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Профиль посттрансляционных 
модификаций гистона Н1 в хроматине 
эмбриональных стволовых клеток мыши

Т. Ю. Старкова, Т. О. Артамонова, В. В. Ермакова, Е. В. Чихиржина, 
М. А. Ходорковский, А. Н. Томилин
С помощью масс-спектрометрии высокого разрешения (MALDI-FT-ICR-MS) 
обнаружены существенные различия в природе и положениях посттрансля-
ционных модификаций в некоторых вариантах гистона H1 (H1.3–H1.5) из эм-
бриональных стволовых клеток и дифференцированных клеток – имморта-
лизованных фибробластов линии NIH/3T3 и эмбриональных фибробластов. 
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NIH/3T3, 

МЭФ и E14 

Роль рекомбинантного циклофилина 
А человека в развитии противоопухолевого 
иммунного ответа

А. А. Калинина, Ю. Ю. Силаева, Д. Б. Казанский, Л. М. Хромых
Циклофилин А (ЦфА) – многофункциональный белок, обладающий изо-
меразной активностью и существующий во внутриклеточной и секретиру-
емой формах. С использованием модельной системы отторжения лимфомы 
EL-4 мышами B10.D2(R101) показано, что рекомбинантный ЦфА человека 
стимулирует противоопухолевый иммунный ответ за счет раннего при-
влечения гранулоцитов в сайт локализации клеток-мишеней и ускоренного 
системного накопления эффекторных Т-киллерных клеток.
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П. Н. Григорьев, Г. А. Хисамиева, А. Л. Зефиров
Септины – наименее изученный элемент цитоскелета, входят в со-
став GTP-связывающих белков. В опытах на двигательных нервных 
окончаниях диафрагмы мыши с использованием внутриклеточного 
микроэлектродного отведения постсинаптических сигналов, флуорес-
центной конфокальной микроскопии и красителя FM 1-43 исследова-
ны процессы секреции медиатора и экзо-эндоцитоза синаптических 
везикул в условиях стимуляции полимеризации септинов форхлорфе-
нуроном. Сделано заключение, что септины принимают участие в про-
цессах везикулярного цикла и повторного использования синаптиче-
ских везикул в секреции медиатора при длительной высокочастотной 
активности нервно-мышечного синапса.

Секреция медиатора при высокочас-
тотном раздражении в присутствии 
форхлорфенурона
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РЕФЕРАТ Биоразлагаемые и биосовместимые полимеры, полиоксиалканоаты, активно используются для из-
готовления различных медицинских изделий и лекарственных форм. В медицинской промышленности 
применяют полиоксиалканоаты, полученные химическим синтезом, но растет интерес и к природным по-
лиоксиалканоатам, полученным биотехнологическим путем. Синтетические полиоксиалканоаты являются 
биомиметическими аналогами бактериального поли-3-оксибутирата и других природных полиоксиалка-
ноатов. В обзоре рассмотрено наличие биологической активности у синтетических и природных полиокси-
алканоатов (стимуляция пролиферации и дифференцировки клеток, регенерация тканей) и ее возможная 
связь с биологическими функциями поли-3-оксибутирата у бактерий и эукариот, в том числе у человека.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биодеградация, биомиметика, биосинтез, биосовместимость, полиоксиалканоаты, поли-
3-оксибутират, регенеративная медицина.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ПОА – полиоксиалканоаты; сПОА – синтетические полиоксиалканоаты; 
пПОА – природные полиоксиалканоаты, поли-3-оксиалканоаты; ПМК – поли-2-оксипропановая (поли-
молочная) кислота, полилактид; ПГК – поли-2-оксиуксусная (полигликолевая) кислота, полигликолид; 
ПМГК – полимолочно-со-гликолевая кислота (полилактид-со-гликолиды); ПКЛ – поли-6-оксикапролактон 
(поли-ε-оксикапролактон); ПДС – поли-п-диоксанон; ПОБ – поли-3-оксимасляная кислота (поли-3-
оксибутират); кПОБ – короткоцепочечный комплексообразующий эндогенный ПОБ; оПОБ – среднеце-
почечный или олиго-ПОБ; П4ОБ – поли-4-оксимасляная кислота (поли-4-оксибутират); ПОВ – поли-
3-оксивалериановая кислота (поли-3-оксивалерат); ПОБВ – поли-3-оксибутират-со-3-оксивалерат; 
ПОГк – поли-3-оксигексаноат; ПОБГк – поли-3-оксибутират-со-3-гексаноат; ПОБВГк – поли-3-
оксибутират-со-3-оксивалерат-со-3-оксигексаноат; ПОБОк – поли-3-оксибутират-со-3-оксиоктаноат; 
ПОБ4ОБ – поли-3-оксибутират-со-4-оксибутират; 3ГБ – 3-гидроксибутират; ГКИТ – гигантские клетки 
инородных тел; NO – оксид азота; TNF-α – фактор некроза опухолей альфа (tumor necrosis factor alfa); 
МСК – мезенхимальные стволовые клетки.

УДК 577.1 

Применение полиоксиалканоатов 
в медицине и биологическая активность 
природного поли-3-оксибутирата

А. П. Бонарцев1,2*, Г. А. Бонарцева2, И. В. Решетов3, К. В. Шайтан1, М. П. Кирпичников1 
1Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, биологический факультет, 
119234, Москва, Ленинские горы, 1, стр. 12
2Институт биохимии им. А.Н. Баха, Федеральный исследовательский центр 
«Фундаментальные основы биотехнологии» РАН, 119071, Москва, Ленинский просп., 33, 
корп. 2
3Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский университет), 119991, 
Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2
*E-mail: ant_bonar@mail.ru
Поступила в редакцию 28.12.2018
Принята к печати 28.03.2019
DOI: 10.32607/20758251-2019-11-2-4-16

ВВЕДЕНИЕ
Полиоксиалканоаты (ПОА) – это биоразлагаемые 
полиэфиры оксикарбоновых кислот, которые полу-
чают как путем химического синтеза, так и с помо-
щью бактериального биосинтеза. С начала 21 века 
наблюдается рост интереса к изучению этих поли-
меров и к внедрению их в медицинскую практику. 
В настоящее время как в научных исследованиях, 

так и в клинической практике используют синте-
тические поли-2-оксипропановую (полимолоч-
ная (ПМК), полилактиды), поли-2-оксиуксусную 
(полигликолевая (ПГК), полигликолиды) кисло-
ты, поли-6-оксикапролактон (ПКЛ) и природ-
ные поли-3-оксимасляную (поли-3-оксибутират 
(ПОБ)), поли-4-оксимасляную (П4ОБ), поли-3-
оксивалериановую (поли-3-оксивалерат (ПОВ)) кис-
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лоты, поли-3-оксигексаноат (ПОГк), их сополимеры 
и близкие по структуре полимеры, такие, как поли-
п-диоксанон (ПДС) (рис. 1). Благодаря сходству 
химического строения эти полимеры обладают 
сходным сочетанием физико-химических и биоме-
дицинских свойств: способностью к биодеградации 
в организме без образования токсичных продуктов, 
биосовместимостью с органами и тканями человека, 
оптимальными физико-химическими свойствами 
(термопластичность, относительно высокая гидро-
фобность, специфические диффузионные свойства, 
относительно высокая прочность, пластичность), 
возможностью использования эффективных тех-
нологических процессов при их получении. Такое 
уникальное сочетание свойств этих полимеров спо-
собствует активному их использованию и внедре-
нию в медицинскую практику [1–4].

ПРИМЕНЕНИЕ ПОЛИОКСИАЛКАНОАТОВ 
В МЕДИЦИНЕ
ПОА стали активно использоваться в медицине еще 
с 70-х гг. прошлого века. Так, первые биоразлагае-
мые шовные нити марки «Викрил», изготовленные 
из полимеров, полученных с помощью химического 
синтеза, были выведены на рынок медицинских из-
делий еще в 1974 г. Уже используются или разраба-
тываются разнообразные изделия из ПОА: биоразла-
гаемые скобы, винты, пластины, штифты и шпагаты, 
биорассасываемые шовные нити и скобы для кожных 
степлеров, раневые и ожоговые покрытия, пародон-
тологические мембраны, хирургические сетчатые 
эндопротезы, хирургические заплаты для закрытия 
дефектов кишечника и перикарда, плаги-эндопро-
тезы для колопроктологии и герниопластики, проте-
зы сосудов, кардиоваскулярные стенты-эндопроте-

Рис. 1. Общая формула полиоксиалканоатов и структурные формулы ряда природных и синтетических полиокси-
алканоатов биомедицинского применения. Сокращения: ПОБ – поли-3-оксибутират, ПОВ – поли-3-оксивалерат, 
ПОБВ – поли-3-оксибутират-со-3-оксивалерат, ПОГк – поли-3-оксигексаноат, ПОБГк – поли-3-оксибутират-
со-3-оксигексаноат, ПООк – поли-3-оксиоктаноат, ПОБОк – поли-3-оксибутират-со-3-оксиоктаноат, П4ОБ – 
поли-4-оксимасляная кислота (поли-4-оксибутират), ПГК – поли-2-оксиуксусная кислота (полигликолевая 
кислота, полигликолид), ПМК – поли-2-оксипропановая кислота (полимолочная кислота, полилактид), ПМГК – 
полимолочно-со-гликолевая кислота (полилактид-со-гликолид), ПКЛ – поли-6-оксикапролактон, ПДС – поли-п-
диоксанон 

ПОА, общая формула
Природные ПОА Синтетические ПОА

ПОБ

ПОВ

ПОГк ПОБГк

ПООк ПОБОк ПДС

ПОБВ ПМК ПМГК

П4ОБ ПГК 
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зы, каркасные проводники для регенерации нервов, 
искусственные клапаны сердца и другие изделия. 
ПОА используются и в фармацевтике как компонент 
новых лекарственных форм, придающий им такие 
свойства, как направленная доставка, пролонгиро-
ванное действие, сниженная токсичность, увеличен-
ная стабильность [1–4] (рис. 2). 

Несмотря на то что уникальное сочетание свойств 
присуще всем представителям класса ПОА, в боль-
шинстве случаев в медицине используют такие син-
тетические ПОА (сПОА), как поли- 2- оксипропановая 
(поли молочная кислота, или полилактид), поли-2-
оксиуксусная (поли гликолевая кислота, или поли-
гликолид), их сополимеры – полимолочно-со-поли-
гликолевые кислоты (полилактид-со-гликолиды) 
(ПМГК), поли-6-оксикапролактон и поли-п-диоксанон 
(рис. 1). Это связано с гораздо более масштабным ис-
пользованием химического синтеза для получения 
полимеров медицинского назначения и более ран-
ней разработкой способа промышленного получения 

сПОА (ПМК, ПГК, ПКЛ и их сополимеров), более 
ранней сертификацией, проведением доклинических 
и клинических испытаний и введением этих поли-
меров в клиническую практику (в 70-х и 80-х гг. про-
шлого века). Важную роль сыграло также удобство 
применения этих полимеров, в частности, их быстрая 
биодеградация в тканях человека [4–6]. 

Однако ПМК, ПГК и их сополимеры являются син-
тетическими аналогами природных полиоксиалкано-
атов, поли-3-оксиалканоатов (пПОА). И хотя синте-
тические ПОА (в том числе ПМК, ПГК, ПМГК, ПКЛ) 
довольно часто называют биополимерами, имея в виду 
их способность к биодеградации и биосовместимость, 
это не вполне корректно, так как биополимерами при-
нято называть полимерные продукты жизнедеятель-
ности живых организмов: бактерий, растений, грибов, 
животных, т.е. биомакромолекулы природного проис-
хождения [7]. Так, поли-3-оксиалканоаты являются 
запасными полимерами многих видов бактерий [1], 
тогда как сПОА (ПМК, ПГК, ПМГК, ПКЛ и др.) в при-

Рис. 2. Применяющиеся в медицинской практике и разрабатываемые медицинские изделия на основе синтети-
ческих и природных ПОА. А – биоразлагаемые шовные нити на основе ПГК (Ethicon, Johnson & Johnson, США); 
Б – биоразлагаемый интерференциальный шуруп для костной фиксации на основе ПМК с пластификатором 
OsteotwinTM (Biomatlante, Франция); В – биоразлагаемые пластины для костной фиксации LactoSorb® на основе 
ПМГК (Biomet, США); Г – биорассасывающийся кардиоваскулярный стент-эндопротез Absorb на основе ПМК 
(Abbott, США); Д – биорассасывающийся тканый плаг-эндопротез для герниопластики Phasix Plug на основе 
П4ОБ (C.R. Bard Inc., США); Е – биорассасывающийся плаг-эндопротез для колопроктологии Gore Bio-A fistula 
plug на основе ПМК (W. L. Gore & Associates Inc., США); Ж – частично биоразлагаемый сетчатый эндопротез 
для герниопластики на основе тканого материала из монофиламентных нитей из полипропилена и ПМГК Ultrapro 
Advanced™ (Ethicon, Johnson & Johnson, США); З – эндопротез-гид на основе тканого материала из ПГК для сра-
щивания нервов GEM Neurotube (Synovis Micro Companies Alliance, США); И – биоразлагаемая скрепка на ос-
нове ПМК для автоматического степлера для сшивания кожи и мягких тканей (Ethicon, Johnson & Johnson, США); 
К – биоразлагаемая биополимерная мембрана для замещения дефектов мягких и хрящевых тканей ЭластоПОБ 
на основе ПОБВ (АО «БИОМИР сервис», г. Краснознаменск, Московская область, РФ)
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роде не встречаются [4, 8], хотя методами генетиче-
ской инженерии с использованием бактериальных 
штаммов-продуцентов синтезированы сополимеры 
поли-3-оксибутирата с полимолочной кислотой [9, 
10], но это лишь подтверждает их искусственное про-
исхождение. Тем не менее, основные свойства этих 
полимеров сходны, хотя имеются и важные отличия, 
уже указанные выше.

Природные поли-3-оксиалканоаты представля-
ют собой полиэфиры 3-оксиалкановых кислот, со-
ответственно ПОБ является линейным полиэфиром 
R-формы 3-оксимасляной кислоты (рис. 1). Различия 
разных пПОА определяются наличием бокового ра-
дикала: поли-3-оксибутирата, поли-3-оксивалерата, 
поли-3-оксигексаноата, поли-3-оксиоктаноата 
и т. д. (рис. 1). Все они довольно сильно различа-
ются по своим физико-химическим свойствам, та-
ким, как кристалличность, температуры плавления 
и стеклования, гидрофобность, пластичность, модуль 
упругости и другим. Причем при биосинтезе в бакте-
риях образуются, как правило, не чистые гомополи-
меры поли-3-оксивалерата, поли-3-оксигексаноата 
и других более длинноцепочечных мономеров ПОА, 
а их блок-сополимеры с ПОБ: поли-3-оксибутират-
со-3-оксивалерат (ПОБВ), поли-3-оксибутират-
со-3-гексаноат (ПОБГк), поли-3-оксибутират-
со-3-оксивалерат-со-3-оксигексаноат (ПОБВГк), 
поли-3-оксибутират-со-3-оксиоктаноат (ПОБОк), 
поли-3-оксибутират-со-4-оксибутират (ПОБ4ОБ) 
и др., но свойства этих сополимеров сильно отлича-
ются от свойств ПОБ и значительно зависят от моно-
мерного состава этого сополимера [11–13].

Как правило, для изучения биомедицинских 
свойств, в том числе биологической активности раз-
личных ПОА, проводят тестирование одного из мате-
риалов, предназначенного для разработки какого-то 
определенного медицинского изделия, т.е. используют 
технический подход. Но что, если рассмотреть биоме-
дицинские свойства ПОА на примере ПОБ как при-
родного родоначальника практически всех ПОА, ис-
пользуемых в медицине, с точки зрения тех функций, 
которые этот биополимер выполняет в природе? Т.е. 
использовать такое интересное направление в биоло-
гии, как биомиметика [14], тем более, что биомимети-
ческий подход в последнее время все активнее приме-
няют для изучения различных полимеров [15].

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
ПОЛИОКСИАЛКАНОАТОВ 

Биосовместимость полиоксиалканоатов и их 
биологическая активность
Как правило, природные биополимеры, такие, 
как белки и пептиды, полисахариды, липиды, ну-

клеиновые кислоты, полипренолы, а также их со-
полимеры обладают выраженной биологической 
активностью, непосредственно связанной с их спе-
циализированными функциями: ферментативной, 
регуляторной, сигнальной, защитной, транспортной 
и многими другими. Более того, даже такие биопо-
лимеры, как липополисахариды или пектины, вы-
полняющие «нейтральные» функции – структурную 
или запасную, также могут обладать выраженной 
биологической активностью [16]. Соответственно 
медицинские изделия и лекарственные препараты 
на основе некоторых из этих биополимеров (колла-
гена, хитозана, полилизина) могут проявлять био-
логическую активность, иногда нежелательную, на-
пример, иммунотоксичность [17]. Однако, несмотря 
на интенсивное исследование, вопрос биологической 
активности как синтетических, так и природных 
ПОА остается противоречивым и недостаточно из-
ученным. С одной стороны, активное применение 
ПОА в медицине во многом обусловлено их высокой 
биосовместимостью, отсутствием или низким уров-
нем их токсичности, что, тем не менее, не исключает 
наличия биологической активности у этих полимеров 
[17]. Вместе с тем, основной причиной использования 
ПОА в медицине является их способность к биоде-
градации. Однако сам процесс биодеградации поли-
меров предполагает активное взаимодействие между 
полимером и окружающими его живыми клетками 
и тканями, зачастую участвующими в этом процес-
се, а также воздействие на клетки и ткани не только 
самого полимера, но и продуктов его биодеградации – 
олигомеров и мономеров. Кроме того, появляется все 
больше данных о собственной биологической ак-
тивности ПОА по отношению к различным клеткам 
и тканям человека и лабораторных животных.

Все основные ПОА как синтетические (ПМК, 
ПГК, ПМГК и ПКЛ), так и природные ПОБ, (ПОБВ, 
ПОБГк, П4ОБ) обладают довольно хорошей био-
совместимостью по сравнению со многими другими 
материалами, достаточной для применения этих 
биоразлагаемых полимеров, в том числе, для изго-
товления имплантируемых изделий, контактирую-
щих с мягкими тканями, костью и кровью согласно 
ISO 10993 [2, 4, 17, 18]. Однако сопоставление тка-
невой реакции ПОБ и синтетических полиэфиров 
ПЛА, ПГА или их сополимеров выявило легкую 
или умеренную тканевую реакцию на ПОБ [2, 3], 
тогда как ПЛА, ПГА и ПЛГА нередко вызывали вы-
раженную хроническую воспалительную реакцию 
[18]. В большинстве случаев ПОБ и его сополимеры 
характеризовались хорошей биосовместимостью 
при использовании в качестве имплантируемых био-
материалов [19–21]. Стандартное определение ткане-
вой реакции на подкожную имплантацию ПОБ и его 



8 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 2 (41)  2019

ОБЗОРЫ

сополимеров в виде пленок, применяемое в протоко-
лах доклинических исследований, выявляет слабую 
или умеренную реакцию на чужеродный материал. 
В течение одного месяца формируется тонкая фи-
брозная капсула (около 100 мкм), которая, как по-
казано, рассасывается после биодеградации об-
разцов [19–22]. Во многих работах выявлено малое 
количество лимфоцитов или практически полное 
их отсутствие (в частности, Т-лимфоцитов) в обла-
сти имплантации ПОБ, что свидетельствует о зна-
чительном снижении или отсутствии иммунной 
реакции на этот полимерный биоматериал [23–26]. 
Показано, что подвергнутые глубокой очистке ПОБ 
и ПОБВ обладают также хорошей гемосовместимо-
стью, что позволяет использовать их для получения 
изделий, контактирующих с кровью: заплат стенки 
перикарда, легочной артерии и правого предсердия, 
биоразлагаемых кардиоваскулярных стентов [25–30]. 
Но особенно ярко биосовместимость ПОБ проявляет-
ся при использовании изделий на его основе, напри-
мер, пористых матриксов для регенерации костной 
ткани. При имплантации изделий из ПОБ в область 
дефекта костной ткани не происходит присущее мно-
гим биомедицинским материалам (например, ПМК) 
образование соединительнотканной капсулы, изо-
лирующей полимерный материал от костной ткани, 
т.е. ПОБ полностью интегрируется в костную ткань. 
В случае имплантации пористого матрикса из ПОБ 
наблюдается активная васкуляризация матрикса 
и образование в порах матрикса островков (балок) 
новой костной ткани из грануляционной ткани [23, 
24, 31]. Определение уровня экспрессии различных 
цитокинов и других белков-маркеров воспаления 
в области имплантации изделий из ПОБ (и его сопо-
лимера ПОБВ) выявило сниженный (по сравнению 
с другими материалами) уровень экспрессии провос-
палительных цитокинов (интерлейкинов, фактора 
некроза опухоли, белка хемоаттрактанта моноцитов, 
индуцибельной NO-синтазы, С-реактивного белка) 
и повышенную экспрессию генов различных белков 
(коллагена I, кавеолина-1, цитокератина, гепаран-
сульфатпротеогликана, тромбомодулина, простаци-
клина) – маркеров регенеративных процессов в тка-
нях сердца и сосудов, кишечника, нервной, костной 
ткани [23, 25, 27, 28, 32–35]. Однако в некоторых слу-
чаях наблюдалась хроническая воспалительная ре-
акция на имплантацию изделий из ПОБ, например, 
прототипов стентов-эндопротезов. Следует отметить, 
что эти изделия получены плавлением или могли 
быть плохо очищены [36, 37]. На биосовместимость 
ПОБ и его сополимеров, как и в случае биодеграда-
ции, может сильно влиять способ формования изде-
лий из этого полимера, особенно при использовании 
экструзии или формования из расплава. Плавление 

вызывает перекристаллизацию полимера и резко 
замедляет диффузию воды в полимерной матрице, 
а именно вода играет ключевую роль в формирова-
нии ультраструктуры ПОБ, которая сильно влияет 
на его биологические свойства [38]. 

Благодаря своей высокой биосовместимости ПОБ 
представляет собой перспективный материал для кле-
точной биологии и инженерии. Хороший уровень кле-
точной адгезии, пролиферации и жизнеспособности 
в ходе культивирования in vitro на пленках или пори-
стых матриксах из ПОБ проявляют различные клетки 
млекопитающих: фибробласты человека и мыши, ме-
зенхимальные стволовые клетки (МСК) крысы, мыши 
и человека, остеобласты костной ткани кролика, осте-
огенные клетки саркомы человека, хондроциты су-
ставного хряща кролика и клетки гладкой мускула-
туры кролика [3]. Нано- и микрочастицы из ПОБ и его 
сополимеров не оказывают цитотоксического эффекта 
на различные клетки вплоть до концентрации 1 мг/мл 
[39, 40], а к их эндоцитозу способны не только макро-
фаги, но и остеобласты, фибробласты и опухолевые 
эпителиальные клетки [41–45]. Тогда как цитотоксич-
ность наночастиц из ПМК и ПМГК не проявлялась 
лишь до концентрации 66–100 мкг/мл, но была вы-
раженной при концентрации более 100 мкг/мл [41, 
46]. Водорастворимые олигомеры ПОБ, состоящие 
примерно из 25 остатков 3-оксибутирата, конъюги-
рованных с липоевой кислотой, также не оказывали 
цитотоксического действия in vitro на кератиноциты 
в концентрации до 9 мкг/мл [47]. 

Благодаря своей высокой биосовместимости ПОБ 
и другие ПОА могут использоваться для изготовле-
ния различных конструкций (пористых матриксов, 
микросфер, каркасов) для экспериментального моде-
лирования 3D-роста in vitro различных клеток чело-
века и млекопитающих: мезенхимальных стволовых 
клеток, фибробластов, различных линий опухолевых 
клеток, что позволит создавать экспериментальные 
модели различных заболеваний, прежде всего опу-
холей [48] (рис. 3). 

Вместе с тем, следует принимать во внимание, 
что такие характеристики полимеров, как химиче-
ский состав, морфология поверхности, поверхност-
ная энергия и гидрофобность, оказывают большое 
влияние на жизнеспособность клеток и их рост [49], 
например, химическая обработка поверхности изде-
лий из ПОБ способствует росту клеток на них [3]. 

Биодеградация полиоксиалканоатов и их 
биологическая активность
Скорость биодеградации широко используемых 
сПОА, ПМК и ПГК значительно выше, чем других 
ПОА, так как она происходит преимущественно пу-
тем гидролитической деструкции. Такой механизм 
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деструкции сПОА является причиной многих про-
блем их медицинского использования. Так, продук-
ты деградации ПМК, ПГК и ПМГК, образующиеся 
в процессе быстрого гидролиза, не успевают утили-
зироваться в организме, и вблизи имплантата резко 
снижается рН. Хроническое раздражение ткани в ре-
зультате снижения рН считается серьезной пробле-
мой применения полимерных имплантатов на основе 
ПМК, ПГК и ПМГК, оптимальное решение которой 
не найдено до сих пор [18]. Хроническое воспаление 
как ответ на деструкцию полилактидов и полигли-
колидов может усугубляться иммунным ответом 
на высвобождение нестереорегулярных водораство-
римых олигомеров – продуктов деградации поли-
меров данного класса [18, 50]. Показана цитотоксич-
ность продуктов гидролитической деструкции ПМК 
и ПГК [18, 41, 46]. В формировании воспалительной 
реакции на имплантированный ПМГК большую роль 
играют дендритные клетки, которые этот полимер 
способен активировать [51]. Такой воспалительный 
ответ является, в частности, одной из причин тор-
можения биодеградации внутрикостных импланта-
тов из этих полимеров благодаря их «консервации» 
в соединительнотканной капсуле, что вызывает раз-
личные осложнения: миграцию имплантатов в кости, 
образование свищей, отторжение имплантата и др. 
[18]. Чтобы устранить хроническое воспаление при-
ходится прибегать к различным ухищрениям. Так, 
в изделия из ПМГК вводят противовоспалительные 
лекарственные средства (дексаметазон, куркумин) 
[52, 53], антитела к провоспалительным цитокинам 
(интерферону-γ) [54], используют мезенхимальные 
стволовые клетки [51].

