
больше пяти). Если авторов меньше пяти, указыва-
ются все авторы.
Ссылки на книги, переведенные на русский язык, 
должны сопровождаться ссылками на оригинальные 
издания с указанием выходных данных.
Ссылки на авторефераты диссертаций должны со-
держать фамилию и инициалы автора, название дис-
сертации, место выполнения работы, год защиты 
диссертации.
Ссылки на патенты должны содержать фамилии 
и инициалы авторов, вид патентного документа (ав-
торское свидетельство или патент), номер, название 
страны, выдавшей документ, индекс международной 
классификации изобретений, год выдачи патента.
Список литературы печатается на отдельной стра-
нице.
Таблицы печатаются на отдельной странице.
Подписи к рисункам печатаются на отдельной стра-
нице.

для связи с редакцией следует использовать  
следующие электронные адреса: rpetrov@strf .ru,  
vera .knorre@gmail .com, vsychev@strf .ru, 
тел .: (495) 727-38-60, (495) 930-80-05