Природные поли-3-оксиалканоаты гораздо более 
устойчивы к гидролизу в водной среде [55], в том чис-
ле в присутствии различных эстераз [55–57], причем 
в живых тканях скорость биодеструкции может быть 
многократно выше, чем в водной среде в модельных 

условиях in vitro, даже в присутствии липолитиче-
ских ферментов (например, липазы) в высоких кон-
центрациях [22]. 

Появляется все больше данных в пользу того, 
что биодеградация ПОБ и его сополимеров проис-
ходит преимущественно за счет фагоцитирующей 
активности специализированных клеток – макро-
фагов, а также гигантских клеток инородных тел 
(ГКИТ) и остеокластов, т.е. имеет место специализи-
рованная биодеградация этих полимеров. Введение 
в организм изделий из ПОБ и его сополимеров вы-
зывает привлечение в область повреждения ма-
крофагов, которые плотно покрывают полимерный 
материал при формировании вокруг него соедини-
тельнотканной капсулы и активно участвуют в про-
цессах его биодеградации. Полимерный биоматериал 
подвергается воздействию межклеточной жидкости 
и клеток, что может приводить к отщеплению от него 
микро- и наночастиц, олигомеров и мономеров [3, 19, 
57–59]. Причем клетки вызывают поверхностную 
эрозию полимера, без существенного изменения его 
физико-химических свойств, которое происходит 
при гидролитической деструкции полимера в объеме. 
Показано, что после удаления макрофагов и ГКИТ 
на поверхности полимера оставались следы эрозии 
в виде углублений диаметром 20–50 мкм [25, 26, 60, 
61]. Низкая скорость биодеструкции приводит к сни-
жению концентрации продуктов распада вблизи им-
плантата, среди которых в случае ПОБ доминирует 
3-гидроксимасляная кислота, гораздо более слабая 
(pKα = 4.41), чем основной продукт биодеградации 
ПМК и ПМГК – молочная кислота (pKα = 3.73). 
Соответственно при биодеградации ПОБ и его сопо-
лимеров не происходит закисления среды [18–20].

При этом наблюдается активация макрофагов 
полимерным материалом, что способствует их фа-
гоцитирующей активности [36, 40, 62]. Важную роль 
играет адгезия макрофагов на поверхности поли-
мерного материала. Показано, что биодеградация 
полимерных мембран происходит только тогда, 
когда на их поверхности адгезируются макрофаги. 
Если же макрофаги не имеют физической возмож-
ности прикрепиться к мембране, то деградации по-
лимера не происходит [63]. Макрофаги и остеокласты 
прочно прикрепляются к полимерным пленкам ПОБ 
и пролиферируют на них [62]. Отмечено значитель-
ное увеличение экспрессии липаз двух типов по-
сле 7 и 14 дней контакта ПОБ с тканями животных, 
при этом в печени увеличивалась экспрессия липаз 
этих же типов. Более того, наблюдалось повышение 
синтеза таких расщепляющих ферментов, как липа-
за 1-го типа, липаза 2-го типа, амилаза, химотрипсин 
и трипсин в стенке желудка непосредственно в об-
ласти контакта тканей с заплатой на основе ПОБ [34]. 

Рис. 3. Экспериментальная модель in vitro 3D-роста 
мезенхимальных стволовых клеток на микросферах 
из ПОБ: схема (А) и микроскопическое изображение 
(СЭМ, ×300) (Б) роста клеток на микросферах

А Б



10 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 2 (41)  2019

ОБЗОРЫ

В тканях крыс найдены два фермента, расщепляю-
щих ПОБ: сериновая эстераза печени с максималь-
ной активностью в щелочной среде (рН 9.5) и эстераза 
почек, активная в нейтральной среде [64]. В опытах 
с частицами ПОБ низкой молекулярной массы по-
казано участие макрофагов в биодеградации ПОБ 
[40]. Установлено, что макрофаги и в меньшей степе-
ни фибробласты способны фагоцитировать частицы 
ПОБ размером 1–10 мкм. При высоких концентраци-
ях частиц ПОБ (>10 мкг/мл) фагоцитоз сопровожда-
ется токсическим действием и изменением функцио-
нального состояния макрофагов, но не фибробластов 
[40], тогда как наночастицы (15–250 нм) из ПОБ и его 
сополимеров не оказывали значительного цитоток-
сического действия на макрофаги даже при такой 
большой концентрации, как 1 мг/мл, в отличие от на-
ночастиц ПМК [41]. Фагоцитоз микрочастиц ПОБ со-
провождался увеличением продукции оксида азота 
(NO) и фактора некроза опухолей альфа (TNF-α) 
в активированных макрофагах, а при фагоцитозе 
большого количества микрочастиц происходила ги-
бель макрофагов. Показано также, что фагоцитоз 
частиц ПОБ постепенно снижается благодаря актив-
ному процессу биодеградации ПОБ [40]. Интересно, 
что к эндоцитозу микрочастиц из низкомолекуляр-
ного ПОБ in vitro способны не только макрофаги, 
но и остеобласты. Причем при сокультивировании 
этих клеток фагоцитирующую способность остеобла-
стов, как и их остеогенную активность (активность 
щелочной фосфатазы), стимулировали макрофаги, 
фагоцитирующие полимерные микрочастицы [40].

Таким образом, контакт с живыми тканями по-
лимеров даже с высокой биосовместимостью может 
сочетаться с развитием естественной воспалитель-
ной реакции организма на имплантацию чужерод-
ного тела, активацией макрофагов и остеокластов 
при расщеплении ими полимера. Однако следует от-
личать такую биологическую активность ПОА от соб-
ственной биологической активности полимеров, свя-
занной с их специфическими свойствами.

Собственная биологическая активность 
полиоксиалканоатов
ПОБ и его сополимеры, по-видимому, обладают 
и собственной биологической активностью. Они, 
как уже отмечено, активируют при имплантации 
клетки иммунной системы, вызывая секрецию ими 
провоспалительных цитокинов [34, 35], что характер-
но для обычной тканевой реакции на имплантацию 
практически любых материалов, особенно биодегра-
дируемых. Показано, что изделия из ПОБ (непле-
теные заплаты, пористые матриксы) способствуют 
регенерации тканей различных органов: костной, 
сердца и сосудов, нервов, кишечника. Использование 

изделий из ПОБ приводит к высокой васкуляриза-
ции в зоне восстановления дефектов ткани [23–28, 
32, 35, 65]. На критических (теменная кость черепа 
крысы) и некритических (бедренная кость крысы) 
моделях костных дефектов показано, что пористые 
матриксы из ПОБ способствуют регенерации кост-
ной ткани. На всех стадиях регенерации костного де-
фекта отмечена минимально выраженная тканевая 
реакция на имплантацию, связанная с постепенной 
биорезорбцией полимерного материала, активная 
васкуляризация матриксов и прорастание образу-
ющейся костной ткани в порах матрикса из ПОБ. 
На регенерацию костной ткани в матриксе из ПОБ 
указывает также экспрессия остеогенных маркеров, 
например, коллагена типа I [23, 24]. Мы наблюдали 
равномерное появление новообразующейся костной 
ткани по всему объему пористого биополимерного 
матрикса в виде островков, а не с краев, при этом 
вокруг биополимерного материала не образовыва-
лась фиброзная капсула, что указывает на его пол-
ную интеграцию с костной тканью [24, 65]. Все это 
свидетельствует о превосходной биосовместимости 
ПОБ с костной тканью, о выраженной остеокон-
дуктивной и даже остеоиндуктивной способности. 
Биологическую активность ПОБ и его сополимеров, 
полученных бактериальным биосинтезом, связы-
вают с возможностью плохой очистки полимерно-
го материала от бактериального липополисахарида 
или ДНК. Однако даже очень хорошо очищенный по-
лимер способен активировать клеточный ответ [36]. 

Биологическая активность пористых матриксов 
из ПОБ и его сополимеров (ПОБВ, ПОБГк, ПОБВГк) 
показана и на клеточном уровне in vitro. Так, терпо-
лимер ПОБВГк стимулировал пролиферацию линии 
HaCaT кератиноцитов человека при росте на поли-
мерных пленках, полученных осаждением из раство-
ра. Исследование механизма стимуляции пролифе-
рации клеток с использованием наночастиц из этого 
биополимера показало, что добавление наночастиц 
из ПОБВГк в концентрации 0.02–0.1 г/л стимулиро-
вало увеличение тока ионов кальция в цитоплазму, 
что является одним из основных сигнальных путей 
активации деления клеток. Продукт деградации ПОА 
мономер 3-гидроксибутират (D-3-гидроксимасляная 
кислота, 3ГБ) также самостоятельно вызывает акти-
вацию пролиферации кератиноцитов линии HaCaT 
человека и фибробластов мыши L929 в концентра-
ции от 0.01 до 0.1 г/л (0.1–1.0 мМ) по механизму уве-
личения концентрации ионов кальция в цитоплазме 
клетки, а также подавляет апоптоз и некроз фибро-
бластов [66–68]. Подобная активность 3ГБ неудиви-
тельна, поскольку это кетоновое тело – естественный 
метаболит млекопитающих, обладающий выражен-
ной биологической активностью [16]. Однако биоло-
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гической активностью могут обладать не только 3ГБ, 
но и олигомеры ПОА. Так, олигомеры ПОБ и его со-
полимеры с 4-оксибутиратом и 3-оксигексаноатом (с 
длиной цепи 20–25 мономеров) не токсичны для кле-
ток (до концентрации 20 мкг/мл) и стимулируют 
пролиферацию, подавляют апоптоз, выброс кальция 
в цитоплазму и образование межклеточных контак-
тов между бета-клетками поджелудочной железы 
мышей [69].

Показано, что скаффолды из ПОБ и его сополиме-
ров (ПОБВ, ПОБГк) стимулируют дифференцировку 
остеобластов и мезенхимальных стволовых клеток 
человека, крысы, кролика (выделенных как из жи-
ровой ткани, так и из костного мозга) в остеогенном 
направлении при росте клеток на них [23, 24, 39, 63, 
70–72]. Дифференцировка МСК при росте на скаф-
фолдах из пПОА подтверждена изменением мор-
фологии клеток (рис. 4), угнетением их пролифера-
ции, увеличением активности щелочной фосфатазы, 
отложением солей кальция в клетке [24, 39, 70–72] 
и экспрессией маркеров остеогенной дифференци-
ровки и формированием костной ткани (щелочной 
фосфатазы, коллагена типа 1, Runx2, остеокальци-
на, остеопонтина) с помощью иммуноферментных 
методов и ПЦР [23, 24, 70]. Впрочем, в некоторых 
работах индукция остеогенной дифференцировки 
при росте эмбриональных предшественников осте-
областов на матриксах не была подтверждена [73]. 
Здесь необходимо отметить, что значительное вли-
яние на рост и дифференцировку МСК могут вли-
ять их физико-химические свойства, а также ми-
кроструктура и топография конструкций из этих 
полимеров, на которых растут клетки. Этот эффект 

может даже нивелировать воздействие биоактив-
ных молекул, стимулирующих рост или дифферен-
цировку клеток в том или ином направлении [49, 
74, 75]. Влияние ПОА на дифференцировку МСК 
также может быть связано с биоактивностью про-
дукта их биодеградации – 3ГБ. Так, 3ГБ в концен-
трации 0.005–0.1 г/л (0.05–1 мМ) вызывает остеоген-
ную дифференцировку остеобластов мыши линии 
MC3T3-E1, определенную по увеличению актив-
ности щелочной фосфатазы, отложению кальция 
(тест на краситель Ализариновый красный S) и экс-
прессии остеокальцина. Остеоиндуктивное действие 
3ГБ in vivo показано на модели остеопороза у самок 
крыс с удаленными яичниками. Тем не менее, 3ГБ 
в меньших концентрациях не оказывал подобного 
действия, а при медленной биодеградации ПОА 3ГБ 
образуется в концентрациях, гораздо меньших 0.05 
мМ [76]. ПОБГк вызывает также дифференциров-
ку МСК в хондрогенном направлении, что показано 
по изменению экспрессии хондрогенных генов-мар-
керов МСК: аггрегана, col2, sox9, col10 и pthrp [74]. 
В других исследованиях показано, что ПОБ, ПОБГк, 
ПОБВГк, ПОБО и их композиты, а также ПМК сти-
мулируют дифференцировку МСК в нейрогенном 
направлении, что выражается в изменении морфо-
логии клеток и экспрессии ими генов специфических 
белков: нестина, фибриллярного кислого белка глии 
и βIII-тубулина [77, 78]. Теоретически это могло быть 
связано с показанным ранее нейропротективным 
действием 3ГБ, если бы не тот факт, что позитивное 
воздействие 3ГБ на нервную систему обусловлено 
питательной (энергетической) функцией жирных 
кислот, в том числе 3ГБ, в нейронах и проявляется 
при очень больших дозах этих веществ [79]. Однако 
показано также, что 3ГБ стимулирует образование 
щелевых контактов между нейронами для переда-
чи электрического сигнала, чем может объяснять-
ся вызываемое им улучшение памяти и обучаемо-
сти [80]. Интересно, что реализация эффектов ПОА 
на пролиферацию, дифференцировку и апоптоз кле-
ток может осуществляться через интегрины – мо-
лекулы межклеточных контактов и распознавания. 
Дифференцировка МСК и апоптоз остеобластов осу-
ществляются по каскадному механизму, который за-
пускается при взаимодействии ПОА с интегринами 
на поверхности клетки [81, 82]. 

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ И ПРИРОДНЫЕ 
ФУНКЦИИ ПОЛИ-3-ОКСИБУТИРАТА

Поли-3-оксибутират как запасной полимер 
бактерий
Природные поли-3-оксиалканоаты возникли в про-
цессе эволюции, прежде всего, как резервные биопо-

Рис. 4. Мезенхимальная стволовая клетка на матрик-
се из ПОБ на 21 сутки культивирования, обладающая 
морфологией остеобласта, и отложения вокруг нее 
солей кальция на матриксе. Сканирующая электронная 
микроскопия, ×370
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лимеры, т.е. такие полимеры, которые предназначены 
для биодеградации ферментными системами жи-
вых организмов с целью извлечения из них энергии 
и углерода для обеспечения жизнедеятельности кле-
ток и биосинтеза ими других биомолекул. Способность 
к синтезу резервных пПОА, преимущественно ПОБ, 
широко распространена у прокариот, сотни видов 
бактерий используют этот биополимер в качестве за-
пасного вещества. Для большинства микроорганиз-
мов накопленные пПОА служат источником углеро-
да и энергии при их недостатке. Бактерии, способные 
к синтезу пПОА, запасают биополимер в цитоплазме 
в виде дискретных включений (гранул) обычно от 100 
до 800 нм в диаметре (рис. 5). Роль пПОА, прежде все-
го ПОБ, как резервного материала бактерий подробно 
освещена в обзоре Anderson и Dawes [83].

Более того, к синтезу ПОБ способны или об-
ладают ферментами (и их генами) его биосинтеза 
(прежде всего, ПОА-полимеразой) симбиотиче-
ские и инфекционные бактерии человека, такие, 
как Agrobacterium, Clostridium, Ralstonia, Bacillus, 
Burkholderia, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, 
Mycobacterium, Acinetobacter, Sphingomonas, 
Fusobacterium, Neisseria, Streptomyces, Bordetella, 
Rickettsia. Некоторые из этих бактерий, например 
Pseudomonas sp., способны к синтезу не только ПОБ, 
но и различных его сополимеров [84]. Многие из этих 
бактерий формируют значительную долю нормаль-
ной микробиоты кишечника, играющего важнейшую 
роль в формировании иммунитета человека, и дру-
гих органов (ротовой полости, легких, кожи) или яв-
ляются возбудителями многих широко распростра-
ненных инфекционных заболеваний. Соответственно 
иммунная система человека распознает антигены 
этих бактерий, вероятно, с момента формирования 
иммунитета в младенчестве. Одним из таких обыч-
ных и привычных для иммунитета антигенов явля-
ется ПОБ, чем, по-видимому, можно объяснить вы-
сокую биосовместимость этого биополимера и его 
синтетических аналогов, близких по своей структуре 
и физико-химическим свойствам. Однако с липопо-
лисахаридом иммунная система также контактирует 
на этапе формирования иммунитета, что не меша-
ет этому биополимеру быть мощным стимулятором 
иммунитета. А ПОБ является таким же продуктом 
как симбиотических, так и инфекционных бактерий. 
Возможно, в организме человека ПОБ выполняет 
какую-то функцию, отличную от функции запасного 
вещества у представителей микробиоты.

Эндогенный поли-3-оксибутират в тканях 
животных и его предполагаемые функции
Вопреки мнению, что ПОБ синтезируется только 
в клетках прокариот, этот биополимер обнаружен 

группой Reusch у организмов практически всех ти-
пов [85]. Короткоцепочечный комплексообразующий 
ПОБ (кПОБ, не более 30 мономеров 3-оксибутирата) 
и среднецепочечный, или олиго-ПОБ (оПОБ, 100–200 
мономеров 3-оксибутирата), найдены в различных 
органах и тканях млекопитающих, включая челове-
ка (а также коровы, овцы, свиньи) и птиц (курицы, 
индейки), – в крови, мозгу, сердце, печени, почках, 
сосудах, нервах, липопротеиновых частицах, тром-
боцитах и др. Концентрация кПОБ/оПОБ варьирует 
от 3–4 мкг/г в нервных тканях и мозгу до 12 мкг/г 
в плазме крови. Концентрация оПОБ в плазме крови 
человека может изменяться в достаточно широких 
пределах – от 0.6 до 18.2 мкг/мл при усредненном 
значении 3.5 мкг/мл [85]. Следует отметить, что про-
межуточный продукт биодеградации ПОБ – 3ГБ – 
является так называемым кетоновым телом. В нор-
ме он содержится в крови и тканях млекопитающих 
в концентрациях 0.3–1.3 мМ, а при патологических 
состояниях и намного выше [86].

Reusch с соавт. [85] предполагают, что ПОБ, поми-
мо роли запасного вещества и энергетического депо 
у бактерий, выполняет также и различные регулятор-
ные функции у эукариот и прокариот. При этом ПОБ 
(а именно короткоцепочечные кПОБ и оПОБ) влияет 
на функционирование белковых рецепторов и кана-
лов, а также ДНК путем образования с ними как не-
ковалентных, так и ковалентных связей. Наличие 
ПОБ в различных тканях человека эти исследовате-
ли объясняют существованием неких биохимических 

Рис. 5. Штамм-продуцент ПОА Azotobacter 
chroococcum 7Б с гранулами ПОБ в бактериальной 
клетке в процессе биосинтеза биополимера (сканиру-
ющая электронная микроскопия, ×50000) 
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механизмов синтеза этого биополимера. Показано, 
что кПОБ и оПОБ образуют нековалентные комплек-
сы с неорганическими полифосфатами и ионами каль-
ция, которые могут функционировать как небелковые 
каналы, способные к проведению неорганических ио-
нов через плазматическую мембрану. Эти структуры 
образуют также нековалентные комплексы с белками 
ионных каналов и входят в их состав, а также влияют 
на функции рецепторов и каналов за счет ковалентно-
го связывания. Так, олигомеры ПОБ ковалентно свя-
зываются с кальциевой АТР-азой плазматической 
мембраны эритроцитов человека, формируя одновре-
менно комплекс с неорганическими фосфатами [86]. 
Получены косвенные подтверждения существования 
определенной физиологической функции у конъюга-
тов кПОБ с белками. Так, активность противоопухоле-
вых пептидов DP18L усиливается при их конъюгации 
с 3-гидроксидеканоатом [87]. 

Предполагаемые функции поли-3-оксибутирата 
в микробиоте животных
Однако ПОБ может выполнять и другие функции 
в организме человека, не требующие его обязатель-
ного синтеза. Можно предположить, что ПОБ каким-
то образом участвует во взаимодействии бактерий 
микробиоты кишечника, где этот биополимер син-
тезируется, с клетками иммунной системы и эпите-
лием слизистой кишечника. В пользу этой версии 
свидетельствует особая роль ПОБ в симбиозе бак-
терий микробиоты и организма животного-хозяина. 
Например, синтез ПОБ играет важную роль во взаи-
модействии бактерий рода Burkholderia с их организ-
мом-хозяином клопом Riptortus pedestris, повышая 
устойчивость бактерий к иммунной системе этого 
клопа [88]. Показано также, что биосинтез ПОБ имеет 
большое значение для микробиоты голотурии (мор-
ской огурец) Apostichopus japonicus. Синтез ПОБ, 
по-видимому, модулирует микробиоту голотурии, 
что способствует многократному увеличению разме-
ров животного [89]. Заслуживает внимания работа, 
в которой изучали способность гистамина регулиро-
вать синтез низкомолекулярного кПОБ у Escherichia 
coli. Гистамин играет важную роль как средство ком-
муникации бактерий с организмом-хозяином и регу-
лятор иммунной системы кишечника, позволяющий 
бактериям быть «своими» для организма-хозяина, 
поэтому влияние гистамина на синтез кПОБ может 
свидетельствовать о вовлечении этого биополимера 
в процессы адаптации и сосуществования с орга-
низмом-хозяином [90]. Более того, показана эффек-
тивность ПОБ при инфекционных заболеваниях: 
использование в качестве корма порошка ПОБ за-
щищало рачков Artemia nauplii от заболевания, вы-
зываемого Vibrio campbellii, причем эффективность 

ПОБ была в 100 раз выше, чем у 3-гидроксимасляной 
кислоты [91]. Кроме того, ПОБ способен подавлять 
не только Vibrio sp., но также E. coli и Salmonella sp. 
[92]. Показано также, что продукты биодеградации 
некоторых пПОА, например, 3-гидроксиоктаноат, 
обладают антимикробной активностью в отношении 
целого ряда грамотрицательных и грамположитель-
ных бактерий, а также ингибируют продукцию ме-
таболитов, ассоциированных с патогенной активно-
стью этих бактерий, тогда как для цитотоксического 
воздействия на фибробласты человека необходима 
значительно большая концентрация пПОА [93].

На возможность того, что ПОБ может выполнять 
какие-то сигнальные функции в организме, указы-
вает также и такой интересный факт, что димеры 
и тримеры 3-оксибутирата являются половыми фе-
ромонами у пауков [94]. Не исключено, что эти феро-
моны могут быть продуктами биосинтеза бактериями 
микробиоты членистоногого. Так, например, у жуков 
Costelytra zealandica половым феромоном является 
фенол, который синтезируется из тирозина в спе-
циальных железах симбиотическими бактериями 
Morganella morganii [95]. Димеры и тримеры 3-окси-
бутирата обнаружены у гриба Hypoxylon truncatum, 
однако механизм их синтеза не установлен [96].

На основе П4ОБ и ПОБ4ОБ получают целый ряд 
биоразлагаемых медицинских изделий: хирургиче-
ских нитей, тканых сетчатых эндопротезов и плаг-
эндопротезов, скаффолдов для регенерации мягких 
тканей. Благодаря измененной химической струк-
туре П4ОБ, как ПМК и ПГК, подвергаются преиму-
щественно гидролитической деградации. В природе 
этих полимеров не существует, их получают био-
технологическим путем с помощью биосинтеза ге-
нетически модифицированным штаммом-продуцен-
том E. coli K12. Мономер П4ОБ – 4-гидроксибутират 
(γ-оксимасляная кислота), как и 3-оксибутират, яв-
ляется естественным метаболитом и одним из ней-
ромедиаторов, который используется как мощное 
психоактивное вещество и даже входит в перечень 
наркотических средств [97].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, наблюдаемая многими исследова-
телями биологическая активность ПОА, например, 
способность этих полимеров стимулировать реге-
нерацию костных и хрящевых тканей, может быть 
связана не только с физико-химическими свойства-
ми ПОА или со структурой изделий на их основе, 
но и с наличием собственной активности ПОА, ко-
торая, в свою очередь, обусловлена природными 
функциями предшественника этих полимеров – ПОБ 
(таблица). Подобная связь имеется также и между 
способностью ПОА, используемых для изготовле-



14 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 2 (41)  2019

ОБЗОРЫ

ния медицинских изделий, к биодеградации в тканях 
человека и природной функцией ПОБ как запасного 
биополимера в бактериальной клетке, так как, чтобы 
выполнять свою функцию, запасное вещество долж-
но обладать способностью к расщеплению клеточ-
ными ферментами. Возможно, что этот биополимер 
выполняет некие сигнальные функции в нашем ор-
ганизме, посредством которых бактерии микробио-
ты взаимодействуют с клетками иммунной системы, 
слизистой кишечника и других тканей, вызывая 
у них тот или иной физиологический ответ. Можно 
предположить, что структура ПОА, полученных 
с помощью как химического синтеза, так и биотех-
нологических методов, сходна со структурой ПОБ, 
что позволяет имитировать биологические свойства 
ПОБ, связанные с теми его функциями, которые этот 
биополимер приобрел в процессе долгой эволюции 
синтезирующих его организмов.

Несмотря на то что подавляющее большинство 
изделий и лекарственных форм на основе ПОА из-
готовлены из синтетических ПОА, уже разрабо-
таны и применяются несколько изделий на основе 
природных ПОА. Это, например, биополимерная 
мембрана для замещения дефектов мягких и хря-

щевых тканей ЭластоПОБ (АО «БИОМИР сервис», 
г. Краснознаменск, Московская область, РФ) [98] 
и композитный сетчатый эндопротез TephaFLEX 
(Tepha Inc., США) Phasix™ Plug [97] (рис. 2). 
Незатихающий интерес к природным ПОА, исполь-
зуемым как в промышленности (упаковка, текстиль, 
косметика, бытовые изделия), так и в медицине дока-
зывает также строящийся биотехнологический завод 
итальянской компании Bio-on (http://www.bio-on.it/
index.php) для крупнотоннажного промышленного 
производства ПОБ и его сополимеров.

Таким образом, рассмотренная нами область на-
уки требует глубокого и тщательного исследования, 
которое позволит установить природные функции 
используемых в медицине полимеров – биомиме-
тических аналогов природных предшественников, 
и разработать новые природоподобные технологии 
создания полимерных медицинских изделий и ле-
карственных препаратов нового поколения.  

Работа получила финансовую поддержку РФФИ 
офи-м (проект № 15-29-04856 в рамках раздела 1) 
и РФФИ офи-м (проект № 18-29-09099 в рамках 

разделов 2 и 3).

Биологическая активность синтетических и природных ПОА в организме человека и природные функции поли-3-
оксибутирата

Биологическая активность Возможные причины Природные функции

Активация макрофагов и остеокла-
стов [36, 40, 63].

Способность к гидролитической 
и ферментативной деструкции [1–4, 19, 

58–60]. Преимущественно клеточная 
биодеградация пПОА [25, 26, 61, 62]. 

Способность ПОБ к контролируемой 
биодеградации как внутриклеточного 

запасного вещества бактерий [83].

Стимуляция пролиферации клеток 
(кератиноцитов, фибробластов, бета-

клеток) [67–70].

Собственная биоактивность пПОА [69, 
81, 82] и 3ГБ [67, 68].

Возможная сигнальная функция 
ПОБ при взаимодействии бактерий 
микробиоты, его синтезирующих, 

с клетками иммунной системы и эпи-
телием слизистой кишечника [88–90, 

94]. Возможная функциональность 
эндогенного ПОБ [85]. Разнообразные 
функции кетонового тела 3ГБ и дру-

гих 3-гидроксиалканоатов в организме 
млекопитающих [76, 79, 93].

Стимуляция дифференцировки 
остеобластов и МСК в остеогенном, 

хондрогенном и нейрогенном направ-
лении [23, 24, 39, 63, 70–72, 77, 78].

Физико-химические свойства ПОА [24, 
49, 71], микроструктура и топография 
изделий [74, 75], способность к биоде-

градации [1–4], собственная биоактив-
ность пПОА [69, 81, 82] и 3ГБ [77, 80].

Активация регенерации различных 
тканей (сердца и сосудов, кишечни-
ка, нервной, костной) [1, 2, 4, 23, 25, 

27, 28, 32–35, 36].

Хроническая воспалительная 
реакция (низкая [1–4, 19–35], выра-

женная [18, 36, 37]).

Закисление тканей продуктами биоде-
градации ПМК [18], иммунная реакция 

на сПОА с измененной химической 
структурой [18, 50, 51], плохая очистка, 
жесткая обработка полимеров (напри-
мер, плавлением) [38, 49], микрострук-

тура и форма изделий [18]. 

Низкая токсичность ПОБ как вну-
триклеточного запасного вещества 

бактерий [83]; низкая иммуногенность 
ПОБ благодаря его наличию у бакте-
рий микробиоты млекопитающих [84] 
и возможному наличию эндогенного 

ПОБ у млекопитающих [85].Цитотоксичность (низкая [1–4, 
39–45, 47], выраженная [18, 41, 46]).

Закисление тканей продуктами био-
деградации сПОА [18, 41, 46].



ОБЗОРЫ

 ТОМ 11  № 2 (41)  2019 | ACTA NATURAE | 15

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Mokhtarzadeh A., Alibakhshi A., Hejazi M., Omidi Y., 

Dolatabadi J.E.N. // Trends Analyt. Chem. 2016. V. 82. 
P. 367–384.

2. Lim J., You M., Li J., Li Z. // Mater. Sci. Eng. C Mater. Biol. 
Appl. 2017. V. 79. P. 917–929.

3. Бонарцев А.П., Бонарцева Г.А., Шайтан К.В., Кирпичников 
М.П. // Биомед. химия. 2011. Т. 57. № 4. С. 374–391.

4. Farah S., Anderson D.G., Langer R. // Adv. Drug Deliv. Rev. 
2016. V. 107. P. 367–392.

5. Athanasiou K.A., Niederauer G.G., Agrawal C.M. // 
Biomaterials. 1996. V. 17. № 2. P. 93–102.

6. Middleton J.C., Tipton A.J. // Biomaterials. 2000. V. 21. № 23. 
P. 2335–2346.

7. Vert M., Doi Y., Hellwich K.H., Hess M., Hodge P., Kubisa P., 
Rinaudo M., Schue F. // Pure Appl. Chem. 2012. V. 84. № 2. 
P. 377–410.

8. Biomedical polymers / Ed. Jenkins M. Birmingham, UK: 
Univ. Birmingham, 2007. 203 p.

9. Park S.J., Kang K.H., Lee H., Park A.R., Yang J.E., Oh Y.H., 
Song B.K., Jegal J., Lee S.H., Lee S.Y. // J. Biotechnol. 2013. 
V. 165. № 2. P. 93–98.

10. Jung Y.K., Lee S.Y. // J. Biotechnol. 2011. V. 151. № 1. 
P. 94–101.

11. Bloembergen S., Holden D.A., Hamer G.K., Bluhm T.L., 
Marchessault R.H. // Macromolecules. 1986. V. 19. № 11. 
P. 2865–2871.

12. Barcham P.J. // Novel biosynthetic biodegradable polymers 
of industrial interest from microorganisms / Ed. Dawes E.A. 
Dordrecht: Kluwer Acad. Publ., 1990. P. 81–96.

13. Akhtar S., Pouton C.W., Notarianni L.J. // Polymer. 1992. 
V. 33. № 1. P. 117–126.

14. Vincent J.F., Bogatyreva O.A., Bogatyrev N.R., Bowyer A., 
Pahl A.K. // J. R. Soc. Interface. 2006. V. 3. № 9. P. 471–482.

15. Kushner A.M., Guan Z. // Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2011. 
V. 50. № 39. P. 9026–9057.

16. Nelson D.L., Cox M.M. Lehninger Principles of Biochemistry, 
5th Edition. New York: W.H. Freeman and Company, 2008. 
P. 852–860.

17. Севастьянов В.И., Кирпичников М.П. (под ред.). Биосов-
местимые материалы: Учебное пособие. М.: Мед. информ. 
агентство, 2011. 540 с. 

18. Ramot Y., Haim-Zada M., Domb A.J., Nyska A. // Adv. Drug 
Deliv. Rev. 2016. V. 107. P. 153–162.

19. Qu X.H., Wu Q., Zhang K.Y., Chen G.Q. // Biomaterials. 2006. 
V. 27. № 19. P. 3540–3548.

20. Freier T., Kunze C., Nischan C., Kramer S., Sternberg K., 
Sass M., Hopt U.T., Schmitz K.P. // Biomaterials. 2002. V. 23. 
№ 13. P. 2649–2657.

21. Kawaguchi T., Tsugane A., Higashide K., Endoh H., 
Hasegawa T., Kanno H., Seki T., Juni K., Fukushima S., 
Nakano M. // J. Pharm. Sci. 1992. V. 87. № 6. P. 508–512.

22. Босхомджиев А.П., Бонарцев А.П., Махина Т.К., Мышкина 
В.Л., Иванов Е.А., Багров Д.В., Филатова Е.В., Иорданский 
А.Л., Бонарцева Г.А. // Биомед. химия. 2009. Т. 55. № 6. 
С. 625–635.

23. Shumilova A.A., Myltygashev M.P., Kirichenko A.K., 
Nikolaeva E.D., Volova T.G., Shishatskaya E.I. // J. Biomed. 
Mater. Res. A. 2017. V. 105. № 2. P. 566–577.

24. Жаркова И.И. Матриксы из биосинтетического сополиме-
ра поли-3-оксибутирата с полиэтиленгликолем для инже-
нерии костной ткани. М.: МГУ, 2017.

25. Malm T., Bowald S., Karacagil S., Bylock A., Busch C. // 
Scand. J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 1992. V. 26. № 1. P. 9–14.

26. Malm T., Bowald S., Bylock A., Busch C., Saldeen T. // Eur. 
Surg. Res. 1994. V. 26. P. 298–308.

27. Malm T., Bowald S., Bylock A., Busch C. // J. Thoracic 
Cardiovasc. Surgery. 1992. V. 104. P. 600–607.

28. Malm T., Bowald S., Bylock A., Saldeen T., Busch C. // 
Scandinavian J. Thoracic Cardiovasc. Surgery. 1992. V. 26. 
№ 1. P. 15–21.

29. Sevastianov V.I., Perova N.V., Shishatskaya E.I., Kalacheva 
G.S., Volova T.G. // J. Biomat. Sci. Polymer Ed. 2003. V. 14. 
№ 10. P. 1029–1042.

30. Unverdorben M., Spielberger A., Schywalsky M., Labahn D., 
Hartwig S., Schneider M., Lootz D., Behrend D., Schmitz K., 
Degenhardt R., et al. // Cardiovasc. Intervent. Radiol. 2002. 
V. 25. № 2. P. 127–132.

31. Kostopoulos L., Karring T. // Clin. Oral. Implants Res. 1994. 
V. 5. № 2. P. 66–74.

32. Castellano D., Blanes M., Marco B., Cerrada I., Ruiz-Sauri A., 
Pelacho B., Arana M., Montero J.A., Cambra V., Prosper F., et 
al. // Stem. Cells Dev. 2014. V. 23. № 13. P. 1479–1490.

33. Pontailler M., Illangakoon E., Williams G.R., Marijon C., 
Bellamy V., Balvay D., Autret G., Vanneaux V., Larghero J., 
Planat-Benard V., et al. // Tissue Eng. Part A. 2015. V. 21. 
№ 9–10. P. 1552–1564.

34. Lobler M., Sass M., Kunze C., Schmitz K.P., Hopt U.T. // 
Biomaterials. 2002. V. 23. № 2. P. 577–583.

35. Lobler M., Sass M., Schmitz K.P., Hopt U.T. // J. Biomed. 
Mater. Res. 2003. V. 61. P. 165–167.

36. Wu A.C., Grondahl L., Jack K.S., Foo M.X., Trau M., Hume 
D.A., Cassady A.I. // Biomaterials. 2006. V. 27. № 27. P. 4715–
4725.

37. Unverdorben M., Spielberger A., Schywalsky M., Labahn D., 
Hartwig S., Schneider M., Lootz D., Behrend D., Schmitz K., 
Degenhardt R., et al. // Cardiovasc. Intervent. Radiol. 2002. 
V. 25. № 2. P. 127–132.

38. Iordanskii A.L., Ol’khov A.A., Pankova Yu.N., Bonartsev 
A.P., Bonartseva G.A., Popov V.O. // Macromolecular 
symposia. 2006. V. 233. P. 108–116.

39. Saad B., Ciardelli G., Matter S., Welti M., Uhlschmid G.K., 
Neuenschwander P., Suter U.W. // J. Biomed. Mater. Res. 1998. 
V. 39. № 4. P. 594–602.

40. Saad B., Ciardelli G., Matter S., Welti M., Uhlschmid G.K., 
Neuenschwander P., Suterl U.W. // J. Biomed. Mater. Res. 1996. 
V. 30. P. 429–439.

41. Xiong Y.C., Yao Y.C., Zhan X.Y., Chen G.Q. // J. Biomater. Sci. 
Polymer Ed. 2010. V. 21. № 1. P. 127–140.

42. Bonartsev A.P., Zernov A.L., Yakovlev S.G., Zharkova I.I., 
Myshkina V.L., Mahina T.K., Bonartseva G.A., Andronova 
N.V., Smirnova G.B., Borisova J.A., et al. // Anti-Cancer 
Agents in Med. Chem. 2017. V. 17. № 3. P. 434–441.

43. Ermakova N.P., Bonartsev A.P., Zernov A.L., Konyaeva O.I., 
Kulbachevskaya N.Y., Merkulova I.B., Abramova T.V., Chaley 
V.A., Yakovlev S.G., Bonartseva G.A., et al. // Anti-Cancer 
Agents in Med. Chem. 2017. V. 17. № 15. P. 1661–1668.

44. Lu X.Y., Li M.C., Zhu X.L., Fan F., Wang L.L., Ma J.G. // BMC 
Biotechnol. 2014. V. 14. P. 4.

45. Penaloza J.P., Marquez-Miranda V., Cabana-Brunod M., 
Reyes-Ramírez R., Llancalahuen F.M., Vilos C., Maldonado-
Biermann F., Velásquez L.A., Fuentes J.A., González-Nilo F.D. 
// J. Nanobiotechnol. 2017. V. 15. № 1. P. 1.

46. Stevanovic M., Pavlovic V., Petkovic J. // Express. Polymer 
Lett. 2011. V. 5. № 11. P. 996–1008.

47. Maksymiak M., Debowska R., Jelonek K., Kowalczuk M., 
Adamus G. // Rapid. Commun. Mass Spectrom. 2013. V. 27. 
P. 773–783.



16 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 2 (41)  2019

ОБЗОРЫ

48. Solorio L.D., Vieregge E.L., Dhami C.D., Alsberg E. // Tissue 
Eng. Part B Rev. 2013. V. 19. № 3. P. 209–220.

49. Fischer D., Li Y., Ahlemeyer B., Krieglstein J., Kissel T. // 
Biomaterials. 2003. V. 24. № 7. P. 1121–1131.

50. Rihova B. // Adv. Drug. Delivery Rev. 1996. V. 21. P. 157–176.
51. Zhu H., Yang F., Tang B., Li X.M., Chu Y.N., Liu Y.L., Wang 

S.G., Wu D.C., Zhang Y. // Biomaterials. 2015. V. 53. P. 688–698. 
52. Vacanti N.M., Cheng H., Hill P.S., Guerreiro J.D., Dang T.T., 

Ma M., Watson S., Hwang N.S., Langer R., Anderson D.G. // 
Biomacromolecules. 2012. V. 13. № 10. P. 3031–3038.

53. Su S.H., Nguyen K.T., Satasiya P., Greilich P.E., Tang L., 
Eberhart R.C. // J. Biomater. Sci. Polymer Ed. 2005. V. 16. № 3. 
P. 353–370.

54. Khouw I.M., van Wachem P.B., de Leij L.F., van Luyn M.J. // 
J. Biomed. Mater. Res. 1998. V. 41. P. 202–210.

55. Жуйков В.А., Бонарцев А.П., Махина Т.К., Мышкина В.Л., 
Воинова В.В., Бонарцева Г.А., Шайтан К.В. // Биофизика. 
2018. Т. 63. № 2. С. 249–257.

56. Zhuikov V.A., Bonartsev A.P., Bagrov D.V., Yakovlev S.G., 
Myshkina V.L., Makhina T.K., Bessonov I.V., Kopitsyna M.N., 
Morozov A.S., Rusakov A.A., et al. // Molecular Crystals 
Liquid Crystals. 2017. V. 648. № 1. P. 236–243.

57. Abe H., Doi Y. // Biomacromolecules. 2002. V. 3. № 1. 
P. 133–138. 

58. Renstad R., Karlsson S., Albertsson A.C. // Polym. Degrad. 
Stab. 1999. V. 63. P. 201–211.

59. Kramp B., Bernd H.E., Schumacher W.A., Blynow 
M., Schmidt W., Kunze C., Behrend D., Schmitz K.P. // 
Laryngorhinootologie. 2002. V. 81. № 5. P. 351–356.

60. Baptist J.N., Ziegler J.B. // Патент № 3229766. США. 1965.
61. Shishatskaya E.I., Volova T.G., Gordeev S.A., Puzyr A.P. // J. 

Biomater. Sci. Polymer Ed. 2005. V. 16. № 5. P. 643–657.
62. Cool S.M., Kenny B., Wu A., Nurcombe V., Trau M., Cassady 

A.I., Grøndahl L. // J. Biomed. Mater. Res A. 2007. V. 82. № 3. 
P. 599–610.

63. Bat E., van Kooten T.G., Feijen J., Grijpma D.W. // 
Biomaterials. 2009. V. 30. № 22. P. 3652–3661.

64. Saito T., Tomita K., Juni K., Ooba K. // Biomaterials. 1991. 
V. 12. № 3. P. 309–312.

65. Иванов С.Ю., Бонарцев А.П., Гажва Ю.В., Жаркова И.И., 
Мухаметшин Р.Ф., Махина Т.К., Мышкина В.Л., Бонарцева 
Г.А., Андреева Н.В., Акулина Е.А. и др. // Биомед. химия. 
2015. Т. 61. № 6. С. 717–723.

66. Ji Y., Li X.T., Chen G.Q. // Biomaterials. 2008. V. 29. P. 3807–
3814.

67. Cheng S., Chen G.Q., Leski M., Zou B., Wang Y., Wu Q. // 
Biomaterials. 2006. V. 27. P. 3758–3765.

68. Cheng S., Yang F., Xu M., Wu Q., Leski M., Chen G.Q. // 
Biomacromolecules. 2005. V. 6. P. 593–597.

69. Yang X.D., Zou X.H., Dai Z.W., Luo R.C., Wei C.J., Chen G.Q. 
// J. Biomater. Sci. Polym. Ed. 2009. V. 20. № 12. P. 1729–1746.

70. de Paula A.C., Zonari A.A., Martins T.M., Novikoff S., da 
Silva A.R., Correlo V.M., Reis R.L., Gomes D.A., Goes A.M. // 
Tissue Eng. Part A. 2013. V. 19. № 1–2. P. 277–289.

71. Wang Y.W., Wu Q., Chen G.Q. // Biomaterials. 2004. V. 25. 
№ 4. P. 669–675.

72. Misra S.K., Ansari T., Mohn D., Valappil S.P., Brunner T.J., 
Stark W.J., Roy I., Knowles J.C., Sibbons P.D., Jones E.V., et al. 
// J. R. Soc. Interface. 2010. V. 7. № 44. P. 453–465.

73. Zhang S., Prabhakaran M.P., Qin X., Ramakrishna S. // J. 
Biomater. Appl. 2015. V. 29. № 10. P. 1394–1406.

74. Wang Y., Jiang X.L., Yang S.C., Lin X., He Y., Yan C., Wu L., 
Chen G.Q., Wang Z.Y., Wu Q. // Biomaterials. 2011. V. 32. № 35. 
P. 9207–9217.

75. Criscenti G., Vasilevich A., Longoni A., De Maria C., van 
Blitterswijk C.A., Truckenmuller R., Vozzi G., De Boer J., 
Moroni L. // Acta Biomater. 2017. V. 55. P. 310–322.

76. Zhao Y., Zou B., Shi Z., Wu Q., Chen G.Q. // Biomaterials. 
2007. V. 28. № 20. P. 3063–3073.

77. Wang L., Wang Z.H., Shen C.Y., You M.L., Xiao J.F., Chen G.Q. 
// Biomaterials. 2010. V. 31. № 7. P. 1691–1698.

78. Lizarraga-Valderrama L.R., Nigmatullin R., Taylor C., 
Haycock J.W., Claeyssens F., Knowles J.C., Roy I. // Eng. Life 
Sci. 2015. V. 15. P. 612–621.

79. Zhang J., Cao Q., Li S., Lu X., Zhao Y., Guan J.S., Chen J.C., 
Wu Q., Chen G.Q. // Biomaterials. 2013. V. 34. № 30. P. 7552–
7562.

80. Zou X.H., Li H.M., Wang S., Leski M., Yao Y.C., Yang X.D., 
Huang Q.J., Chen G.Q. // Biomaterials. 2009. V. 30. № 8. 
P. 1532–1541.

81. Wang Y., Gao R., Wang P.P., Jian J., Jiang X.L., Yan C., Lin 
X., Wu L., Chen G.Q., Wu Q. // Biomaterials. 2012. V. 33. № 2. 
P. 485–493.

82. Wang Y., Jiang X.L., Peng S.W., Guo X.Y., Shang G.G., Chen 
J.C., Wu Q., Chen G.Q. // Biomaterials. 2013. V. 34. № 15. 
P. 3737–3746.

83. Anderson A.J., Dawes E.A. // Microbiol. Rev. 1990. V. 54. № 4. 
P. 450–472. 

84. Бонарцев А.П., Воинова В.В., Бонарцева Г.А. // Приклад-
ная биохимия и микробиология. 2018. Т. 54. № 6. С. 561–584.

85. Reusch R.N. // Chem. Biodivers. 2012. V. 9. № 11. P. 2343–
2366.

86. Larsen T., Nielsen N.I. // J. Dairy Sci. 2005. V. 88. № 6. 
P. 2004–2009.

87. Szwej E., Devocelle M., Kenny S., Guzik M., O’Connor S., 
Nikodinovic-Runic J., Radivojevic J., Maslak V., Byrne A.T., 
Gallagher W.M., el al. // J. Biotechnol. 2015. V. 204. P. 7–12.

88. Kim J.K., Won Y.J., Nikoh N., Nakayama H., Han S.H., 
Kikuchi Y., Rhee Y.H., Park H.Y., Kwon J.Y., Kurokawa K., et 
al. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2013. V. 110. № 26. P. E2381–
E2389.

89. Yamazaki Y., Meirelles P.M., Mino S., Suda W., Oshima K., 
Hattori M., Thompson F.L., Sakai Y., Sawabe T., Sawabe T. // 
Sci. Rep. 2016. V. 6. P. 21631.

90. Kyriakidis D.A., Tiligada E. // Amino Acids. 2009. V. 37. № 3. 
P. 443–458.

91. Defoirdt T., Halet D., Vervaeren H., Boon N., van de Wiele T., 
Sorgeloos P., Bossier P., Verstraete W. // Environ. Microbiol. 
2007. V. 9. № 2. P. 445–452.

92. Defoirdt T., Boon N., Sorgeloos P., Verstraete W., Bossier P. // 
Biotechnol. Adv. 2009. V. 27. № 6. P. 680–685.

93. Radivojevic J., Skaro S., Senerovic L., Vasiljevic B., Guzik M., 
Kenny S.T., Maslak V., Nikodinovic-Runic J., O’Connor K.E. // 
Appl. Microbiol. Biotechnol. 2016. V. 100. № 1. P. 161–172.

94. Schulz S., Toft S. // Science. 1993. V. 260. № 5114. P. 1635–
1637.

95. Marshall D.G., Jackson T.A., Unelius C.R., Wee S.L., Young 
S.D., Townsend R.J., Suckling D.M. // Naturwissenschaften. 
2016. V. 103. № 7–8. P. 59.

96. Quang D.N., Hashimoto T., Toyota M., Asakawa Y. // J. Nat. 
Prod. 2003. V. 66. № 12. P. 1613–1614.

97. Williams S.F., Martin D.P., Moses A.C. // Aesthet. Surg. J. 
2016. V. 6 (suppl 2). P. S33–S42.

98. Nemets E.A., Efimov A.E., Egorova V.A., Tonevitsky A.G., 
Sevastianov V.I. // Bull. Exp. Biol. Med. 2008. V. 145. № 3. 
P. 371–373.



ОБЗОРЫ

 ТОМ 11  № 2 (41)  2019 | ACTA NATURAE | 17

РЕФЕРАТ Астроцитомы спинного мозга относятся к редким заболеваниям центральной нервной системы. 
Локализация этих опухолей и их инфильтративный характер осложняет хирургическую резекцию и по-
вышает риск послеоперационных осложнений, а также требует более осторожного применения радио- 
и химиотерапии. Знание генетических мутаций, связанных с возникновением и развитием астроцитомы, 
обеспечивает более точную диагностику и классификацию новообразования и в ряде случаев позволяет 
определить оптимальные методы терапии, а также прогнозировать исход лечения и риски рецидивов. 
К настоящему времени выявлен и описан ряд молекулярных маркеров, ассоциированных с астроцитомами 
головного мозга и обладающих прогностическим значением. Астроцитомы спинного мозга встречаются су-
щественно реже, поэтому данные об аналогичных маркерах этих астроцитом присутствуют в гораздо мень-
шем объеме и с меньшей степенью систематизации. Однако благодаря активно проводимым за рубежом 
ретроспективным исследованиям клинического материала началось формирование статистически значи-
мых генетических ландшафтов опухолей различного типа, включая и интрадуральные опухоли спинного 
мозга. В связи с этим целью настоящего обзора стал анализ и систематизация информации о наиболее зна-
чимых генетических мутациях, ассоциированных с различными типами астроцитом, а также обсуждение 
перспектив диагностического и прогностического применения соответствующих молекулярных маркеров.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА астроцитома спинного мозга, глиобластома, мутации, диагностика, молекулярные мар-
керы, механизмы возникновения новообразований, прогностическое значение.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЦНС – центральная нервная система; IMSCT – интрамедуллярные опухоли спинного 
мозга; ПА – пилоидная астроцитома; АСМ – астроцитома спинного мозга; ДА – диффузная астроцитома; 
АА – анапластическая астроцитома; ГБ – глиобластома; ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения.
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ВВЕДЕНИЕ
Первичные опухоли спинного мозга относятся к ред-
ким заболеваниям и составляют всего 2–4% от всех 
опухолевых заболеваний центральной нервной си-
стемы (ЦНС) [1, 2]. Симптомы, связанные с развитием 
таких опухолей, могут значительно варьировать в за-
висимости от типа и расположения опухоли и вклю-
чают болевой синдром, вегетативные, двигательные 
и чувствительные нарушения, нарушения функции 
тазовых органов [3]. В отсутствие терапии они могут 
привести к серьезным нарушениям в функциониро-
вании нервной системы и смерти пациента. 

Исторически выделяют три основные группы опу-
холей спинного мозга: экстрамедуллярные экстра-
дуральные, интрадуральные экстрамедуллярные 
и интрамедуллярные (рис. 1). Последняя группа (ин-
трамедуллярные опухоли спинного мозга, IMSCT) 
представляет собой наиболее редкие неопластиче-
ские образования ЦНС (5–10% от всех первичных 
опухолевых заболеваний спинного мозга) [4, 5]. 

Наиболее частыми вариантами IMSCT считаются 
эпендимомы и астроцитомы, суммарно составляю-
щие около 90% (60 и 30% соответственно) диагности-
руемых IMSCT у взрослых; остальные 10% прихо-



18 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 2 (41)  2019

ОБЗОРЫ

дятся на долю гемангиобластом и метастатических 
опухолей [6, 7]. У детей до 10 лет, наоборот, астро-
цитомы в сумме встречаются чаще, чем эпендимомы 
(рис. 2) [8].

Астроцитомы развиваются из астроцитов – кле-
ток глиальной ткани, и, следовательно, относятся 
к классу глиальных опухолей. Согласно классифи-
кации ВОЗ, выделяют четыре типа астроцитом [9]. 
пилоидная астроцитома (ПА, I степень) представляет 
собой доброкачественную медленно растущую опу-
холь, отграниченную от здоровых тканей и включа-
ющую параллельно расположенные волосовидные 
пучки глиальных волокон. Встречается в основном 
у пациентов в возрасте до 20 лет; 10-летняя вы-
живаемость превышает 90% [10, 11]. Диффузная, 
или низкостадийная астроцитома (II степень), – это 
инфильтративная опухоль без четких границ, ха-
рактеризующаяся медленным инвазивным ростом 

и постепенно прогрессирующая до анапластической 
формы. Анапластическая астроцитома (III степень) 
представляет собой инфильтративную злокаче-
ственную опухоль гетерогенного строения, способ-
ную либо возникать независимо, либо развиваться 
из опухолей более низкой градации злокачествен-
ности. Анапластическая астроцитома характеризу-
ется быстрым прогрессом и неуклонным понижением 
дифференцировки клеток до степени атипии глио-
бластомы. Глиобластома (IV степень) – опухоль вы-
сокой степени злокачественности с быстрым инфиль-
тративным ростом. Глиобластомы могут возникать 
de novo или развиваться из опухолей более низкой 
градации, они диагностируются преимущественно 
у пациентов старшего возраста [12]. 

В большинстве случаев выявляемые астроцито-
мы относятся к I или II степеням злокачественности 
(85–90%); на долю наиболее опасных III и IV степе-
ней приходится около 10–15% случаев, причем ча-
стота диагностирования глиобластомы составляет 
всего 0.2–1.5% [4]. В целом, встречаемость первичных 
астроцитом спинного мозга (АСМ) составляет около 
2.5 на 100000 человек в год [4]. Клинические проявле-
ния АСМ в значительной степени зависят от их рас-
положения и стадии и чаще всего представляют со-
бой боль (~70%), нарушения чувствительности (~65%) 
и двигательной функции (~50%) [13]. 

За последние 10 лет представления о молекуляр-
ной биологии интракраниальных астроцитом суще-
ственно расширились, что, в частности, отражено 
в добавлении некоторых молекулярных параметров 
в классификацию опухолей ЦНС, предложенную 
ВОЗ в 2016 г. [14]. В то же время изучение механиз-
мов возникновения и развития злокачественных 

Рис. 1. Типы опухолей спинного мозга: экстрамедул-
лярная экстрадуральная (А), интрадуральная экстра-
медуллярная (Б), интрадуральная интрамедуллярная 
(В). 1 – Тело позвонка, 2 – опухоль, 3 – твердая мозго-
вая оболочка, 4 – спинной мозг

А Б В
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3
4

Дети (0–19 лет) Взрослые (>20 лет)

45.2%
11.1%
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1.4%
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3.2%

21.0%

3.4%

Пилоидная астроцитома
Эпендимома
Прочие новообразования

71.6%

Прочие типы астроцитом, в т.ч. глиобластома
Гемангиобластома

Рис. 2. Встречаемость интрадуральных интрамедуллярных первичных опухолей спинного мозга у детей до 19 
лет (n = 1238) и взрослых пациентов (n = 14822) по данным статистического отчета Central Brain Tumor Registry 
(CBTRUS) США за период 2007–2011 гг. Данные приведены по [15] (с изменениями)
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астроцитом спинного мозга, а также разработка эф-
фективных методик их терапии продвигается до-
статочно медленно, а количество публикаций, по-
священных опухолям этого типа, очень невелико 
в сравнении с накопленным массивом данных по ин-
тракраниальным астроцитомам. Это связано, в пер-
вую очередь, с редкостью данного вида опухолей и, 
следовательно, сложностью получения статисти-
чески значимого количества образцов для анализа. 
Кроме того, гетерогенность клинической картины 
и различные стратегии терапии осложняют прове-
дение рандомизированного исследования в стандар-
тизированных условиях [15]. Наконец, небольшой 
размер, локализация этих опухолей в паренхиме 
и степень их инфильтрации в окружающие здоровые 
ткани, существенно повышающая риск осложнений, 
связанных с их хирургической резекцией, сильно за-
трудняет задачу получения достаточного для прове-
дения исследований количества ткани. Между тем, 
данные о генетических изменениях в клетках АСМ 
дают информацию о патофизиологическом проис-
хождении новообразования и возможных опухоле-
вых маркерах, а также могут определять выбор ме-
тодов терапии, прогноз состояния пациентов и риск 
рецидивов [16]. Генетические исследования интра-
краниальных астроцитом обеспечили базу для иден-
тификации генов-кандидатов, ответственных за воз-
никновение АСМ, однако онкогенез этих двух типов 
астроцитом имеет и определенные различия [14].

Целью настоящего обзора стало обобщение дан-
ных о некоторых генетических мутациях, связанных 
с возникновением и развитием астроцитом и глиом 
различной степени злокачественности, и возможно-
стях их применения для прогнозирования и диагно-
стики новообразований этого типа, включая АСМ.

Генетические маркеры, ассоциированные 
с астроцитомами
Существует множество свидетельств ведущей роли 
генетических аберраций в возникновении и про-
грессировании первичных злокачественных опухо-
лей ЦНС [17–20]. Такие аберрации могут включать 
полную потерю или частичную делецию хромосомы, 
потерю специфических аллелей, инактивирующие 
мутации и метилирование промотора гена. Далее 
мы подробно опишем некоторые из важнейших гене-
тических маркеров, ассоциированных с астроцитома-
ми, а также потенциальные гены-маркеры, рассмо-
трим перспективы их применения в диагностических 
и прогностических целях.

BRAF. Ген BRAF, кодирующий серин/треониновую 
протеинкиназу семейства белков RAF, представляет 
собой протоонкоген, участвующий в регуляции про-

лиферации и роста клеток [21]. Мутации в этом гене 
способны привести к развитию разных типов опу-
холей. Так, дупликацию гена BRAF и его активацию 
обнаруживают при ювенильной ПА, локализованной 
в мозжечке (80%) и гипоталамо-хиазмальном отделе 
мозга (62%) [22]. В некоторых случаях ПА выявле-
на также гибридная форма гена BRAF, образован-
ная слиянием с ранее неохарактеризованным геном 
KIAA1549 и отличающаяся конститутивной актива-
цией BRAF-киназы [23, 24]. Известна также точечная 
активирующая мутация – замена валина на глутамат 
в позиции 600 (BRAF V600E) [25], а также несколько 
других инсерционных мутаций [26, 27]. Поскольку 
эта мутация практически не встречается при других 
глиомах и неглиальных опухолях, ее можно исполь-
зовать для дифференциальной диагностики и тар-
гетной терапии ПА [28]. Следует, однако, отметить, 
что мутации в гене BRAF могут иногда обнаружи-
ваться и в диффузных глиомах и злокачественных 
астроцитомах в комбинации с мутациями в других 
генах, таких, как CDKN2A или IDH [29, 30]. Согласно 
ряду исследований, точечную мутацию BRAF V600E 
чаще находят в супратенториальных ПА, в то время 
как гибридные онкогены ассоциированы в большей 
степени с ПА, локализованными у основания черепа 
и в спинном мозге [31]. По данным мультицентрового 
исследования АСМ более 80% ПА содержат мута-
ции в гене BRAF – из них в 40% случаев это мутация 
BRAF-KIAA1549, а остальные 60% – варианты ду-
пликации гена BRAF [32].

CDKN2A. Еще один ген, важный для онкогенеза АСМ 
и ПА в частности, – это CDKN2A, кодирующий ци-
клинзависимую киназу, выполняющую функции су-
прессора опухолевого роста [31]. В когорте, включа-
ющей 140 случаев ПА, гомозиготные делеции в этом 
гене встречались намного чаще в ПА, локализован-
ных в стволе головного мозга и спинном мозге, чем 
при локализации ПА в головном мозге или мозжечке 
[33]. Помимо ПА, делеции CDKN2A достаточно часто 
выявляются в глиобластомах у взрослых пациентов. 
Так, согласно результатам двух исследований, эта 
мутация обнаружена примерно в половине изучен-
ных глиобластом [34, 35]. Еще в одной работе мутация 
в этом гене обнаружена у трех из девяти пациентов 
с глиобластомами спинного мозга высокой степени 
злокачественности [36].

IDH1/IDH2. Одним из самых важных открытий в ис-
следовании глиом (в том числе астроцитом) стало об-
наружение в этих опухолях мутаций в генах IDH1 
и IDH2, кодирующих NADP+-зависимые гомодимеры 
изоцитратдегидрогеназ 1 и 2, локализованные в ци-
топлазме и митохондриях соответственно и ката-
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лизирующие окислительное декарбоксилирование 
изоцитрата до α-кетоглутарата (α-KG) [37]. Мутация 
в гене IDH1 редко встречается в первичных глиобла-
стомах (<5%), однако отмечается в 70–80% случаев 
астроцитом II–III степени злокачественности и вто-
ричных глиобластом [38, 39]. Мутацию в гене IDH2 
обнаруживают гораздо реже (менее 3% глиом) и ни-
когда не находят вместе с IDH1 [39]. В подавляющем 
большинстве случаев (>90%) мутация IDH1 пред-
ставляет собой замену аргинина на гистидин в поло-
жении 132 (активный центр фермента). Мутантный 
фермент катализирует восстановление α-KG 
до 2-гидроксиглутарата (2-HG), конкурентного инги-
битора α-KG-зависимых диоксигеназ, что приводит 
к гиперметилированию генома, предположительно, 
вследствие ингибирования метилцитозингидрокси-
лазы TET [40, 41]. Кроме того, эти мутации могут из-
менять уровень метилирования гистонов, блокируя 
дифференцировку клеток [42], а также способство-
вать накоплению индуцируемого гипоксией фактора 
HIF-1α, влияющего на целый ряд процессов, таких, 
как ангиогенез, клеточный метаболизм, рост и диф-
ференцировка клеток и апоптоз [43].

Опухоли с мутациями гена IDH, как правило, не-
сут также мутацию в гене ТP53 либо коделецию 
1p/19q. Эти дополнительные мутации являются 
взаимоисключающими, они характерны для астро-
цитом (TP53) и олигодендроглиом (1p/19q) [44]. 
Встречаемость мутации IDH1 в низкоуровневых 
диффузных астроцитомах и вторичных глиобла-
стомах составляет 88 и 82% соответственно, причем 
в 63% случаев диффузных астроцитом обнаружи-
вается мутация TP53 [44]. Лишь в нескольких про-
центах случаев в клетках с мутациями в генах IDH1 
или IDH2 выявлены также изменения в генах PTEN, 
EGFR, CDKN2A и CDKN2B. В то же время в образ-
цах с немутантными генами IDH1 и IDH2 встречае-
мость мутаций ТP53 была существенно ниже (18%), 
а мутации PTEN, EGFR, CDKN2A и CDKN2B присут-
ствовали намного чаще (74%). Не обнаружено ни од-
ного случая появления мутации IDH1 позже мутации 
TP53 или коделеции, что позволяет прийти к выводу 
о возникновении мутации IDH1 на самых начальных 
этапах онкогенеза и, возможно, является общим ран-
ним событием в патогенезе глиом различных гисто-
логических вариантов.

Мутации IDH ни разу не были выявлены в ПА, 
что соответствует чрезвычайно редкой трансформа-
ции ПА в злокачественные опухоли [44]. Кроме того, 
мутации IDH очень редко обнаруживаются в первич-
ных глиобластомах [38]. Этот факт позволяет исполь-
зовать маркеры IDH1 и IDH2 для дифференциации 
низкостадийных диффузных астроцитом и вторич-
ных глиобластом от ПА и первичных глиобластом.

Согласно некоторым данным, частота мутаций 
IDH1 и IDH2 в интракраниальных астроцитомах 
и глиобластомах составляет 68 и 12% соответственно 
[45]. Точные данные о частоте таких мутаций в АСМ 
пока отсутствуют, что, возможно, связано с редко-
стью астроцитом такого типа и малым размером вы-
борок, не позволяющих провести статистические 
подсчеты [3, 14]. Так, исследование АСМ II и III 
степени (n = 9) не выявило наиболее частой для ин-
тракраниальных астроцитом мутации IDH1 R132H 
[35]. Еще одно мультицентровое исследование АСМ 
(n = 17) также показало отсутствие у пациентов му-
таций IDH [32]. Эти результаты позволяют предпо-
ложить существование потенциальных генетических 
различий между интракраниальными и спинальны-
ми опухолями одинаковых гистопатологических ста-
дий.

ATRX. Помимо сопутствующих мутаций ТP53 
и 1p/19q, глиомы с мутациями в гене IDH различа-
ются присутствием мутаций в генах TERT и ATRX, 
участвующих в удлинении теломер. Мутация TERT 
коррелирует с коделецией 1p/19q и первичными гли-
областомами, она крайне редко выявляется в астро-
цитомах II и III степени и вторичных глиобластомах 
[46]. Мутация ATRX считается отличительной чертой 
астроцитарных опухолей, она тесно ассоциирована 
с мутацией IDH в диффузных астроцитомах и вто-
ричных глиобластомах [47]. Мутация ATRX доволь-
но редко встречается в отсутствие мутации IDH [48]. 
Кроме того, мутации IDH и ATRX очень часто ассо-
циированы с мутацией TP53, что позволяет предпо-
ложить кооперативный механизм патогенеза с уча-
стием этих трех белков [49].

Ген ATRX кодирует белок, участвующий в мети-
лировании ДНК и регуляции экспрессии ряда генов. 
Кроме того, ATRX ассоциирован с ALT-фенотипом 
опухолей, связанным с появлением в клетке гете-
рогенных по длине теломер, а также контролиру-
ет ассоциацию гистона H3.3 с теломерными участ-
ками ДНК и несколькими сайтами связывания [50]. 
Мутации в гене ATRX, приводящие к потере актив-
ности его белкового продукта, вызывают характер-
ные нарушения развития, такие, как умственная 
отсталость, отклонения в урогенитальной сфере 
и альфа-талассемия; на клеточном уровне они выра-
жаются в изменении паттерна метилирования ДНК, 
нарушении расхождения хромосом и в дисфункции 
теломер [51].

Встречаемость мутации ATRX у детей с диагнозом 
глиома составляет 30% [52]. У взрослых пациентов 
эта мутация отмечена в 71% астроцитом II–III степе-
ни и 57% вторичных глиобластом; в первичных гли-
областомах частота этой мутации составила всего 
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4% [48]. Мутация ATRX встречается и в пилоидных 
астроцитомах с признаками анаплазии [53]. Следует 
отметить, что мутация характерна скорее для моло-
дых пациентов и может служить диагностическим 
и прогностическим фактором, поскольку позволяет 
дифференцировать астроцитомы и олигодендрогли-
омы и (при потере активности белка ATRX) ассоции-
рована с более благоприятным прогнозом [54].

Сведения о частоте выявления мутации ATRX 
в АСМ практически отсутствуют. Описаны два 
случая обнаружения такой мутации в диффузной 
астроцитоме спинного мозга II и III степени [55, 56]. 
Сводные данные анализа двух групп пациентов 
(≤ 20 лет и > 20 лет) с глиомами спинного мозга вы-
сокой степени злокачественности указывают на от-
сутствие этой мутации в младшей группе (n = 5) 
и ее присутствие в 43% случаев в старшей группе 
(n = 7) [57]. Кроме того, такая мутация выявлена 
в IDH-отрицательной глиобластоме спинного мозга 
[57].

H3F3A. Ген H3F3A кодирует независимый от репли-
кации гистон H3.3, участвующий в структурной ор-
ганизации хроматина путем активного связывания 
с сайтами транскрипции и ассоциации с активным 
и открытым хроматином [58]. Гетерозиготные мута-
ции гена H3F3A выявлены почти в 80% глиобластом 
ствола головного мозга, причем в двух взаимоисклю-
чающих вариантах – замене лизина на метионин 
в позиции 27 (K27M) и замене глицина на аргинин 
или валин в позиции 34 (G34R/V) [52, 59]. Обе мута-
ции локализуются в позициях, близких к N-концу 
молекулы, который подвергается посттрансляцион-
ной модификации. Триметилирование Lys27 ассоци-
ировано с подавлением генной экспрессии, в то вре-
мя как ацетилирование активирует транскрипцию. 
Кроме того, метилирование Lys27 важно для нор-
мального функционирования комплекса PRC2, уча-
ствующего в подавлении транскрипции и дифферен-
цировки клеток [60, 61]. В результате мутации эти 
модификации и процессы становятся невозможными, 
что, предположительно, может запускать развитие 
глиомы. 

Известно, что мутации определенного типа гена 
H3F3A встречаются в опухолях определенной ло-
кализации с определенным уровнем экспрессии 
факторов транскрипции OLIG1, OLIG2 и FOXG1. 
Предполагается, что глиомы с разными мутациями 
H3F3A имеют различное клеточное происхождение 
[52, 62]. Мутацию G34R/V находят в основном у детей 
с диагностированными интракраниальными глиобла-
стомами, расположенными не на срединной линии 
[52, 59]; частота этой мутации составляет 20–30% 
[63]. Мутация K27M встречается главным образом 

в злокачественных астроцитомах, развивающихся 
в таламусе, стволе головного мозга и спинном мозге, 
причем в основном у подростков и молодых пациен-
тов [57, 64]. Мутация K27M ассоциирована с высокой 
агрессивностью опухоли, даже если по гистологиче-
ской классификации она относится к низкоуровне-
вым астроцитомам [65]. Однако по некоторым данным 
прогноз таламических глиом у взрослых носителей 
этой мутации может быть не хуже, чем у пациентов 
без этой мутации, что позволяет предположить гете-
рогенность этой молекулярной подгруппы диффуз-
ных глиом [66].

Мутация K27M часто ассоциирована с мутациями 
ТP53 (таламические глиомы) и моносомией хромосо-
мы 10, редко – с мутацией BRAF V600E и ATRX и ни-
когда – с IDH1 и EGFR [64, 66, 67]. Несовместимость 
с IDH1 объясняется тем, что данная мутация обе-
спечивает возможность метилирования Lys27 [62, 
68]. Согласно Schwartzentruber и соавт. [52], мута-
ция ATRX гораздо чаще ассоциирована с мутациями 
H3F3A G34R/V, чем с K27M. 

Мутация H3F3A K27M у пациентов с астроцитома-
ми, локализованными в спинном мозге, ассоциирова-
на с опухолями III и IV степени злокачественности. 
Эта мутация выявлена у 61% пациентов старше 20 
лет (n = 18) и у 54% пациентов младше 19 лет (n = 24) 
с диагностированной АСМ III–IV степени [57]. В дру-
гой работе эта мутация обнаружена у 28% (n = 32) 
пациентов с диагностированной АСМ, но не указана 
степень злокачественности астроцитом с подтверж-
денной мутацией [69]. Johnson и соавт. [36] выявили 
мутацию К27М в 77.8% случаев (n = 9) глиобластом 
спинного мозга. Еще одно исследование, проведенное 
в когорте из 36 первичных диффузных глиом спинно-
го мозга, показало примерно одинаковую частоту му-
тации в глиомах III–IV степени у взрослых и детей 
(52 и 54%, n = 11 и 19 соответственно) [70]. Таким об-
разом, эта мутация достаточно часто ассоциирована 
с глиомами спинного мозга III–IV степени. Следует 
отметить, что К27М не встречается в других типах 
злокачественных опухолей [71] и, следовательно, мо-
жет быть патогномоничной в отношении первичной 
глиобластомы спинного мозга, а также служить ин-
дикатором наихудшего прогноза [64].

TP53. Белок Р53 – это фактор транскрипции, регули-
рующий несколько тысяч генов, отвечающих за кле-
точный цикл, дифференцировку клеток и апоптоз. 
Мутации в гене ТР53 относятся к наиболее ранним 
генетическим изменениям в опухолевых клетках, их 
находят в 60% клеток-предшественников астроцитом 
низкой степени злокачественности [72]. Эти мутации 
присутствуют в большинстве вторичных глиобластом 
(65%), преимущественно в кодонах 248 и 273. В пер-
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вичных глиобластомах мутации TP53 обнаружены 
у 30% пациентов, причем в различных кодонах [73].

Мутации ТР53 провоцируют более агрессивный 
рост астроцитом I–II степени, т.е. рассматриваются 
как неблагоприятный прогностический фактор [74]. 
Как и в случае ATRX, мутация ТР53 оказывается 
взаимоисключающей с коделецией 1p/19q, харак-
терной для олигодендроглиомы. Обнаружение этой 
мутации может уточнить диагноз в пользу астроци-
томы [75]. Интересно, что, в отличие от интракрани-
альных глиобластом, в глиобластомах спинного мозга 
мутация ТР53 часто обнаруживается без ассоцииро-
ванной мутации IDH1 [14].

Мутация ТР53 часто встречается в ACM III–
IV степени. Так, в одном исследовании эта мута-
ция выявлена в пяти из шести глиобластом [76], 
а в другом обнаружена в 60% диффузных астроци-
том [77]. Близкие данные получены Johnson и со-
авт. [36] для пациентов с глиобластомами спинного 
мозга высокой степени злокачественности (66.7%). 
Сверхэкспрессию P53 выявили у 57% пациентов 
с глиобластомами спинного мозга III–IV степени 
старше 20 лет (n = 7) и у 40% в группе младше 20 лет 
(n = 5) [57].

PTEN. Ген PTEN, кодирующий фосфатазу PTEN, 
относится к генам-супрессорам опухолевого роста. 
Фосфатаза PTEN участвует в дефосфорилирова-
нии связанного с мембраной фосфатидилинози-
та PIP3 до PIP2, регулирующего сигнальный путь 
PKB/AKT. При потере или мутации этого гена его 
функции не могут выполнять другие ферменты [78]. 
Нарушение экспрессии гена PTEN приводит к кон-
ститутивной активации сигнального пути PKB/AKT, 
запускающего, в свою очередь, ряд процессов, свя-
занных с клеточным циклом, пролиферацией, мигра-
цией клеток и ангиогенезом. PTEN также регулирует 
сигнальный путь mTOR, контролирующий обновле-
ние и дифференцировку стволовых опухолевых кле-
ток. Делеция в гене PTEN приводит к увеличению 
размера этих клеток и их пролиферации, а также 
к подавлению апоптоза нейральных клеток-предше-
ственников [79]. Нетипичная миграция клеток-пред-
шественников с мутацией PTEN способна привести 
к дисплазии мозжечка и гиппокампа с последующим 
глиомагенезом, однако для начала неопластических 
изменений необходимы дополнительные мутации, 
например в ТР53 [80]. Делеции хромосомы 10 в об-
ласти локализации гена PTEN часто обнаруживают-
ся в опухолях, характеризующихся амплификацией 
EGFR [72], однако мутации в этом гене, наоборот, сла-
бо ассоциированы с EGFR [81].

Инактивация гена PTEN, обычно обусловленная 
точечной инактивирующей мутацией (12%) или деле-

цией длинного плеча хромосомы 10q (32%) [82], встре-
чается в различных типах опухолей, в том числе 
в астроцитомах. В последнем случае мутации PTEN 
крайне редко обнаруживаются в ПА, но присутству-
ют в 18% анапластических астроцитом и до 40% гли-
областом, преимущественно первичных [31, 82, 83]. 
Редкое выявление мутаций PTEN в астроцитомах I–
II степени и вторичных глиобластомах может быть 
связано с метилированием промотора PTEN, которое 
часто встречается в низкоуровневых глиомах и обе-
спечивает снижение продукции белка PTEN по срав-
нению с нормой [84]. Мутации в гене PTEN чаще 
встречаются у пациентов старшего возраста с ана-
пластической астроцитомой и у молодых пациентов 
с глиобластомой [83]. Известны лишь единичные со-
общения о мутациях PTEN в такой редко встречаю-
щейся опухоли, как АСМ III и IV степени [56]. 

В прогностическом аспекте потеря функции PTEN 
ассоциирована с более высокой агрессивностью опу-
холи и снижением выживаемости пациентов с ана-
пластической астроцитомой, тогда как в глиобласто-
ме такие корреляции не выявлены [12].

EGFR. Ген EGFR кодирует рецептор к эпидермально-
му фактору роста. EGFR представляет собой транс-
мембранный гликопротеин, состоящий из внекле-
точного лигандсвязывающего домена, гидрофобного 
домена, расположенного в мембране, и тирозинки-
назного цитоплазматического домена. Связывание 
EGFR с лигандом приводит к димеризации и авто-
фосфорилированию рецептора, а также к фосфори-
лированию клеточных субстратов, запускающему 
каскад внутриклеточных реакций, связанных с про-
цессом деления и пролиферации клеток. 

Повышенная экспрессия или амплификация гена 
EGFR характерна для многих опухолей. Помимо 
сверхэкспрессии и амплификации, в гене могут 
возникать точечные мутации и структурные пере-
стройки, изменяющие функциональные характери-
стики его продукта. Нуклеотидные последователь-
ности EGFR, соответствующие его внеклеточному 
и внутриклеточному доменам, имеют определенные 
позиции, наиболее подверженные мутагенезу [85]. 
Большинство мутаций EGFR в глиомах, включая 
EGFRvIII, затрагивают внеклеточный домен рецеп-
тора, в то время как в неглиомных опухолях они в ос-
новном ассоциированы с внутриклеточным доменом 
[86, 87]. Примерно половина глиобластом с ампли-
фикацией EGFR содержит также делеции в экзонах 
2–7. Продукт мутации EGFRvIII представляет со-
бой конститутивно активный EGFR, стимулирующий 
опухолевый ангиогенез в злокачественных глиомах 
[88]. Будучи индуктором клеточной пролиферации, 
EGFRvIII экспрессируется лишь в определенной 
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фракции клеток глиобластомы, индуцируя при этом 
пролиферацию не только этих клеток, но и распо-
ложенных рядом с ними клеток с EGFR дикого типа 
[89].

Мутации в генах EGFR и ТР53 являются взаимо-
исключающими при глиобластомах [90]. Как и в слу-
чае мутаций гена PTEN, мутация EGFR типична 
для первичных глиобластом и редко встречается 
во вторичных [91]. Сверхэкспрессия этого гена вы-
явлена в 60% первичных глиобластом, в оставшихся 
40% ген амплифицирован. Кроме того, сверхэкспрес-
сия или амплификация EGFR обнаруживается у 33% 
пациентов с анапластическими астроцитомами и ме-
нее чем у 10% пациентов с олигодендроглиомами [85]. 
Известно также, что изменения, обусловленные на-
рушениями гена EGFR, возникают лишь в 3% астро-
цитом и глиобластом с IDH-мутациями, но частота 
таких изменений намного выше в присутствии IDH 
дикого типа [35, 37]. 

АСМ – это редкая опухоль, поэтому данных 
по встречаемости этого маркера пока недостаточно 
для статистических обобщений. Два случая EGFR-
положительной анапластической астроцитомы опи-
саны в двух публикациях корейских исследователей 
[92, 93]. Еще два исследования упоминают EGFR-
положительные глиобластомы спинного мозга. В пер-
вом случае этот маркер обнаружен в двух из шести 
случаев [76], а во втором – в трех из девяти [56].

Считается, что амплификация и повышенная экс-
прессия гена EGFR ассоциированы с высокой сте-
пенью злокачественности глиомы, анеуплоидией 
и пролиферативным индексом, а мутация EGFRvIII 
потенциально ассоциирована с агрессивным течени-
ем болезни, рефрактерностью к терапии и плохим 
прогнозом [94, 95]. Кроме того, повышенная экспрес-
сия EGFR значительно ухудшает выживаемость 
пациентов с анапластическими астроцитомами [96], 
что позволяет выделить их в подгруппу с плохим 
прогнозом [97].

Практическое значение молекулярных маркеров, 
ассоциированных с астроцитомами
В настоящее время основой для прогнозирования 
течения онкологических заболеваний и выбора наи-
более подходящей терапии служит гистоморфоло-
гическая классификация опухолей. Однако такая 
диагностика, основанная на визуальных критериях 
оценки, является в определенной степени субъек-
тивной, что порой приводит к существенным рас-
хождениям в оценках гистологических препаратов. 
Кроме того, в ряде случаев клиническое течение за-
болевания плохо коррелирует с гистоморфологиче-
ской классификацией, а опухоли с одинаковой гисто-
логической оценкой могут по-разному реагировать 

на одну и ту же терапию. В связи с этим в послед-
ние годы возрос интерес к молекулярным маркерам 
как средствам более точной классификации и про-
гноза течения заболевания.

Значительное число исследований, проведенных 
за последние 10–15 лет, позволило существенно 
улучшить понимание механизмов возникновения 
и развития глиальных опухолей ЦНС и выявить 
ключевые гены, мутации или аберрации в экспрессии 
которых могут рассматриваться как потенциальные 
прогностические и диагностические факторы (рис. 3). 
В 2016 г. некоторые молекулярные маркеры были 
включены ВОЗ в классификацию опухолей ЦНС. 
Например, тест на мутацию IDH стал частью рутин-
ной диагностики и классификации глиом [14]. 

Поскольку объем исследований, связанных 
с АСМ-ас социиро ван ными генетическими измене-
ниями, существенно меньше, чем для астроцитом 
головного мозга, в настоящем обзоре рассмотрены 
маркеры глиом головного мозга, включая как хорошо 
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мембрана

EGF
EGFR

Цитоплазма
SOS Grb2 Shc PI3K/PIK3CA

NF1 RAS PIP2 PIP3 PIP2

RAF AKT PTEN
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Пролиферация

Контроль 
клеточного 

цикла
Ядро

p16INK4a Циклин D p27

CDK4/6

Циклин E

pRb
E2F

pRbp

E2F

G1→S p21

p14ARF MDM2 TP53 MDM4

Рис. 3. Упрощенная схема сигнальных путей, связан-
ных с патогенезом глиальных опухолей, и влияния 
на них мутаций, ассоциированных с астроцитомами. 
Приведено по [99] с изменениями
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изученные, так и находящиеся пока в процессе оцен-
ки перспективности. Общая информация о частоте 
выявления рассмотренных 16 маркеров в различных 
типах астроцитом, их особенностях и прогностиче-
ском значении представлена в таблице. 

Накопленная на сегодняшний день информация 
позволяет сделать определенные выводы и предпо-
ложения об ассоциации конкретных мутаций с типа-
ми астроцитом (рис. 4), возрастом пациента, другими 
мутациями, а также с возможным прогнозом разви-
тия болезни. Так, например:

– пилоидные астроцитомы содержат в основном 
мутации в генах BRAF, NF1 и CDKN2A; 

– мутации IDH1, ATRX и ТР53 связаны преимуще-
ственно со вторичными глиобластомами и астроци-
томами II–III степени (довольно часто встречаются 
в комбинации); 

– мутации H3F3A встречаются преимущественно 
в астроцитомах III–IV степени злокачественности и, 
возможно (в случае мутации К27М), патогномоничны 
для первичных глиобластом спинного мозга; 

– мутации в EGFR и PTEN ассоциированы, прежде 
всего, с первичной глиобластомой, а также с анапла-
стическими астроцитомами;

– мутация PDGFRA чаще встречается во вторич-
ных, а не в первичных глиобластомах.

Молекулярные маркеры, ассоциированные с астроцитомами головного и спинного мозга

Ген/
мутация

Встречаемость в астроцитомах
Примечания

ПА ДА АА ГБ
 (перв. и втор.)

BRAF-
KIAA1549 32% Редко Чаще встречается в ПА, локализованных в спинном мозге 

и у основания черепа. 

BRAF 
V600E 48% Редко

Возможно применение для дифференциации ПА. Чаще 
встречается в супратенториальных ПА. Положительный про-

гностический маркер у детей и молодых пациентов.

IDH1 - >70% 70–80% (втор.)
<5% (перв.)

IDH1 и IDH2 – взаимоисключающие.
mutIDH: положительный прогностический маркер.

wtIDH: более агрессивное течение.
IDH1: возможно применение для исключения ПА и ГБ1.IDH2 - <3%

ТР53 -
29% (повы-

шенная экс-
прессия)

65% (втор.)
30% (перв.)

Более агрессивное течение болезни. Взаимоисключающая 
с коделецией 1p/19q, возможно применение для дифференциа-
ции астроцитомы. Выявляется в 60–67% АСМ III–IV степени.

ATRX + 60–70% 57% (втор.)
4% (перв.)

Редко встречается без мутации IDH и ТР53, взаимоисключа-
ющая с коделецией 1p/19q. Возможно применение для диф-
ференциации астроцитом и коделеции 1p/19q. При потере 

активности ATRX – прогноз более благоприятный. 

H3F3A 
K27M +

+ 
(50% при перв. 
ГБ в спинном 

мозге)

Присутствует в основном у детей. Срединные опухоли голов-
ного и спинного мозга. Более агрессивное течение. Никогда 
не встречается с IDH1 и EGFR, часто – с ТР53. Возможно, 

патогномонична для первичной ГБ спинного мозга.

H3F3A 
G34R/V 20–30%

Присутствует у подростков и молодых пациентов. Более благо-
приятный прогноз. Немедиальные интракраниальные глиобла-
стомы. Часто встречается с мутациями ATRX, ТР53 и PDGFRA.

EGFR - + 33% 100% (перв.)
редко (втор.)

Типична для первичных ГБ. Редко встречается с мутацией 
IDH, взаимоисключающая с ТР53. Ассоциирована с высокой 

злокачественностью и ухудшенным прогнозом.

FGFR2 + 3.5% 2.5% Взаимоисключающая с IDH и EGFR. Уровень экспрессии сни-
жается по мере увеличения степени злокачественности.

PDGFRA - 3–69% 12–33% 31% (в основ-
ном втор.)

PTEN Крайне 
редко Редко 18% 40% (в основ-

ном перв.)
Более агрессивное течение в случае анапластической астроци-

томы.
NF1 15–20% + + 15–18% (перв.) Ассоциирована в основном с астроцитомами.

CDKN2A + + +

Примечание. Мутации, обнаруженные в астроцитомах не только головного, но и спинного мозга, выделены 
жирным шрифтом. Знаки + и – выявление или отсутствие мутации в данном типе астроцитомы; пустая клетка – 
отсутствие информации. Приведенные данные основаны на рассмотренной в обзоре информации. 
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Положительным прогностическим маркером 
астроцитом I и II степени является мутация BRAF 
V600E (у детей и молодых пациентов) [98]. К мутаци-
ям, ухудшающим течение болезни и общий прогноз, 
относятся H3F3A K27M, TP53, EGFR и PTEN.

Мутации в гене IDH – важный прогностиче-
ский признак, который позволяет разделить 
диффузные инфильтративные глиомы на три 
группы [99]. Наилучший прогноз обеспечивает ком-
бинация мутантного IDH (mutIDH) и коделеции 
1p/19q. Наихудшим течением отличаются опухоли 
с IDH дикого типа (wtIDH); такие опухоли обыч-
но агрессивны и по своим молекулярным харак-
теристикам (нарушения генов EGFR, PTEN, NF1, 
CDKN2A/B) сходны с первичными глиобластомами. 
Третья группа, прогноз которой оказывается про-
межуточным между двумя указанными, содержит 
mutIDH при отсутствии коделеции 1p/19q. В пода-
вляющем большинстве случаев этот вариант ассо-
циирован с мутациями ТР53 и ATRX. Независимо 
от степени злокачественности и гистологических 
характеристик опухоли прогноз при этом варианте 
всегда более благоприятный, чем в случае wtIDH. 

Следует отметить, что молекулярные профи-
ли детских астроцитом существенно отличаются 
от взрослых вариантов и содержат преимущественно 
мутации в генах BRAF, H3F3A и ATRX [99].

В настоящее время отсутствует какая-либо ин-
формация о выявлении в АСМ таких маркеров, 

как IDH1/2, H3F3A G34R/V и FGFR2. Пилоидные 
астроцитомы спинного мозга, как показано, ассоци-
ированы с мутациями в генах BRAF, CDKN2, NF1 
и PTEN, а злокачественные АСМ III–IV степени ас-
социированы прежде всего с H3F3A K27M (преиму-
щественно молодые пациенты и дети), TP53 и PTEN 
[32]. Остальные включенные в обзор мутации описа-
ны в основном в единичных случаях и не могут ис-
пользоваться для статистических обобщений.

Помимо прогностического и диагностического зна-
чения, биомаркеры могут использоваться и в слу-
чае разработки препаратов для таргетной терапии 
астроцитом. Так, например, показана частичная эф-
фективность селективных ингибиторов изоцитрат-
дегидрогеназ с мутацией IDH1 R132H как in vitro, 
так и на моделях глиом [100]. Предварительные ис-
пытания препарата JNJ-42756493 in vitro и in vivo 
подтвердили ингибирование роста опухоли с реком-
бинантным геном FGFR-TACC у двух пациентов, 
стандартная терапия у которых оказалась нере-
зультативной [101]. Некоторые таргетные препараты, 
такие, как MAb-425 и нимотузимаб (направленные 
на EGFR), а также креноланиб и нилотиниб (действу-
ющие на PDGFR), уже проходят II–III фазы клини-
ческих испытаний [102]. В то же время необходимо 
понимать, что препараты, показавшие хорошие ре-
зультаты в терапии интракраниальных астроцитом, 
могут оказаться неэффективными в отношении АСМ 
из-за возможных различий их генетических профи-
лей. 

К настоящему времени далеко не все молекуляр-
ные маркеры, ассоциированные с астроцитомами 
(особенно с более редкими АСМ), имеют перспекти-
вы клинического применения, учитывая их прогно-
стическую, диагностическую или терапевтическую 
пригодность. В ряде случаев это объясняется недо-
статочным объемом информации по выявляемым ге-
нетическим аберрациям. В последнее время прово-
дятся ретроспективные исследования клинических 
образцов тканей, направленные на выявление целе-
вых молекулярных маркеров. Такие исследования 
позволяют охватывать до нескольких сотен образцов 
и получать статистически значимые генетические 
ландшафты целевых типов опухолей. Работа в этом 
направлении способна обеспечить намного более вы-
сокую детализацию генетических и эпигенетических 
изменений, происходящих в опухолевых клетках, 
выявить новые перспективные биомаркеры и разра-
ботать инновационные стратегии диагностики и ле-
чения астроцитом. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (номер проекта 18-29-01042).

Стволовые клетки, глиальные прогениторные клетки, астроциты

Пилоидная 
астроцитома 

(WHO Grade 1)

BRAF
NF1
CDKN2A

Диффузная 
астроцитома 

(WHO Grade II)

IDH1/IDH2
TP53
ATRX

Анапластическая 
астроцитома 

(WHO Grade III) 

IDH1/IDH2
ATRX
TP53

H3F3A
PTEN
EGFR

CDKN2A
PDGFRA

Вторичная  
глиобластома 

(WHO Grade IV)

Первичная 
 глиобластома 

(WHO Grade IV)

IDH1/IDH2
ATRX
TP53
H3F3A

EGFR
TP53
PTEN
CDKN2A/B

EGFR
PDGFRA
CDKN2A

NF1
PDGFRA
TERT

~2 года ~5 лет ~3–6 мес.

Рис. 4. Наиболее частые генетические изменения, 
ассоциированные с развитием астроцитом различной 
степени злокачественности. Адаптировано из [100] 
с изменениями
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РЕФЕРАТ Возможность адресной доставки препаратов к определенным органам-мишеням, тканям и клеткам 
открыла невероятные перспективы для разработки новых способов терапии. Технология направленного 
транспорта нацелена на создание многофункциональных носителей, способных к длительной циркуляции 
в организме пациента и обладающих низкой токсичностью. Поверхность современных синтетических носи-
телей обладает высоким структурным сходством с клеточной мембраной, что в сочетании с дополнительны-
ми модификациями способствует передаче и биологических свойств, позволяя эффективно преодолевать 
физиологические барьеры. Наряду с искусственными контейнерами все большее внимание уделяется ис-
следованию внеклеточных везикул в качестве естественных переносчиков лекарственных средств. В обзоре 
рассмотрены системы направленного транспорта с помощью липидных и липидоподобных наночастиц, 
а также внеклеточных везикул, обладающих высоким уровнем биосовместимости. Особое внимание уде-
лено генетически кодируемым переносчикам терапевтических средств.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА внеклеточные везикулы, липосомы, наноконтейнеры, полимерные носители, самосо-
бирающиеся везикулы. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БТ – бактериальные тени; ВВ – внеклеточные везикулы; ВИЧ – вирус иммунодефи-
цита человека; ГКВВ – генетически кодируемые внеклеточные везикулы; ГКГС – главный комплекс гисто-
совместимости; ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; ДК – дендритные клетки; ИЛ – интерлейкин; ЛПС – 
липополисахарид; миРНК – малые интерферирующие РНК; МСК – мезенхимальные стволовые клетки; 
ПЭГ – полиэтиленгликоль; РЭС – ретикулоэндотелиальная система; ФНО – фактор некроза опухоли; 
ЭАЭ – экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит; EDТА – этилендиаминтетрауксусная кислота.

ВВЕДЕНИЕ
При создании современных терапевтических препа-
ратов наряду с низкомолекулярными соединениями 
все чаще используют биополимеры и их фрагменты: 
белки, пептиды, олигонуклеотиды, РНК или ДНК. 
Для исключения потери активности из-за внешних 
факторов способы приготовления лекарственных 
средств и их введения в организм пациента должны 
удовлетворять определенным требованиям. Однако 
основной проблемой на пути внедрения потенциаль-
ных терапевтических соединений в клиническую 
практику представляет сложность доставки препа-
рата в целевые клетки. Доставку без использования 
носителей в значительной степени затрудняют пре-

ждевременная деградация препарата в организме 
и низкая проницаемость клеточных мембран, поэто-
му разработка и оптимизация методов доставки ле-
карственных веществ относятся к одним из наиболее 
изучаемых направлений нанобиомедицины.

Существующие системы доставки можно разде-
лить на две группы: вирусные (лентивирусы, аде-
новирусы, ретровирусы) [1] и невирусные (макро- 
и наночастицы, полимерные частицы) [2]. Быстрое 
развитие нанотехнологий способствует созданию 
новых методов доставки на основе наночастиц 
из различных материалов, обладающих разнообраз-
ными поверхностными характеристиками и физи-
ко-химическими свойствами, удовлетворяющими 
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условиям конкретной задачи [3]. Однако каждый 
тип наночастиц обладает как преимуществами, 
так и определенными недостатками, ограничиваю-
щими их применение. Разрабатываемые нанокон-
тейнеры способны выступать в качестве носителей 
как белковых препаратов [4], так и ДНК [5], и РНК 
[6]. Наночастицы, полученные из природных по-
лимеров, таких, как фосфолипиды, полисахариды, 
белки и пептиды, более эффективны, чем наноча-
стицы из синтетических полимеров, благодаря их 
биосовместимости [7] и отсутствию токсичных про-
дуктов деградации [8]. Используемые в настоящее 
время наноразмерные фармацевтические контей-
неры-носители обладают множеством полезных 
свойств, включая эффективную внутриклеточную 
доставку и длительную циркуляцию в кровотоке, 
сниженную токсичность благодаря преимуществен-
ному накоплению в целевой области, улучшенную 
фармакокинетику и биораспределение терапевти-
ческого агента, а также способность к высвобожде-
нию содержимого контейнера под действием опре-
деленных физиологических условий [9]. Кроме того, 
активно изучается возможность использования 
внеклеточных везикул в качестве природной систе-
мы доставки лекарственных препаратов. При этом 
исследуют как интактные везикулы, так и везику-
лы, предварительно нагруженные терапевтическим 
агентом [10]. В данном обзоре мы подробнее рассмо-
трим особенности липидных и липидоподобных си-
стем доставки, уделив особое внимание перспекти-
вам использования внеклеточных везикул.

ЛИПИДНЫЕ И ЛИПИДОПОДОБНЫЕ СИСТЕМЫ 
ДОСТАВКИ
Первым, универсальным, наиболее изученным 
и широко применяемым носителем лекарств явля-
ется липосома и ее производные. За последние 10 лет 
разработано множество систем с использованием 
наноносителей на основе липидных и липидоподоб-
ных везикул, включая липосомы (liposomes), ниосо-
мы (niosomes), этосомы (ethosomes), трансферсомы 
(transfersomes), твердые липидные наночастицы 
(SLN, solid lipid nanoparticles), наноструктурирован-
ные липидные носители (NLС, nanostructured lipid 
carriers), а также гибридные липид-полимерные на-
ночастицы (LPN, lipid-polymer hybrid nanoparticles). 
Схематическая структура перечисленных наноно-
сителей показана на рис. 1. Липидные наноносите-
ли чаще всего состоят из физиологических липидов, 
что обеспечивает безопасную и эффективную до-
ставку, а также повышенную биодоступность тера-
певтических агентов. Эти наночастицы нетоксичны 
и расщепляются в организме наряду с эндогенными 
липидами. 

Липосомы
Липосомы, являющиеся самым распространенным 
способом доставки, впервые были описаны в 1965 
году [11]. Функциональный каркас липосомы, со-
стоящий из двухслойной липидной оболочки, обу-
славливает не только высокую подвижность формы, 
но и способность везикул имитировать биофизиче-
ские свойства живых клеток. 

Липосомы состоят в основном из природных 
и/или синтетических фосфо- и сфинголипидов, 
чаще всего фосфатидилхолина и фосфатидилэта-
ноламина – основных структурных элементов био-
логических мембран. Но и другие фосфолипиды, 
такие, как фосфатидилсерин, фосфатидилглицерин 
и фосфатидилинозит могут дополнительно использо-
ваться при получении липосом [12]. Размер липосом 
варьирует практически в пределах трех порядков: 
различают двухслойные (моноламеллярные), кото-
рые в свою очередь делятся на малые SUV (25–50 
нм) и большие LUV (≥ 100 нм), а также многослой-
ные (мультиламеллярные) липосомы MLV разме-
ром 0.05–10 мкм. Самый простой способ получения 
SUV – обработка дисперсии липидов ультразвуком. 
MLV получают путем смешивания предварительно 
полученных SUV c водным раствором терапевти-
ческого агента с последующей лиофилизацией [13] 
или гидратацией липидных пленок, при этом до-
бавление органических растворителей в процессе 
гидратации увеличивает эффективность инкапсу-
ляции с 10 до 40% [14]. LUV получают с помощью об-
ратного фазового испарения [15] или методом удале-
ния детергента [16]. Помимо классификации липосом 
по размеру, существует разделение и по заряду 
в зависимости от входящих в состав липидов и фос-
фолипидов: нейтральные (фосфатидилхолин и фос-
фатидилэтаноламин), анионные (фосфатидилсерин, 
фосфатидилглицерин, фосфатидные кислоты и фос-
фатидилинозит), катионные (стеариламин или DC-
холестерин) [17–19]. 

Традиционные «липосомы первого поколения» 
на основе фосфолипидов обладают низкой стабиль-
ностью и быстро деградируют после введения в ор-
ганизм, что является существенным недостатком, 
особенно при доставке цитотоксических препара-
тов [20]. Для стабилизации липосом может исполь-
зоваться хитозан – природный гидрофильный био-
разлагаемый полимер с низкой токсичностью [21]. 
Но даже стабильные липосомы, независимо от их 
заряда и размера, весьма эффективно поглощаются 
клетками ретикулоэндотелиальной системы (РЭС), 
находящимися в печени и селезенке, что активно ис-
пользуется при заболеваниях, связанных с пораже-
нием данных органов. Однако для увеличения време-
ни циркуляции и эффективности доставки в другие 
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ткани и органы липосомы делают «невидимыми» 
для РЭС (stealth liposome) путем модификации их 
поверхности биосовместимым инертным гидрофиль-
ным полимером – полиэтиленгликолем (ПЭГ) [22, 23], 
дополнительно блокируя взаимодействия с белка-
ми крови [24, 25]. Также разработаны «суперневи-
димые» липосомы (SSL, super stealth liposomes), где 
ПЭГ закреплен посредством β-глутаминовой кисло-
ты на нескольких молекулах фосфоэтаноламина [26]. 
Данная композиция, как и увеличение длины цепи 
ПЭГ, повышает стабильность липосом, продлевает 
период полувыведения, улучшает профиль биора-
спределения [26, 27]. Совсем недавно было показано, 
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Рис. 1. Строение липидных и липидоподобных наноносителей. Липосомы, как правило, состоят из природных 
фосфолипидов, основного компонента биологических мембран. Ниосомы состоят из неионного сурфактанта 
и холестерина или его производных. Этосомы представляют собой липидные везикулы, состоящие из фосфо-
липидов и большого количества этанола. Трансферсомы – это эластичные липосомы, легко подвергающиеся 
деформации, что позволяет им проникать в глубокие слои кожи. Ядра твердых липидных наночастиц состоят 
из смеси твердых липидов. Наноструктурированные липидные носители образованы из смеси твердых и жидких 
липидов. Гибридные липидные наночастицы имеют полимерное ядро, оболочка – липидный бислой

что доставка терапевтических агентов путем транс-
портировки наночастиц на поверхности эритроцитов 
может быть чрезвычайно эффективной даже при ма-
лом времени циркуляции в кровотоке [28].

Помимо увеличения стабильности и времени 
циркуляции препарата в кровотоке, в большинстве 
случаев требуется направленная доставка к опреде-
ленным клеткам-мишеням. Для решения подобных 
задач разработано множество дополнительных мо-
дификаций липосом, например, включение диолео-
илфосфатидилэтаноламина (DOPE) в состав кати-
онных липосом способствует эффективной доставке 
в предшественники дендритных клеток (ДК) [29], 
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а маннозилирование липосом увеличивает их захват 
непосредственно ДК [30]. Модификация липосом 
искусственным полипептидом DARPin, специфич-
ным к опухолевому рецептору HER2, способствует 
эффективной доставке наночастиц в клетки, экс-
прессирующие данный рецептор [31]. В настоящее 
время на стадии клинических испытаний находятся 
несколько препаратов на основе таргетированных 
липосом. Среди них наиболее перспективными ка-
жутся препараты MCC-465 (модифицированные ПЭГ 
липосомы, несущие доксорубицин и димеры F(ab’)-
фрагментов) [32], MM-302 (модифицированные ПЭГ 
липосомы, специфичные к HER2, несущие доксору-
бицин) [33], 2B3-101 (липосомы, несущие на поверх-
ности глутатион), MBP-426 и SGT-53 (липосомы, не-
сущие в качестве вектора трансферрин и TfRscFv 
(anti-transferrin receptor single-chain antibody) соот-
ветственно) [34, 35]. Помимо антител, их фрагментов 
и пептидов, для модификации поверхности липосом 
с целью повышения их селективности могут также 
использоваться нуклеиновые кислоты и неболь-
шие молекулы [36]. Среди перечисленных лигандов 
для адресной доставки особое место занимают апта-
меры, которые считаются одними из самых перспек-
тивных кандидатов с уникальными характеристи-
ками [37]. Таким образом, липосомы на настоящий 
момент являются одним из самых универсальных 
способов доставки: с их помощью возможна достав-
ка широкого спектра лекарственных средств, в том 
числе противоопухолевых и противомикробных пре-
паратов, ферментов, вакцин, ДНК и РНК.

В настоящее время в клинической практике при-
меняется множество терапевтических агентов, ин-
капсулированных в липосомы, еще большее их чис-
ло находится на стадии клинических испытаний [38]. 
Впервые липосомный носитель был введен в клини-
ческую практику в 1995 году. Им стал противоопу-
холевый препарат Doxil™/Caelyx™ [39]. Кроме того, 
в терапии злокачественной трансформации исполь-
зуют препараты Myocet™, DaunoXome™, Depocyt™, 
Marqibo™, Onivyde™, AmBisome™, DepoDur™, 
Visudyne™, Abelcet™ и Curosurf™.

Липосомы также проходят испытания в качестве 
носителей средств против аутоиммунных заболева-
ний, в частности ревматоидного артрита и рассеян-
ного склероза (РС). Например, препарат Xemys – 
это инкапсулированная в маннозилированные SUV 
смесь иммунодоминантных пептидов основного бел-
ка миелина (MBP, myelin basic protein), одного из ос-
новных аутоантигенов при рассеянном склерозе. 
Полноразмерный основный белок миелина, а также 
его фрагменты долгое время рассматривали в ка-
честве средства, эффективного при аутоиммунной 
нейродегенерации [40]. Показано, что введение опре-

деленных пептидов MBP, инкапсулированных в ли-
посомы, подавляет развитие экспериментального ау-
тоиммунного энцефаломиелита (ЭАЭ) у модельных 
животных [41]. На настоящий день успешно проведе-
ны I и II стадии клинических испытаний препарата 
Xemys, одобрено проведение III стадии [42]. Благодаря 
модификации поверхности липосом остатками ман-
нозы, инкапсулированные в липосомы пептиды MBP 
захватываются в основном профессиональными 
АПК (антигенпредставляющими клетками) – ма-
крофагами и ДК через маннозные рецепторы CD206. 
Предполагается, что избыточная презентация фраг-
ментов MBP в составе молекул MHC класса II на по-
верхности АПК способствует индукции толерантно-
сти к данному белку и, как следствие, уменьшению 
аутоиммунного воспаления. В сыворотке больных РС, 
получавших препарат Xemys, выявлено снижение 
уровней моноцитарного хемотаксического фактора-1 
(MCP-1/CCL2), макрофагов, воспалительного бел-
ка-1 (MIP-1/CCL4), интерлейкинов ИЛ-2 и ИЛ-7 [43]. 
Кроме того, исследовано влияние пептидов MBP46–
62, 124–139 и 147–170, входящих в состав препарата, 
на высвобождение цитокинов и активацию иммунных 
клеток у больных РС и здоровых доноров [44].

Способность липосом направленно доставлять тре-
буемый антиген к АПК и тем самым модулировать 
иммунный ответ широко используется при разработ-
ке противовирусных и бактериальных вакцин. В на-
стоящее время ряд липосомных препаратов нахо-
дится на стадии клинических испытаний в качестве 
адъювантов профилактических и терапевтических 
вакцин против малярии, гриппа, туберкулеза, ви-
руса иммунодефицита человека (ВИЧ) и лихорадки 
денге [45], тогда как препараты Cervarix™, Inflexal™ 
и Epaxal™ уже являются коммерчески доступными 
липосомными вакцинами против вируса папилломы 
человека (ВПЧ), вируса гриппа и вируса гепатита A 
соответственно [46].

Ниосомы
Ниосомы представляют собой везикулы (50–800 нм), 
состоящие из двойного слоя неионного сурфактан-
та, часто дополнительно содержащие холестерин 
или его производные [47]. Структура ниосом по-
зволяет инкапсулировать в них как гидрофильные, 
так и липофильные соединения, при этом гидро-
фильный агент располагается во внутреннем водном 
пространстве, в то время как липофильный – внутри 
бислоя. Свойства данных везикул могут варьировать 
в зависимости от размера, ламеллярности и заряда 
поверхности. В качестве системы доставки ниосомы 
обладают некоторыми преимуществами перед клас-
сическими липосомами: имеют большее время полу-
жизни, просты в получении и легко подвергаются 
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модификациям, обладают высокой совместимостью 
с биологическими системами и низкой токсичностью 
благодаря своей неионной природе, неиммуногенны 
и подвергаются биодеградации [48]. Кроме того, нио-
сомы практически не распознаются ретикулоэндоте-
лиальной системой. К недостаткам ниосом относится 
невысокая стабильность (хотя и более высокая, чем 
у липосом), склонность к агрегации и частичный вы-
ход инкапсулированного агента из наноконтейнера 
в процессе доставки [49]. 

Несмотря на большое количество публикаций, по-
священных изучению возможных составов и приме-
нению ниосом, лишь немногие препараты доведены 
до клинических испытаний [47]. Большинство испы-
таний показало, что инкапсуляция лекарственных 
препаратов в ниосомы имеет ряд преимуществ, та-
ких, как большая эффективность, уменьшение коли-
чества побочных эффектов, удобный способ введе-
ния. Так, ниосомы эффективны при внутривенном, 
внутримышечном, пероральном, внутриглазном, 
подкожном, легочном, внутрибрюшинном и транс-
дермальном введении [50]. Данный вид везикул ис-
пользуется для инкапсуляции таких препаратов, 
как доксорубицин, инсулин, овальбумин, олигону-
клеотиды, EGFP, гемагглютинин, ДНК-вакцины, 
α-интерферон и многие другие [51]. Кроме того, ни-
осомы используют для введения в глаз препарата 
такролимус после трансплантации роговицы [52], 
пероральной доставки метформина [53], а также 
в косметической промышленности.

Этосомы
Этосомы, впервые описанные в 1996 году, пред-
ставляют собой модификацию классических липо-
сом и состоят из фосфолипидов, этанола (20–45%) 
и воды [54]. Помимо этанола, этосомы могут содер-
жать пропиленгликоль или изопропиловый спирт. 
В зависимости от способа приготовления этосомы 
имеют размер от нескольких десятков нанометров 
до нескольких микрон. В этосомы могут быть инкап-
сулированы как гидрофильные, так и липофильные 
лекарственные средства; увеличение концентрации 
этанола в этосомах способствует повышению раство-
римости соединений и тем самым включению боль-
шего количества терапевтического агента. Известно, 
что этосомы значительно превосходят классические 
липосомы для доставки трансдермальных форм ле-
карственных средств из-за наличия отрицательного 
ζ-потенциала. Кроме того, этанол приводит к дезор-
ганизации липидов рогового слоя кожи, что значи-
тельно повышает эффективность проникновения ча-
стиц лекарственных средств в глубокие слои дермы. 
Накопление препарата в дермальных слоях приводит 
к эффекту замедленного высвобождения вещества 

из этосом, что способствует пролонгации лечебного 
действия [55]. К недостаткам этосом относят довольно 
частые аллергические реакции на спирт или другие 
их компоненты [56], а также возможность примене-
ния исключительно для трансдермальной доставки. 
Кроме того, легкая воспламеняемость этанола тре-
бует повышенных мер предосторожности при приго-
товлении, применении, транспортировке и хранении 
данных наноконтейнеров [57].

 
Трансферсомы
Трансферсомы – везикулы, состоящие из фосфа-
тидилхолина, сурфактанта и этанола, обладают по-
вышенной проникающей способностью через меж-
клеточные поры, что достигается путем добавления 
мембранных модификаторов – холата натрия, стеа-
риламина, Span 60, Span 80, Tween 60 и Tween 80 – 
поверхностно-активных веществ, способствующих 
дестабилизации липидных бислоев и увеличению де-
формируемости липосомных мембран [58]. В зависи-
мости от состава трансферсомы, проникающие в слои 
кожи, либо сохраняют свою интактную структуру, 
либо происходит их слияние с клеточной мембраной 
[59]. Благодаря способности легко менять форму, они 
проходят через поры, диаметр которых в 5–10 раз 
меньше их собственного диаметра, что обеспечивает 
высокий уровень проникновения лекарственных ве-
ществ [60]. Эффективность трансферсом в качестве 
системы доставки показано на ибупрофене [61], тер-
бинафине [62] и эмодине [63]. 

Кроме перечисленных универсальных липидопо-
добных систем доставки, существует множество моди-
фикаций, разработанных для многих конкретных слу-
чаев. Известны термочувствительные [64], магнитные 
[65], мультифункциональные SMART-липосомы [66], 
а также фармакосомы – амфифильные фосфолипид-
ные комплексы лекарственных соединений [67].

Твердые липидные наночастицы
В начале 1990-х годов был разработан новый класс 
липидных частиц – липосферы, или твердые липид-
ные наносферы SLN (solid lipid nanospheres) [68, 69]. 
В везикулах данного типа твердый липид – чаще 
всего нейтральный триглицерид, используют как ма-
трицу для инкапсуляции лекарственного средства. 
Возможно также использование насыщенных жирных 
кислот, тогда как полярные фосфолипиды служат ли-
пофильными эмульгаторами. Моно- и диглицериды 
применяют значительно реже из-за их полярности. 
SLN могут быть получены различными способами: 
гомогенизацией при высоком давлении, микроэмуль-
сионным методом и преципитацией липидных частиц 
при выпаривании растворителя [70]. SLN отличаются 
от липосом повышенной стабильностью, возможно-
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стью контролируемого высвобождения, сравнительно 
легкими и дешевыми методами приготовления [71], 
а от везикул из полимерных материалов их отли-
чает отсутствие токсичности [72]. Хотя SLN имеют 
много преимуществ по сравнению с существующи-
ми системами доставки, они обладают и некоторыми 
недостатками, например, низкой эффективностью 
инкапсулирования гидрофильных препаратов [18]. 
Вероятной причиной этого является низкая раствори-
мость гидрофильных соединений в липидном би слое 
и матрице. Для улучшения захвата гидрофильных ле-
карственных средств, например доксорубицина [73] 
и диминазена [74], применяют два подхода. В первом 
используют SLN, загруженные маслом, а во втором – 
модифицируют липидную матрицу путем включения 
в нее амфифильных соединений, фосфатидилхолина, 
полиглицерил-3-диизостеарата и сорбита [75].

Кроме того, SLN характеризуются неравномер-
ным по времени высвобождением лекарственного 
средства [68, 76]. Данный недостаток пока не удается 
решить, что накладывает довольно большие ограни-
чения на применение этих наночастиц, так как вы-
сокая начальная скорость высвобождения может 
способствовать серьезным осложнениям, например, 
при доставке цитотоксичных противоопухолевых 
препаратов [68].

Наноструктурированные липидные носители
Наноструктурированные липидные носители (NLC, 
nanostructured lipid carriers) – второе поколение ли-
пидных наночастиц SLN, разработаны в 1999 году 
с целью устранения проблемы быстрого высвобож-
дения терапевтического средства, наблюдаемого 
при использовании SLN [77]. NLC представляют со-
бой наночастицы, состоящие из твердой липидной 
матрицы и содержащие дополнительно жидкий ли-
пид или масло. Смесь твердого и жидкого липида 
способствует равномерной инкапсуляции соедине-
ний и предотвращает их быструю диффузию [78, 79]. 
NLC могут быть получены несколькими способами, 
из которых наиболее часто используется гомогени-
зация при высоком давлении, а также микроэмуль-
сионным методом, фазовой инверсией и др. Первые 
препараты, содержащие NLC, крем NanoRepair Q10™ 
и сыворотка NanoRepair Q10™ (Dr. Rimpler GmbH, 
Германия) были впервые представлены на космети-
ческом рынке в 2005 году. В настоящее время в про-
даже представлено более 30 косметических средств, 
содержащих NLC, однако, фармацевтические пре-
параты отсутствуют [80, 81].

Липид-полимерные гибридные наночастицы
Наконец, сравнительно недавно были разработаны 
липид-полимерные гибридные наночастицы (LPN, 

lipid-polymer hybrid nanoparticles), которые сочета-
ют в себе характеристики как полимерных наноча-
стиц, так и липосом. В наноконтейнерах этого вида 
терапевтический препарат инкапсулирован в по-
лимерное ядро, окруженное липидным бислоем, мо-
дифицированным ПЭГ [82]. LPN обладают высокой 
стабильностью и характеризуются равномерным 
высвобождением загруженного соединения, тогда 
как липидный бислой обеспечивает высокую био-
совместимость [83]; сочетание этих факторов сулит 
им большое будущее в качестве новых эффективных 
носителей, однако пока их терапевтический эффект 
не доказан.

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ НА ОСНОВЕ МЕМБРАН 
ЕСТЕСТВЕННОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ
Отдельный интерес представляют средства достав-
ки на основе мембран природного происхождения, 
основные достоинства которых – высокая биосов-
местимость и стабильность получаемого носителя 
(рис. 2). У этих методов имеется огромный потенциал 
для создания на их основе интеллектуальных систем 
доставки [84, 85]. Предполагается возможность ис-
пользования этих методов для молекулярно-направ-
ленной терапии, эффективной и легко управляемой. 
Однако скорее всего вероятными недостатками будут 
высокая стоимость получения, трудность очистки, 
а также пониженная стабильность при хранении.

Виросомы
Виросомы – везикулы, содержащие встроенные 
в фосфолипидный бислой вирусные гликопротеиды 
(рис. 2А). В качестве последних выступают такие 
белки, как нейраминидаза [86], гемагглютинин ви-
руса гриппа [87] и белок L оболочки вируса гепатита 
B [88]. Присутствие этих белковых молекул придает 
везикулам ряд положительных свойств: структур-
ную стабильность, направленность доставки, а также 
способствует рецептор-опосредованному эндоцитозу 
и последующему высвобождению содержимого но-
сителей в цитоплазму за счет слияния с мембраной 
лизосомы [89]. Благодаря этим характеристикам ви-
росомы могут использоваться как носители терапев-
тических препаратов [87, 90], выступать в роли адъ-
юванта и в качестве вакцин, некоторые из которых 
уже допущены к клиническому применению [91, 92]. 
Ввиду того, что для получения виросом использу-
ются вирусы, патогенные для человека, опасность 
и потенциально сильная in vivo иммуногенность яв-
ляются основными недостатками данного носителя. 
В настоящее время изучение виросом направлено 
на возможность их применения в качестве вакцин 
и адъювантов, используемых в терапии опухолей [93] 
и при ВИЧ-инфекции [94].
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Бактерии
C самого рождения ребенок получает от родителей 
множество видов бактерий, которые населяют его ор-
ганы, ткани и полости. Подвергнутые генетическим 
модификациям или трансплантации бактерии могут 
использоваться для доставки различных соедине-
ний (рис. 2Б). С этой целью применяют, например, 
непатогенные бактерии, такие, как Lactococcus lac-
tis, Streptococcus gordonii и др. Активно изучают ре-
комбинантные молочнокислые бактерии, способные 
доставлять нужные вещества в слизистые человека 
и животных [95, 96]. Другие виды бактерий приме-
няют для разработки подходов к терапии опухолей 
и диагностике, что во многом обусловлено способно-
стью таких бактерий, как грамположительные ана-
эробы рода Сlostridium, проникать, колонизировать 
и накапливаться в гипоксических и некротических 
опухолевых тканях. Эти бактерии обладают соб-
ственной цитотоксичностью, а с помощью генетиче-

ских модификаций можно придавать им дополни-
тельные полезные свойства, такие, как регулируемая 
экспрессия различных терапевтических и визуали-
зирующих агентов [97, 98]. 

Бактериальные тени
Бактериальные тени (БТ) – носители на основе кле-
точных оболочек, которые получают путем экспрес-
сии гена лизиса E бактериофага в грамотрицатель-
ных бактериях (рис. 2В) [99]. В результате лизиса 
из клеток удаляется все содержимое цитоплазмы, 
в том числе и генетический материал, а остаются по-
верхностные антигенные элементы, такие, как жгу-
тик, фимбрии и полисахариды. Оболочки на основе 
БТ обладают собственной адъювантной активностью, 
что делает их перспективными для разработки вак-
цин [100]. БТ можно также нагружать низкомоле-
кулярными агентами, пептидами и ДНК. Для более 
контролируемой загрузки частиц разработаны раз-

Рис. 2. Средства доставки на основе мембран естественного происхождения. Виросомы (А) представляют собой 
везикулы, модифицированные вирусными белками. Средства доставки на основе бактерий (Б) могут обладать 
собственной цитотоксичностью и быть генетически модифицированы для секреции различных молекул. Исклю-
чение содержимого цитоплазмы позволяет получить бактериальные тени, используемые для доставки не только 
плазмидной ДНК, но и низкомолекулярных препаратов, пептидов и нуклеиновых кислот (В). Эукариотические 
клетки используются для инкапсулирования искусственных наночастиц (Г), привязки лигандов к поверхности 
живой клетки, для экспрессии терапевтических молекул, а также для продукции ГКВВ (генетически кодируемых 
внеклеточных везикул, Д), которые также окружены мембраной клетки-родителя. ГА – гемагглютинин
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личные варианты модификации внутренней поверх-
ности клеток, в том числе такие, как изменение жи-
вых клеток перед лизисом [101, 102]. 

Эукариотические клетки
Рассматривается также возможность использования 
в качестве носителей эукариотических клеток, та-
ких, как эритроциты, тромбоциты, лимфоциты, ма-
крофаги, стволовые и дендритные клетки (рис. 2Г) 
[84, 103]. Среди этих клеток особо выделяют эри-
троциты, самые распространенные клетки крови, 
лишенные генетического материала и обладающие 
большим временем циркуляции в кровотоке. Для за-
грузки агента можно использовать внутренний объ-
ем эритроцитов или прикреплять лекарственные 
средства/частицы/модификаторы к поверхности 
клетки [104, 105]. Возможно использование клеток 
иммунной системы и стволовых клеток в качестве 
носителей благодаря их тропизму к очагам воспале-
ния и опухолям, а также способности преодолевать 
гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Кроме того, 
стволовые клетки могут быть трансдуцированы с це-
лью продукции интерферонов и интерлейкинов in 
situ. Показано, что они способны поглощать кремни-
евые, полимерные и липидные наночастицы без по-
тери жизнеспособности [84, 106]. Макрофаги могут 
преодолевать ГЭБ, они активно используются в ка-
честве носителей наночастиц благодаря способности 
фагоцитировать частицы и концентрироваться в по-
раженных тканях, где загруженные препараты по-
степенно высвобождаются. Этот подход, получивший 
название «троянского коня», применяется в терапии 
глиом [107], ВИЧ-пораженных участках мозга и ги-
поксических солидных опухолей [84].

Генетически кодируемые внеклеточные везикулы
Совсем недавно создан новый тип носителей – гене-
тически кодируемые внеклеточные везикулы (ГКВВ) 
(рис. 2Д). При помощи расчетных методов разрабо-
тан самособирающийся трехмерный полый белко-
вый додекаэдрический каркас из 20 молекул KDPG-
альдолазы [108], на основе которого созданы ГКВВ. 
Структурной единицей данных везикул является 
трехдоменный полипептид, каждый из доменов ко-
торого осуществляет необходимую для сборки ГКВВ 
функцию. Первый домен действует как сигнал ми-
ристоилирования, который определяет мембранную 
локализацию конструкции; второй домен образует 
трехмерный белковый каркас, а третий рекрутиру-
ет эндосомальный комплекс сортировки ESCRT, не-
обходимый для транспорта, который отвечает за от-
почкование от мембраны. Второй важный компонент 
везикул, определяющий их способность проникать 
в клетки-мишени, – наличие на поверхности заяко-

ренного в мембране белка оболочки вируса везику-
лярного стоматита VSV-G, отвечающего за транспорт 
из эндосомы. При экспрессии этих конструкций в эу-
кариотических клетках образуются везикулы со сред-
ним радиусом 100 нм, покрытые клеточной мембраной 
и содержащие несколько белковых додекаэдров [109]. 
Полученные частицы способны загружать и достав-
лять необходимые вещества – низкомолекулярные 
соединения, РНК, пептиды, белки – в другие клетки, 
при этом защищая их от деградации. Кроме того, по-
верхность ГКВВ может быть дополнительно модифи-
цирована антителами, рецепторами или низкомоле-
кулярными лигандами для направленного транспорта.

ПРИРОДНЫЕ ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ
Внеклеточные везикулы (ВВ) – это липидные пу-
зырьки, которые секретируются практически всеми 
типами клеток. Будучи переносчиками РНК, мем-
бранных и цитоплазматических белков, липидов 
и углеводов, ВВ выполняют различные функции 
в организме, например, участвуют в межклеточной 
коммуникации. В зависимости от происхождения ВВ 
подразделяют на эктосомы (происходят от нейтро-
филов/моноцитов), простатосомы (выделены из се-
менной жидкости), вексосомы (ассоциированы с аде-
новирусным вектором) и т.д. По механизму биогенеза 
ВВ разделяют на экзосомы, микровезикулы и апоп-
тотические тельца [110]. Размер ВВ также варьиру-
ет, например, размер экзосом находится в пределах 
40–120 нм, а микровезикул 50–1000 нм [111]. 

Благодаря таким свойствам, как биосовмести-
мость, неиммуногенность (при получении из подхо-
дящего типа клеток), а также способности проходить 
через ГЭБ, ВВ рассматривают как перспективное 
средство доставки различных молекул [112]. Однако 
лишь небольшая часть внутривенно введенных ВВ 
проникала в сердце и мозг мышей, а наибольшее ко-
личество обнаруживалось в селезенке и печени [113]. 
Следует отметить, что ВВ преимущественно обла-
дают отрицательным зарядом, что делает их фар-
макокинетику схожей с отрицательно заряженными 
липосомами [113]. Кроме того, фармакокинетика ВВ 
сильно зависит от набора белков и липидов на по-
верхности. Например, фосфатидилсерин, локали-
зованный на поверхности экзосом, способствует их 
связыванию с клетками, экспрессирующими на по-
верхности рецептор Timd4 (T-cell immunoglobulin- 
and mucin-domain-containing molecule), что, в свою 
очередь, может указывать на усиленный захват 
таких экзосом макрофагами [114]. Изменение со-
става поверхностных белков ВВ также вызыва-
ет определенный эффект. Например, деградация 
интегринов-α6 и -β1 значительно уменьшала на-
копление ВВ в легочной ткани мыши. При этом та-
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кие физико-химические свойства ВВ, как размер 
и ζ-потенциал, практически не изменяются [115]. 
Таким образом, ВВ могут селективно накапливать-
ся в тканях в зависимости от набора лигандов на по-
верхности, что делает их перспективными носителя-
ми для направленной доставки. 

Методы выделения и очистки ВВ достаточно 
сложны и требуют дорогостоящего оборудования. 
Основными способами очистки являются ультрацен-
трифугирование, центрифугирование в градиенте 
плотности, ультрафильтрация, преципитация, а так-
же гель-фильтрация [116–119]. 

Помимо доставки терапевтических молекул, ВВ 
из разных типов клеток обладают различными свой-
ствами, которые могут использоваться в терапии са-
мых разнообразных заболеваний от ишемии и осте-

онекроза до рассеянного склероза и онкопатологии 
(рис. 3). 

Природные внеклеточные везикулы в модуляции 
иммунного ответа
Прежде всего, ВВ способны оказывать значительное 
влияние на функционирование иммунной системы, 
они могут как стимулировать, так и подавлять им-
мунный ответ. Например, экзосомы из ДК, содержат 
молекулы ГКГС в комплексе с антигеном и способ-
ны вызывать специфический иммунный ответ [120]. 
Еще одна интересная особенность экзосом, произо-
шедших из ДК, – способность захватывать лиганды 
Толл-подобных рецепторов и активировать другие 
дендритные клетки, что также может стать причи-
ной иммунного ответа [121]. 
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Рис. 3. Строение, способы выделения и области применения внеклеточных везикул. Внеклеточные везикулы 
(ВВ) представляют собой липидные комплексы, производимые многими клетками. На их поверхности, а также 
во внутренней полости содержатся биологически активные молекулы, среди которых микроРНК, иммунные 
чекпоинты, молекулы клеточной адгезии и ГКГС. Существует несколько основных методов выделения и очистки 
внеклеточных везикул (слева). Опухолевые ВВ могут применяться для доставки антигенов в дендритные клетки 
с целью получения дендритно-клеточных вакцин. Природные ВВ, полученные из стволовых клеток, обладают 
множественными эффектами и могут найти применение как в регенеративной медицине (например, для реге-
нерации и протекции различных тканей и органов), так и при аутоиммунных заболеваниях различной этиологии 
и локализации (справа)
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Известны также иммуносупрессивные ВВ. 
Например, мыши линии BALB/c, иммунизированные 
овальбумином, вырабатывают ВВ, которые индуци-
руют у мышей-реципиентов развитие специфиче-
ской иммунной толерантности к овальбумину [122]. 
Иммуносупрессивные ВВ считают потенциальными 
терапевтическими агентами при различных аутоим-
мунных и воспалительных заболеваниях. Например, 
везикулы, полученные от мезенхимальных стволо-
вых клеток (МСК), способны подавлять пролифера-
цию мононуклеарных клеток, полученных от мыши 
с экспериментальным аутоиммунным энцефаломи-
елитом (ЭАЭ), моделирующим рассеянный склероз 
[123]. Иммуномодулирующее действие внеклеточ-
ных везикул показано и на моделях воспалительных 
заболеваний кишечника и аутоиммунного гепатита 
[107, 108]. 

Опухолевые ВВ перспективны при создании про-
тивоопухолевых вакцин, поскольку они способны 
переносить белки, которые могут быть онкоанти-
генами. Например, в мышиной модели глиобласто-
мы доставка опухолеассоциированных антигенов 
к ДК была значительно более эффективной при ис-
пользовании экзосом, чем опухолевого лизата [124]. 
Однако опухолевые ВВ следует применять с большой 
осторожностью. Так, апоптотические ВВ из клеток 
глиобластомы могут индуцировать резистентность 
к терапии и более агрессивное поведение соседних 
опухолевых клеток за счет переноса компонентов 
сплайсосом [125]. 

Природные внеклеточные везикулы 
в регенеративной медицине
Большие перспективы использования ВВ лежат в об-
ласти регенеративной медицины и трансплантологии. 
Показано непосредственное плейотропное регене-
ративное действие ВВ на различные органы и си-
стемы. Так, например, ВВ способны стимулировать 
рост сосудов, что может найти применение в транс-
плантологии, при ишемических нарушениях и язвах 
при диабетической стопе, а также для предотвраще-
ния остеонекроза [126–129]. Экзосомы, полученные 
от МСК, могут способствовать синтезу коллагена, 
регенерации хрящевой и мышечной ткани [130–132]. 

Описано также тканепротекторное действие ВВ, 
полученных от стволовых клеток. Например, благо-
даря активации Wnt/β-катенин сигнального каскада 
экзосомы от МСК способны усиливать выживаемость 
кардиомиоцитов даже в условиях цикличной ишемии 
и реперфузии [133]. На мышиной модели инфаркта 
миокарда показано, что экзосомы от эмбриональ-
ных стволовых клеток, содержащие различные ми-
кроРНК, улучшали функционирование сердечной 
мышцы, а также способствовали выживаемости ми-

оцитов [78]. Выявлено и нейропротекторное действие 
экзосом, полученных от различных МСК [134, 135]. 
Так, ВВ уменьшали глиоз, вызванный воспалением 
мозга при инъекции липополисахарида (ЛПС) незре-
лым мышам, уменьшали апоптоз нейронов, а также 
снижали выраженность структурных нарушений 
в белом веществе головного мозга [134]. Более того, 
под воздействием ВВ наблюдалось улучшение ре-
зультатов поведенческих тестов на пространствен-
ную память у мышей. Однако механизм нейропро-
текторного действия ВВ не определен [134]. 

Природные ВВ определенно имеют огромный те-
рапевтический потенциал. Однако из-за комплекс-
ного, часто малоизученного механизма действия, 
вероятной неоднородности состава, нежелательной 
иммуносупрессии в некоторых случаях, а также ак-
тивации пролиферативных сигнальных путей эти 
комплексы должны применяться с повышенной осто-
рожностью. 

ВЕЗИКУЛЫ, ЗАГРУЖЕННЫЕ ИСКУССТВЕННО
Помимо перечисленных способов применения ВВ 
возможна их искусственная загрузка различными 
веществами. Основным преимуществом доставки те-
рапевтических препаратов с помощью везикул яв-
ляется их природное происхождение, что обуслав-
ливает низкую иммуногенность. Дополнительное 
преимущество ВВ – облегченный захват клетка-
ми-мишенями за счет различных рецептор-опос-
редованных взаимодействий между мембраной ВВ 
и клеткой [10]. 

Существуют две стратегии получения искусствен-
но загруженных везикул – совместная in vitro ин-
кубация ВВ и терапевтических агентов, чаще всего 
низкомолекулярных, а также создание генетических 
конструкций с последующей трансфекцией клеток 
с целью получения клеток-доноров, вырабатываю-
щих ВВ, загруженных необходимыми веществами. 
Как правило, для in vitro загрузки везикул исполь-
зуют малые липофильные молекулы, способные 
пассивно проникать в везикулы при совместной ин-
кубации. Показано, что инкубация раствора курку-
мина и экзосом в фосфатном буфере при комнатной 
температуре в течение 5 мин приводит к проник-
новению терапевтического агента внутрь ВВ [136]. 
Загруженные таким способом экзосомы усиливают 
противовоспалительный эффект куркумина, а так-
же ингибируют секрецию ИЛ-6 и ФНО-α у модель-
ных животных и обладают способностью проникать 
через ГЭБ. Этот метод использован также для за-
грузки ВВ такими цитостатическими агентами, 
как паклитаксел и доксирубицин [137]. Показано, 
что везикулы, в отличие от свободных форм тера-
певтических агентов, обладали способностью про-
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никать через ГЭБ и распределяться в тканях мозга. 
Наблюдалось увеличение цитотоксической активно-
сти паклитаксела и доксирубицина в составе экзосом. 
Возможность снижения терапевтической дозы цито-
статиков при онкологических заболеваниях является 
несомненным преимуществом данной лекарствен-
ной формы, так как до сих пор не удается избавить-
ся от таких побочных эффектов этих препаратов, 
как системное воспаление и токсическое воздействие 
на органы [138].

Пассивный транспорт в экзосомы не всегда осу-
ществляется эффективно. Для увеличения эффек-
тивности загрузки используют различные моди-
фикации. Так, везикулы и терапевтические агенты 
инкубируют в присутствии поверхностно-актив-
ных веществ, например сапонина [139]. Механизм 
действия сапонина основан на образовании ком-
плекса с холестерином экзосом, что облегчает про-
никновение терапевтического агента [140]. Другой 
способ увеличения эффективности загрузки вези-
кул – применение электропорации. Использование 
этого метода позволило увеличить эффективность 
загрузки везикул доксирубицином до 20%. Широкого 
распространения достигло использование электро-
порации для загрузки везикул препаратами нукле-
иновых кислот. В качестве терапевтического агента 
в данном случае чаще всего используются миРНК 
и микроРНК. Так, разработаны экзосомы, несущие 
микроРНК, специфичные к мутантной форме GTP-
азы KRASG12D, которая способна спровоцировать раз-
витие рака поджелудочной железы [141]. Инкубация 
таких везикул с клетками рака поджелудочной же-
лезы приводит к снижению уровня мРНК KRASG12D. 
При тестировании препарата на мышах наблюдалось 
увеличение выживаемости, супрессия пролифера-
ции раковых клеток, снижение метастазирования 
по сравнению с контрольными животными. Помимо 
терапии онкологических заболеваний, комплек-
сы микроРНК-везикулы могут быть использованы 
при нейродегенеративных заболеваниях. Показана 
эффективность таких комплексов для снижения 
в культуре клеток количества α-синуклеина – бел-
ка, ассоциированного с болезнью Паркинсона [142]. 
После внутривенного введения мышам экзосом, на-
груженных миРНК, наблюдалось снижение концен-
трации мРНК α-синуклеина и уровня самого белка 
в исследованных областях мозга. Также созданы 
экзосомы, загруженные микроРНК к β-секретазе 
(BACE1). Продукт этого гена участвует в образо-
вании β-амилоидов, ассоциированных с болезнью 
Альцгеймера. Таргетинг нейронов экзосомами осу-
ществляли при помощи нейрон-специфичного RVG-
пептида, при этом удалось достичь снижения уров-
ня белка (62%) и синтеза мРНК (60%) BACE1 [112]. 

Несмотря на то что электропорация считается доста-
точно эффективным способом доставки нуклеиновых 
кислот в везикулы, этот метод имеет существенный 
недостаток, а именно, образование агрегатов РНК 
в везикулах [143]. Уменьшение агрегации наблюда-
ется при добавлении EDТА, а также при использова-
нии специальных полимерных электродов и кислого 
ацетатного буфера для электропорации.

Для увеличения эффективности загрузки пред-
ложена принципиально отличная стратегия получе-
ния нагруженных везикул. Она заключалась в транс-
фекции клеток-доноров, секретирующих везикулы, 
рекомбинантными ДНК, кодирующими, например, 
микроРНК. Таким образом получают клетки, секре-
тирующие в среду нужную микроРНК [144]. Также 
удалось вызвать супрессию роста ксенотрансплан-
танта рака молочной железы при помощи адрес-
ной доставки микроРНК в везикулах, изолирован-
ных из культуры трансфицированных клеток [145]. 
При помощи трансформации клеток можно полу-
чить ВВ, несущие не только нуклеиновые кислоты, 
но и белки. При этом заякоренные в мембране белки 
переносятся в экзосомы путем слияния белка инте-
реса с участком миристилировавания и доменом, свя-
зывающим фосфатидилинозит-4,5-бисфосфат [146].

Таким образом, использование для адресной до-
ставки как немодифицированных, так и дополни-
тельно нагруженных терапевтическими агентами ВВ 
является современным и актуальным направлением 
исследований. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Технология создания и загрузки наночастиц тера-
певтическими препаратами, разработанная во второй 
половине прошлого века, до сих пор остается одной 
из основных и, пожалуй, самой перспективной стра-
тегией доставки лекарственных агентов. На первых 
порах изучения липидоподобных наноконтейнеров 
основное внимание уделялось увеличению стабиль-
ности, биосовместимости и биораспределения искус-
ственно создаваемых наноносителей. Варьирование 
состава липидного слоя позволяет инкапсулировать 
как гидрофобные, так и гидрофильные соединения, 
благодаря чему можно подобрать свой способ транс-
портировки практически любого вещества. К пер-
спективным направлениям следует отнести приме-
нение генетических конструкций с контролируемой 
экспрессией [147], а также одновременную загрузку 
наноконтейнеров разными по механизму действия 
веществами, что позволяет существенно увеличить 
эффективность воздействия [148]. В настоящий мо-
мент приоритетным направлением является увели-
чение таргетности доставки. Данная задача решается 
как путем модификации уже давно известных искус-
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ственных наноконтейнеров, так и с помощью сравни-
тельно недавно открытых генетически кодируемых 
или природных внеклеточных везикул. Высокая био-
совместимость и биоразлагаемость дают им огромное 
преимущество перед другими искусственными на-
ночастицами. И хотя пока сложно оценить их ре-
альное фармацевтическое будущее во многом из-за 
относительно высокой себестоимости, нет сомнений 
в способности ВВ и ГКВВ эффективно доставлять 
лекарственные препараты in vivo. Таким образом, 
в ближайшие 10–20 лет можно с уверенностью ожи-

дать выхода на рынок перспективных препаратов, 
основанных на везикулярном транспорте, для тера-
пии тяжелых и плохо поддающихся лечению хро-
нических, аутоиммунных и онкологических заболе-
ваний. 
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РЕФЕРАТ Мы сравнили проявления фенилкетонурии (ФКУ) у двух гомозиготных носителей редкой му-
тации p.R155H – брата и сестры, детей одних и тех же родителей, получавших различное лечение. Такие 
пациенты представляют собой уникальную модель, позволяющую оценить как степень фенотипического 
проявления мутации, так и эффективность терапии. ФКУ, обусловленная мутациями с достаточной оста-
точной активностью фенилаланингидроксилазы, зачастую не выявляется, если диагноз основан исключи-
тельно на концентрации фенилаланина в крови. Подобная ошибка была допущена в случае одного из на-
ших пациентов. Для уменьшения вероятности ошибок мы предлагаем использовать для диагностики более 
точные методы, например, масс-спектрометрический анализ метаболитов крови, эффективность которого 
показана в данной работе.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА p.R155H, гиперфенилаланинемия, карнитин в крови, масс-спектрометрия, мутация, фе-
нилаланин в крови, фенилкетонурия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ФКУ – фенилкетонурия; ФАГ – фенилаланингидроксилаза; ЦНС – центральная 
нервная система; C0 – свободный карнитин; C2–C18 – ацилкарнитины.
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ВВЕДЕНИЕ
Фенилкетонурия типа I (классическая) (ФКУ; MIM 
261600) – аутосомное рецессивно наследуемое забо-
левание, обусловленное недостаточной активностью 
фенилаланингидроксилазы (ФАГ; [КФ 1.14.16.1]) [1, 
2]. Недостаток ферментативной активности обычно 
обусловлен мутациями в гене фенилаланингидрок-
силазы [1]. Неполное превращение фенилалани-
на в тирозин из-за недостаточной активности ФАГ 
приводит к накоплению в тканях и биологических 
жидкостях фенилаланина и токсичных продук-
тов альтернативных путей его метаболизма, та-
ких, как фенилпируват, винилацетат, фениллактат 
и фенилацетилглутамин, что приводит к развитию 
симптомов заболевания, в частности слабоумия. 

Распространенными признаками фенилкетонурии 
также являются уменьшение концентрации тиро-
зина и изменение баланса аминокислот в биологиче-
ских жидкостях. Повсеместно используемая клас-
сификация степени проявления ФКУ, основанная 
на концентрации фенилаланина в крови, была пред-
ложена C.R. Scriver и S. Kaufman [3]. Согласно N. Blau 
и соавт. [4] ФКУ рассматривается как классическая 
(тяжелая) при концентрации фенилаланина в крови 
до лечения более 1200 мкМ; как ФКУ средней тяже-
сти – при концентрации фенилаланина в пределах 
900–1200 мкМ; как легкая форма – при концентра-
ции 600–900 мкМ; концентрации менее 600 мкМ 
до лечения рассматриваются как гиперфенилалани-
немия.
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Неонатальный биохимический анализ является 
наиболее широко используемым в настоящее время 
методом ранней диагностики генетических заболе-
ваний и предотвращения их последствий. Всемирная 
организация здравоохранения определила социаль-
ные и экономические предпосылки для включения 
заболевания в национальные программы неона-
тальной диагностики [5]. В настоящее время неона-
тальная диагностика ФКУ, как одного из наиболее 
распространенных генетических заболеваний (ча-
стота от 1 : 10000 до 1 : 25000 среди европеоидов 
[6]), проводится в большинстве стран. В Российской 
Федерации такая диагностика предусматривает не-
сколько измерений уровня фенилаланина в плазме 
крови, первое из которых проводится на 4 или 5 день 
после рождения. Если обнаруживается повышенный 
уровень, то измерение проводится повторно. Однако 
диагностика, основанная только на уровне фенила-
ланина в крови, может быть недостоверной, особенно 
при пограничных уровнях. Для точной диагности-
ки требуются более совершенные методы, особенно 
в случае мутаций с относительно высокой остаточной 
активностью ФАГ, при которых уровень фенилала-
нина в крови повышается незначительно, оставаясь 
менее 500 мкМ, что недостаточно для однозначной 
диагностики. Масс-спектрометрический анализ ме-
таболитов крови может обеспечить постановку бо-
лее точного диагноза, основанного на оценке концен-
трации не только фенилаланина, но также тирозина 
и других аминокислот, что, в частности, позволяет 
определить соотношение фенилаланина и тирозина. 
Основанный на уровне метаболитов диагноз должен 
подтверждаться генетическим анализом с иденти-
фикацией мутаций гена ФАГ и характера их насле-
дования при помощи определения нуклеотидных по-
следовательностей соответствующих локусов.

В настоящее время основным и наиболее широ-
ко используемым методом коррекции ФКУ являет-
ся диетотерапия [7, 8], направленная прежде все-
го на предотвращение повреждений центральной 
нервной системы (ЦНС), ведущих к деградации ум-
ственных способностей. Для достижения этой цели 
диетотерапия должна начинаться не позднее не-
скольких недель после рождения. Будучи в целом 
достаточно эффективной, такая диета ограничива-
ет потребление белков животного происхождения, 
что может привести к уменьшению концентраций 
свободного карнитина (C0) и ацилкарнитинов (C2–
C18), и, как следствие, к нарушениям метаболизма 
и функционирования митохондрий у некоторых па-
циентов [9].

В данной работе мы определяли уровни метабо-
литов в крови при наличии и отсутствии диетоте-
рапии у двух родственных гомозиготных носителей 

ассоциированной с ФКУ мутации p.R155H гена ФАГ 
с использованием масс-спектрометрического анали-
за высушенных образцов крови. Близкородственных 
гомозиготных пациентов с различными историями 
использования диетотерапии можно рассматривать 
как уникальную модель для исследования как фено-
типического проявления мутации, так и эффектив-
ности терапии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Оба пациента являются детьми одних и тех же ро-
дителей. У девочки (1), рожденной в июне 2009 года 
в России, ФКУ выявлена в процессе неонатальной 
биохимической диагностики, и она получала дие-
ту с ограниченным содержанием фенилаланина со 
второго месяца жизни. У мальчика (2), рожденно-
го в июле 2001 года в Узбекистане, неонатальная 
диагностика не выявила ФКУ, и к нему не при-
меняли диетотерапию. Образцы крови для масс-
спектрометрического анализа были взяты в 2010 
году, примерно через год после начала диетотерапии 
у пациента 1. В это же время проведена оценка физи-
ческого развития и статуса ЦНС пациентов, которая 
не выявила каких-либо существенных отклонений. 
Исследование проводили в соответствии с требова-
ниями комитета по медицинской этике ИХБФМ СО 
РАН.

В процессе неонатальной диагностики образ-
цы крови собирали, используя бумажные фильтры 
(Perkin Elmer, Финляндия), концентрацию фенила-
ланина в крови определяли с использованием ана-
лизатора Delfia/Victor и набора реактивов произ-
водителя (Wallac Oy, Финляндия). Геномную ДНК 
выделяли из крови как описано ранее [10]. Мутации 
в гене ФАГ идентифицировали, определяя методом 
Сэнгера по двум цепям ДНК нуклеотидные после-
довательности продуктов ПЦР-амплификации об-
ластей всех экзонов и прилежащих районов ин-
тронов гена ФАГ с использованием набора BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1 и генного 
анализатора ABI 3130xl (Applied Biosystems, США) 
в ЦКП «Геномика» ИХБФМ СО РАН. Нуклеотидные 
последовательности ДНК обоих пациентов были 
идентичными и соответствовали известным после-
довательностям гена ФАГ за исключением мутации 
p.R155H. Нуклеотидные последовательности родите-
лей пациентов позволили подтвердить наследование 
мутации p.R155H. Масс-спектрометрический анализ 
содержания фенилаланина, тирозина и ацилкарни-
тинов проводили в ЦКП масс-спектрометрического 
анализа ИХБФМ СО РАН с использованием стан-
дартной процедуры [11]. Использовали реактивы 
для подготовки образцов и внутренние стандарты 
из набора для диагностики новорожденных Amino 
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acids and acylcarnitines kit # 55000 (Chromsystems 
Instruments & Chemicals, Германия), образцы го-
товили согласно протоколу производителя набора. 
Анализ проводили с использованием системы тан-
демного масс-спектрометра Agilent 6410 QQQ с си-
стемой ионизации ESI, объединенного с системой 
жидкостной хроматографии Agilent 1200 (Agilent 
Technologies, США). Количественный анализ прово-
дили в режиме мониторинга множественных реакций 
(MRM) с общим временем анализа 2.5 мин. Сигнал 
регистрировали и анализировали с использованием 
программы MassHunter v.1.3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Точечная мутация p.R155H является заменой G на A 
в структуре экзона 5 гена ФАГ, приводящей к замене 
аргинина в каталитическом домене ФАГ на гистидин. 
Остаточная активность фермента, содержащего му-
тацию, остается достаточно высокой, примерно 44% 
от исходной, согласно данным http://www.biopku.org 
[12]. Поэтому мутация p.R155H считается ассоцииро-
ванной с гиперфенилаланинемией с относительным 
коэффициентом корреляции генотипа и фенотипа 8 
по шкале, предложенной Guldberg и соавт. [1]. Эта 
редкая мутация ранее была описана лишь в одном 
случае в сочетании с мутацией p.D143G у пациента 
с диагнозом гиперфенилаланинемия [13]. Нами из-
учены два рожденных от одних родителей гомози-
готных носителя мутации p.R155H, один из которых 
подвергался диетотерапии, в то время как другой – 

нет. Будучи гомозиготными носителями мутации, та-
кие пациенты дают уникальную возможность непо-
средственно изучить степень проявления мутации 
на уровне фенотипа, в то время как существенные 
различия в применявшейся терапии позволяют оце-
нить ее сравнительную эффективность.

Первоначальное фенотипическое проявление му-
тации p.R155H у пациентов 1 и 2 несколько различа-
лось, несмотря на одинаковый генотип по локусу ФАГ 
и общую родословную. Концентрация фенилаланина 
в крови в момент неонатальной диагностики у паци-
ента 1 составила 1100 мкМ, на основании чего был 
поставлен диагноз ФКУ средней тяжести и пред-
писана диетотерапия. У пациента 2 ФКУ не была 
диагностирована в процессе неонатальной диагно-
стики, проводившейся в Республике Узбекистан, 
возможно, в силу разных сроков и стандартов диа-
гностики. В 2010 году уровень фенилаланина в кро-
ви этого пациента составил 497 ± 13 мкМ (таблица), 
что соответствует максимум гиперфенилаланине-
мии. Таким образом, при использовании в качестве 
критерия только уровня фенилаланина крови мож-
но заключить, что генотип p.R155H/p.R155H может 
проявляться достаточно широким спектром симпто-
мов – от слабо выраженной гиперфенилаланинемии 
до ФКУ средней тяжести, в зависимости от других 
биохимических особенностей пациента, ассоцииро-
ванных, например, с полом, составом питания в не-
онатальный период и т.п. При этом неонатальная 
диагностика, основанная на концентрации фени-

Концентрации метаболитов крови по данным масс-спектрометрии

Метаболит
Концентрация метаболита, мкМ Медианное значение у здоровых детей  

(5-й–95-й процентили), мкМ (по данным [14])пациент 1 пациент 2
Фенилаланин 298 ± 10 497 ± 13 45 (32–64)

Тирозин 43 ± 2 86 ± 2 84 (48–159)
Фенилаланин / Тирозин 6.9 ± 0.3 5.8 ± 0.1

Свободный карнитин (C0) 31.7 ± 0.4 44.0 ± 1.1 15.5 (9.2–26.4)
Ацетилкарнитин (C2) 10.4 ± 0.7 11.9 ± 0.3 17.3 (10.1–29.4)

Пропионилкарнитин (C3) 1.48 ± 0.04 2.68 ± 0.2 1.42 (0.81–2.56)
Бутирилкарнитин (C4) 0.11 ± 0.02 0.15 ± 0.02 0.19 (0.12–0.30)

Изовалерилкарнитин (C5) 0.11 ± 0.01 0.11 ± 0.01 0.09 (0.06–0.17)
Гексаноилкарнитин (C6) 0.04 ± 0.01 0.09 ± 0.002 0.05 (0.02–0.10)
Октаноилкарнитин (C8) 0.02 ± 0.002 0.06 ± 0.02 0.05 (0.03–0.08)

Деканоилкарнитин (C10) 0.02 ± 0.002 0.07 ± 0.002 0.07 (0.04–0.13)
Додеканоилкарнитин (C12) 0.03 ± 0.02 0.09 ± 0.002 0.08 (0.04–0.19)

Тетрадеканоилкарнитин (C14) 0.06 ± 0.003 0.07 ± 0.002 0.18 (0.11–0.31)
Гексадеканоилкарнитин (C16) 0.56 ± 0.02 0.53 ± 0.02 2.93 (1.65–4.76)
Октадеканоилкарнитин (C18) 0.34 ± 0.01 0.32 ± 0.01 0.86 (0.52–1.43)

 
Примечание. Представлены средние значения ± стандартная ошибка среднего пяти или шести измерений.
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лаланина в крови, может не выявить заболевание, 
что и произошло с пациентом 2.

Эффективное использование масс-спектрометрии 
для точной диагностики ФКУ, особенно при проме-
жуточных концентрациях фенилаланина в крови, 
описано в работах Chace и соавт. [15, 16]. В качестве 
более точного и селективного критерия диагности-
ки вместо концентрации фенилаланина они пред-
ложили использовать отношение концентрации 
фенилаланина и тирозина, поскольку при этом кор-
ректируются изменения общего уровня аминокислот. 
Отношение концентраций фенилаланина и тирозина 
в крови в норме находится в диапазоне от 0.49 до 0.93, 
повышаясь до значений от 1.3 до 14.3 у больных ФКУ 
[15, 16]. Мы зарегистрировали высокие значения это-
го параметра, явно и однозначно соответствующие 
ФКУ как у пациента 1 (6.9 ± 0.3), так и у пациента 2 
(5.8 ± 0.1) (таблица). В то же время родители паци-
ентов – гетерозиготные носители мутации, имели от-
ношения, характерные для здоровых людей: 0.9 ± 0.1 
(мать) и 0.7 ± 0.02 (отец).

Мы также определили уровни карнитинов в кро-
ви пациентов (таблица) и сравнили их с данными 20 
здоровых детей [17]. Ранее было показано, что уров-
ни карнитинов могут быть полезным критерием 
при идентификации врожденных сбоев метаболиз-
ма, и они существенно меняются при различных 
метаболических нарушениях [18]. Также отмечено, 
что концентрации карнитинов значительно понижа-
ются в крови пациентов с ФКУ после диетотерапии 
с пониженным содержанием фенилаланина, если 
она не дополняется карнитинами [19]. У наших па-
циентов выявлено незначительное снижение обще-
го уровня карнитинов (44.9 мкМ у пациента 1 и 55.2 
мкМ у пациента 2) относительно нормальных уров-
ней, которые составляют 60–100 мкМ [20]. Общие 
уровни ацилкарнитинов (13.2 мкМ у пациента 1 
и 13.9 мкМ у пациента 2) полностью соответствовали 
норме. Возможный дефицит карнитинов мы опреде-
ляли по отношению концентраций ацилкарнитинов 
и свободных карнитинов. Значения (0.42 у пациента 
1 и 0.33 у пациента 2) были значительно ниже верх-
него предела нормы (0.6), что свидетельствует о до-

статочных уровнях свободного карнитина, а также 
о соответствующей норме доле связанных форм кар-
нитина. Таким образом, концентрации ацилкарнити-
нов у наших гомозиготных носителей p.R155H были 
в пределах нормы, несмотря на то, что ряд исследо-
ваний [21, 22] свидетельствуют о значительных от-
личиях концентраций ацилкарнитинов у пациентов 
с классической ФКУ от нормы.

ВЫВОДЫ
Мы обследовали двух близкородственных гомозигот-
ных носителей мутации p.R155H, ассоциированной 
с ФКУ, с различными историями терапии: один под-
вергался диетотерапии, а другой лечения не получал. 
В случае использования концентрации фенилалани-
на в крови в качестве единственного диагностическо-
го критерия ФКУ состояние одного пациента следу-
ет классифицировать как гиперфенилаланинемию, 
а другого – как ФКУ средней тяжести. В то же время 
использование отношения концентраций фенилала-
нина и тирозина в качестве критерия позволяет до-
стоверно диагностировать ФКУ у обоих пациентов. 
Таким образом, уровень фенилаланина в крови сам 
по себе не может служить достоверным критерием 
диагностики ФКУ во всех случаях и не должен ис-
пользоваться в качестве единственного диагности-
ческого критерия. Наши данные подтверждают воз-
можность использования соотношения концентраций 
фенилаланина и тирозина в качестве более точного 
и достоверного критерия при неонатальной диагно-
стике. Мы также показали возможность использо-
вания масс-спектрометрического анализа в качестве 
основного метода неонатальной диагностики ФКУ.

Определенные нами концентрации свободной 
и связанных форм карнитинов в крови свидетель-
ствуют о том, что гомозиготные носители мутации 
p.R155H, вероятно, не испытывают существенных 
ограничений энергетического обмена в клетках, в от-
личие от пациентов с классической ФКУ или ФКУ 
средней тяжести. 

Работа выполнена при поддержке проектов  
ГЗ (№ 0309-2019-0020 и 0309-2019-0007).
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РЕФЕРАТ Методом «зеленого» синтеза получены наночастицы серебра (НЧ). Коллоидно стабильные в фос-
фатно-солевом растворе наночастицы размером 35.4 ± 1.6 нм получены при синтезе с растительным экс-
трактом лаванды узколистной Lavandula angustifolia Mill. и 56.4 ± 2.4 нм – с ее каллусным экстрактом. 
НЧ охарактеризованы методами спектрофотометрии, динамического светорассеяния и сканирующей 
электронной микроскопии. Была изучена динамика синтеза НЧ, а также цитотоксические свойства частиц, 
полученных с использованием растительного экстракта. Посредством модификации НЧ бычьим сыворо-
точным альбумином показано, что блокировка поверхности НЧ полностью подавляет их цитотоксическое 
действие в условиях in vitro. Синтезированные НЧ обладают свойством локализованного поверхностного 
плазмонного резонанса, малым размером и возможностью модификации поверхности белковыми молеку-
лами, что в совокупности определяет их перспективность в качестве агентов для онкотераностики.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА вторичные метаболиты, «зеленый» синтез, лаванда, серебряные наночастицы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БСА – бычий сывороточный альбумин; BM – вторичные метаболиты; ЛППР – ло-
кализованный поверхностный плазмонный резонанс; МС – среда Мурасиге и Скуга; НЧ – наночастицы; 
ПЭГ – полиэтиленгликоль; ТДЗ – тидиазурон.

ВВЕДЕНИЕ
Современные бионанотехнологии открывают широ-
кие перспективы в создании лекарств нового поколе-
ния для борьбы с социально значимыми заболевания-
ми. Средства и методы бионанотехнологий позволяют 
получать различного рода наноструктуры, служа-

щие эффективными инструментами терапии и диа-
гностики, а также тераностики различных заболева-
ний, особенно раковых.

Для разработки методов тераностики необходи-
мо создание агентов, обладающих мультифункци-
ональностью: сочетающих в себе диагностические 
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и терапевтические функции [1–5]. Такими агентами 
могут быть металлические наночастицы (НЧ), об-
ладающие свойством локализованного поверхност-
ного плазмонного резонанса (ЛППР) [6]. Высокая 
химическая активность поверхности таких нано-
частиц позволяет модифицировать их нацеливаю-
щими агентами для доставки к клеткам-мишеням, 
при этом наличие у данных наночастиц ЛППР де-
лает возможным их применение как для детекции, 
так и для селективного уничтожения клеток посред-
ством гипертермии [7, 8]. «Зеленый» синтез, подраз-
умевающий экологически чистый метод получения 
частиц без использования агрессивных токсичных 
и дорогостоящих веществ, является альтернатив-
ным, экономически более выгодным и экологиче-
ски безопасным способом получения наноструктур 
по сравнению с рядом традиционных физико-хими-
ческих методов синтеза НЧ, часто дорогих, трудо-
емких и неэкологичных [9].

В качестве восстанавливающих агентов в таком 
синтезе широко используются вторичные метаболи-
ты (ВМ), продуцируемые растениями [10–12]. Они 
особенно перспективны для «зеленого» синтеза бла-
годаря низкой стоимости продукции, короткой про-
должительности синтеза и биобезопасности. Также 
с помощью культивирования растений in vitro мож-
но масштабировать производство необходимых ве-
ществ, так как такие методы позволяют получать 
в короткие сроки большое количество стандартизи-
рованного растительного материала, а также выде-
лять необходимые ВМ круглый год.

При создании успешного наноагента для эффек-
тивного воздействия на раковые клетки необходимо 
учитывать целый ряд параметров, таких, как раз-
мер, состав, покрытие, другие физико-химические 
свойства, параметры циркуляции в кровотоке и т.д. 
Биосовместимость – один из наиболее существен-
ных параметров, влияющих на принципиальную 
возможность использования препарата in vivo. 
НЧ, полученные методом «зеленого» синтеза, ча-
сто обладают большей биосовместимостью за счет 
использования природных веществ с необходимой 
биологической активностью (благородные металлы, 
ВМ, белки), что успешно используется для прове-
дения различных исследований как в условиях in 
vitro, так и in vivo. Такие частицы рассматриваются 
как перспективные для применения в тераностике 
[13, 14].

В данной работе методом «зеленого» синтеза с ис-
пользованием водных экстрактов лаванды узко-
листной (Lavandula angustifolia Mill.) получены НЧ 
серебра. Изучена динамика синтеза НЧ, а также их 
цитотоксические свойства до и после модификации 
поверхности в условиях in vitro.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Введение растительного материала в культуру in vitro
Семена лаванды узколистной L. angustifolia Mill. сорт 
Munstead (семейство Яснотковые, Lamiaceae Mart.) 
стерилизовали 5% раствором гипохлорита натрия 
(экспозиция 10 мин). После стерилизации семена 
двукратно отмывали в стерильной дистиллирован-
ной воде и помещали в чашки Петри с безгормональ-
ной средой Мурасиге и Скуга (МС) [15]. Контрольные 
семена проращивали в нестерильных условиях 
на фильтровальной бумаге, смоченной дистиллиро-
ванной водой. Всхожесть семян оценивали на 15-е 
сутки по ГОСТ 30556-98 [16]. Через 3 недели после 
посадки семян проростки пересаживали в контейне-
ры на среду МС для дальнейшего развития.

Клональное микроразмножение
Растения высотой 10 см (4–6 узлов) нарезали на че-
ренки (узел с сегментами междоузлия) и размножа-
ли в два этапа: посадка на среду МС с добавлением 
0.5 мг/л тидиазурона (ТДЗ) для стимуляции роста 
надземной части, затем пересаживали на среду ¼ МС 
с добавлением 0.2 мг/л α-нафтилуксусной кислоты 
для индукции ризогенеза [17].

Индукция каллусогенеза
Стеблевые экспланты помещали на среду МС с до-
бавлением 0.5 мг/л 2,4-дихлорфеноксиуксусной кис-
лоты (2,4-Д). Для индукции каллусогенеза использо-
вали ранее культивированные in vitro растения.

Получение водных экстрактов
Водные экстракты получали из надземной части 
асептических растений и каллуса. Растительный 
материал, замороженный в жидком азоте, растира-
ли в ступке. По достижении гомогенатом комнатной 
температуры к нему добавляли дистиллированную 
воду в соотношении 1 : 3. Смесь помещали на водя-
ную баню и кипятили в течение 30 мин [18], экстракт 
фильтровали, центрифугировали в течение 60 мин 
при 20000 g, отбирали супернатант и использовали 
его для синтеза наночастиц.

Выделение преобладающих фракций 
растительного экстракта
Водный экстракт растений лаванды исследова-
ли с помощью аналитической хроматографии. 
Анализировали хроматограммы образцов водно-
го экстракта растения и каллуса лаванды на трех 
длинах волн (214, 280 и 320 нм). Фракции, соответ-
ствующие максимальным пикам (обозначены циф-
рами на рис. 5А), где высушивали с использовани-
ем лиофилизатора, растворяли в среде RPMI-1640 
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c 10% фетальной бычьей сыворотки и использовали 
для оценки цитотоксичности.

Синтез наночастиц
Серебряные наночастицы получены методом «зеле-
ного» синтеза путем смешивания 50 мкл раствора 
нитрата серебра в воде (1 г/л) и 50 мкл экстрактов 
либо растений, либо каллусов лаванды в диапазоне 
концентраций от 30 до 0.5%. В процессе синтеза ча-
стиц измеряли спектры поглощения при 350–800 нм 
в четырех временных точках (30, 60, 150, 240 мин) 
с использованием планшетного анализатора Infinite 
M100 Pro (Tecan, Австрия). Эффективность син-
теза НЧ оценивали по интенсивности пика ЛППР. 
Наличие пика поверхностного плазмонного резонан-
са считается качественным критерием присутствия 
в системе металлических НЧ [19, 20].

Морфологию синтезированных наночастиц иссле-
довали методом сканирующей электронной микро-
скопии при ускоряющем напряжении 10 кВ на ми-
кроскопе MAIA3 Tescan (Чехия).

Модификация наночастиц
НЧ модифицировали бычьим сывороточным альбу-
мином (БСА) путем сорбции белка на поверхности 
частиц. Эффективность модификации НЧ косвенно 
подтверждена путем измерения их гидродинами-
ческого размера. Размер частиц определяли мето-
дом динамического рассеяния света на анализаторе 
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd.).

Изучение цитотоксических свойств
Цитотоксические свойства растительного экстрак-
та, его преобладающих фракций и НЧ, полученных 
с помощью данного экстракта до и после стаби-
лизации БСА, изучали при помощи стандартного 
МТТ-теста. Исследование проводили на клеточных 
линиях различного происхождения: CHO (клетки 
яичника китайского хомячка), SK-BR-3 (аденокар-
цинома молочной железы человека), SKOV3-1ip 
(аденокарцинома яичника человека), а также на ли-
нии SKOV-kat, трансфицированной красным флу-
оресцентным белком Katushka, для прижизненного 
мониторинга развития злокачественных образова-
ний in vivo на модельных лабораторных животных 
[21].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Наночастицы серебра для биомедицинских при-
менений синтезированы с использованием водного 
экстракта лаванды узколистной – эфиромасличного 
растения, широко применяющегося в пищевой, кос-
метической и фармацевтической промышленности. 
Использование вторичных метаболитов (ВМ) лаван-

ды, способных восстанавливать ионы металлов из их 
солей, является перспективным экологически без-
опасным способом создания НЧ с антибактериальны-
ми и цитотоксическими свойствами. Ряд наночастиц, 
полученных путем восстановления ионов металлов, 
обладает свойством поверхностного плазмонного 
резонанса и, как следствие, возможностью нагрева, 
что может использоваться в онкотераностике для ги-
пертермии тканей.

Культура клеток и тканей лаванды узколистной
В процессе культивирования in vitro получены про-
ростки лаванды узколистной (рис. 1А). Всхожесть се-
мян при введении в культуру in vitro не отличалась 
достоверно от всхожести в контрольном образце и со-
ставляла 80.0 ± 19.6%, что свидетельствует об эффек-
тивности выбранного способа стерилизации.

При размножении растений на среде МС с добав-
лением 0.5 мг/л ТДЗ получены проростки средней 
высотой 6.4 ± 2.1 см. Наблюдалось множественное 
побегообразование, что считается хорошим пока-
зателем эффективности увеличения вегетативной 
массы растений. Также у 4% черенков наблюдался 
спонтанный ризогенез, такие растения не нуждались 
в дальнейшей пересадке.

Для укоренения оставшихся растений исполь-
зована среда, содержащая низкие концентра-
ции макроэлементов, ¼ МС с добавлением 0.2 мг/л 
α-нафтилуксусной кислоты, при этом частота ризо-
генеза составила 90.7–93.3%. Этот этап клонально-
го микроразмножения помог значительно повысить 
эффективность образования корней у полученных 
ранее растений.

Частота каллусогенеза стеблевых эксплантов со-
ставила 95–99%. Каллус имел рыхлую консистенцию, 
а также светло-зеленый оттенок (рис. 1Б). Каллус 
с такими свойствами в дальнейшем можно исполь-
зовать для получения суспензии растительных кле-
ток, что позволит увеличить выход ВМ в культуре 
in vitro.

Рис. 1. Растения (А) и каллус (Б) Lavandula angustifolia 
Mill. сорта Munstead, полученные в культуре in vitro

А Б
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Синтез наночастиц
Частицы были получены посредством длительно-
го инкубирования раствора нитрата серебра и экс-
трактов из растений и каллуса лаванды как описано 
в разделе «Экспериментальная часть». Для количе-
ственной оценки эффективность синтеза наночастиц, 
обладающих пиком ЛППР, оценивали спектрофото-
метрическим методом, что позволяет выявить пик 
ЛППР и определить его интенсивность. Спектры сме-
сей раствора нитрата серебра и экстрактов из рас-
тений и каллуса лаванды, полученные в разных 
временных точках (рис. 2), позволяют сделать вы-
вод о монотонно возрастающей зависимости между 
поглощением образца НЧ на длине волны, соответ-
ствующей пику ЛППР, и концентрацией экстрактов, 
а также временем инкубации соли серебра с экс-
трактом. Наибольшее поглощение образцов, наблю-
даемое при синтезе с растительным экстрактом (30%) 
в течение 240 мин инкубации, составило 0.82 отн.ед., 
что превышает аналогичный показатель для кал-

лусного экстракта в 1.6 раза (рис. 2). В дальнейшем 
для синтеза НЧ использовали экстракт в концентра-
ции 7.5%, так как при этой концентрации наблюдался 
достаточно интенсивный пик плазмонного резонан-
са, подтверждающий формирование наноструктур, 
а также поддерживался избыток соли серебра в рас-
творе.

Далее была изучена коллоидная стабильность НЧ. 
Частицы проявляли агрегационную и седиментаци-
онную стабильность в фосфатно-солевом растворе 
в течение длительного времени (3 месяца, дальней-
шие наблюдения не проводили) без какой-либо по-
верхностной модификации, что считается хорошим 
показателем выбранного метода синтеза. Стоит от-
метить, что в большинстве случаев металлические 
частицы требуют дополнительной обработки различ-
ными стабилизаторами (цитратом натрия, различны-
ми белками, ПЭГом и другими полимерами) для до-
стижения коллоидной стабильности в буферных 
растворах. Синтезированные НЧ могут быть исполь-

Рис. 2. Анализ эффек-
тивности синтеза НЧ. 
А – спектры поглоще-
ния смеси экстракта 
и НЧ (верхние панели), 
экстракта (средние па-
нели) и НЧ (нижние па-
нели) в диапазоне длин 
волны 350–800 нм, 
полученные в ходе 
инкубации в течение 
240 мин водного рас-
твора нитрата серебра 
(1 г/л) и раститель-
ного (левые панели), 
и каллусного (правые 
панели) экстрактов 
в концентрациях 
0.5–30% (показано 
цветом). Б – интен-
сивность пиков плаз-
монного резонанса 
при синтезе серебря-
ных НЧ в зависимо-
сти от концентраций 
растительного (левая 
панель) и каллусного 
(правая панель) экс-
трактов и времени 
инкубации (показано 
цветом) экстрактов 
с водным раство-
ром нитрата серебра 
(1 г/л)
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зованы для последующей модификации биологиче-
ски активными молекулами, в том числе распознаю-
щими раковые клетки полипептидами (антителами, 
скаффолдами), требующими длительного хранения 
в солевых растворах. 

В результате обработки изображений, полученных 
методом электронной микроскопии, определен сред-
ний размер наночастиц – 35.4 ± 1.6 нм при синтезе 
с растительным экстрактом и 56.4 ± 2.4 нм при синте-
зе с каллусным экстрактом (рис. 3Б). НЧ в основном 
имели округлую форму, однако часть частиц, полу-
ченных с использованием каллусного экстракта, име-
ла форму тетраэдра или более сложных многогран-
ников (рис. 3А).

Следует отметить, что размер НЧ, используемых 
in vivo, имеет большое значение, поскольку он опре-
деляет свойства наночастиц и влияет на прохожде-
ние ими гематоэнцефалического барьера [22–24].

Следовательно, при синтезе наночастиц необхо-
димо учитывать все параметры, влияющие на их 
размер, а также иметь возможность воздействовать 
на эти параметры для получения наночастиц опти-
мального размера для успешного проникновения 
в клетку.

В дальнейших экспериментах использовали сере-
бряные НЧ, полученные с растительным экстрактом, 

так как они по всем параметрам превосходили НЧ, 
синтезированные с помощью каллусного экстракта – 
имели большую интенсивность пика ЛППР, мень-
ший размер и более стабильную форму. Поскольку 
применение наночастиц для задач онкотераностики 
подразумевает модификацию их поверхности раз-
личными соединениями (антитела, аффибоди и др.), 
которая значительно влияет на конечный гидродина-
мический размер, поэтому для работы выбраны на-
ночастицы с меньшим средним диаметром.

Изучение цитотоксических свойств НЧ
С целью изучения перспективности синтезирован-
ных НЧ для различных биомедицинских примене-
ний, в частности для онкотераностики, исследована 
биосовместимость данных НЧ в культуре in vitro. 
С использованием стандартного МТТ-теста иссле-
довано действие НЧ, полученных с помощью рас-
тительного экстракта, а также выделенных из него 
фракций, которые, вероятно, влияют на цитотоксич-
ность как самого экстракта, так и НЧ.

По данным МТТ-теста (рис. 4А) синтезирован-
ные немодифицированные наночастицы обладали 
цитотоксическими свойствами по отношению к кле-
точным линиям CHO и SK-BR-3 в большей степе-
ни, SKOV3-1ip – в меньшей. На жизнеспособность 
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Рис. 4. Исследование цитотоксичности серебряных НЧ 
с помощью МТТ-теста. Зависимость жизнеспособ-
ности (%) клеточных линий CHO, SK-BR-3, SKOV3-1ip 
и SKOV-kat (показаны цветом) от содержания в среде 
серебряных НЧ (мкг/мл) до (А) и после (Б) стабилиза-
ции бычьим сывороточным альбумином (БСА)

Рис. 3. Анализ морфологии серебряных НЧ. А – элек-
тронные микрофотографии НЧ, полученные с исполь-
зованием сканирующей электронной микроскопии 
при ускоряющем напряжении 10 кВ на микроскопе 
MAIA3 Tescan (Чехия). Б – гистограммы распределе-
ния количества НЧ (%) по размеру (нм)
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Рис. 5. Цитотоксичность растительного экстракта лаванды узколистной. А – хроматограмма растительного 
экстракта (λ = 280 нм). Цифрами показаны пики поглощения, соответствующие преобладающим фракциям, 
полученным из экстракта. Б – исследование цитотоксичности растительного экстракта и его основных фракций 
с помощью МТТ-теста. Зависимость жизнеспособности (%) клеточных линий CHO, SK-BR-3 (показаны цветом) 
от содержания в среде растительного экстракта и его фракций (1–13)

клеток линии SKOV-kat, немодифицированные НЧ, 
не влияли. 

Действие растительного экстракта и его основных 
фракций, выделенных методом аналитической хро-
матографии, на клеточные линии CHO и SK-BR-3 
оценили с использованием МТТ-теста. Были выделе-
ны фракции, соответствующие пикам с наибольшим 
поглощением при λ = 280 нм (рис. 5А). На основании 
данных, представленных на рис. 5А, предположили, 
что цитотоксичность полученных НЧ по отношению 
к этим клеточным линиям обусловлена наличием 
на поверхности НЧ биологически активных веществ, 
а именно, вторичных метаболитов из растительно-
го экстракта, используемого в процессе синтеза НЧ. 
Для подтверждения этой гипотезы проанализиро-
вано цитотоксическое действие как 1% экстракта, 
так и его фракций, высушенных и растворенных 
в ростовой среде. По данным МТТ-теста (рис. 5Б), 
фракции 2 и 6 проявляли значительно большую 
цитотоксичность по отношению к линии SK-BR-3, 
но не влияли на жизнеспособность линии CHO. 
Фракции 3, 9 и 12 вызывали противоположный эф-
фект. Наибольшее цитотоксическое действие на обе 
клеточные линии оказывал сам экстракт, а также 
фракции 5, 7, 10 и 11, причем воздействие на жиз-
неспособность клеточной линии SK-BR-3 было бо-
лее выражено. Таким образом, можно сделать вы-
вод, что цитотоксические свойства растительного 
экстракта и, вероятно, цитотоксические свойства НЧ 
определяют в основном фракции 5, 7, 10 и 11.

Поскольку НЧ оказывали цитотоксическое дей-
ствие на некоторые клеточные линии, предположи-
ли, что блокирование поверхности частиц биосовме-
стимым белком может уменьшить данный эффект. 
В качестве блокирующего белка был выбран бы-
чий сывороточный альбумин (БСА), не влияющий 
на жизнеспособность клеток.

Диаметр частиц БСА после стабилизации увели-
чился в среднем на 71.9 нм. Согласно результатам 
МТТ-теста, в культуре in vitro модифицированные 
таким образом наночастицы не оказывали цитоток-
сического воздействия на все изученные клеточные 
линии (рис. 4Б). Полученные данные свидетельству-
ют о том, что БСА экранирует поверхность НЧ, бло-
кируя таким образом их цитотоксичность.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методом «зеленого» синтеза с использованием во-
дных экстрактов растений и каллуса лаванды узко-
листной получены коллоидно стабильные наночасти-
цы серебра. Отработаны условия синтеза стабильных 
в фосфатно-солевом буфере НЧ, имеющих опти-
мальный для применения в онкотераностике раз-
мер – 35.4 ± 1.6 нм. НЧ охарактеризованы методами 
спектрофотометрии, динамического светорассеяния 
и сканирующей электронной микроскопии. Изучены 
цитотоксические свойства частиц, полученных с ис-
пользованием растительного экстракта. Доказано, 
что блокировка поверхности НЧ белком БСА полно-
стью подавляет их цитотоксическое действие в усло-
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виях in vitro. Полученные НЧ обладают совокупно-
стью свойств, предопределяющих перспективность 
создания на их основе мультифункциональных аген-
тов, сочетающих в себе диагностические и терапев-
тические функции. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке гранта Российского научного фонда, 

проект № 19-14-00112, и программы повышения 
конкурентоспособности НИЯУ МИФИ 

(договор № 02.a03.21.0005).
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ВВЕДЕНИЕ
Секреция медиатора в химическом синапсе осущест-
вляется посредством экзоцитоза во время слияния 
мембраны синаптической везикулы, заполненной ме-
диатором, с пресинаптической мембраной. Этот про-
цесс происходит в области специализированных об-
разований – активных зон при открытии Са-каналов 
пресинаптической мембраны. Порция медиатора, 
освобождаемая во время экзоцитоза отдельной ве-
зикулы, носит название кванта. Истощающийся 
в процессе секреции запас синаптических везикул 
восполняется в процессах эндоцитоза и транспорта 
везикул. Из пресинаптической мембраны образу-

ются новые везикулы, которые вновь заполняются 
медиатором, транспортируются к активным зонам 
и повторно используются в секреции (механизм ре-
циклирования). Совокупность процессов экзоцитоза, 
эндоцитоза и транспорта синаптических везикул со-
ставляет везикулярный цикл – важный пресинап-
тический механизм, обеспечивающий эффективную 
секрецию медиатора нейроном в течение длительно-
го времени. Известно, что синаптические везикулы 
в двигательных нервных окончаниях функциональ-
но разнородны, они составляют несколько везику-
лярных пулов. Пул везикул, готовых к освобожде-
нию медиатора (readily releasable pool), представлен 
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РЕФЕРАТ Септины – наименее изученный элемент цитоскелета, входят в состав консервативного, недавно 
открытого семейства GTP-связывающих белков. Септины экспрессируются нейронами и взаимодействуют 
с целым рядом белков, принимающих участие в процессах экзо-эндоцитоза синаптических везикул. Однако 
наши знания о роли септинов в механизмах синаптической передачи и пресинаптического везикулярного 
цикла недостаточны. В опытах на двигательных нервных окончаниях диафрагмы мыши с использованием 
внутриклеточного микроэлектродного отведения постсинаптических сигналов, флуоресцентной конфо-
кальной микроскопии и красителя FM 1-43 исследованы процессы секреции медиатора и экзо-эндоцитоза 
синаптических везикул в условиях стимуляции полимеризации септинов форхлорфенуроном. Обнаружено, 
что аппликация форхлорфенурона приводит к усилению депрессии секреции медиатора в процессе дли-
тельного высокочастотного раздражения (20 и 50 имп/с). Раздражение двумя короткими высокочастотны-
ми пачками импульсов показало, что форхлорфенурон вызывает снижение скорости восполнения запаса 
готового к освобождению медиатора. На фоне действия форхлорфенурона в нервном окончании увеличива-
лось количество везикул, захвативших краситель во время эндоцитоза, замедлялся темп выброса флуорес-
центного красителя в предварительно загруженных FM 1-43 нервных окончаниях при экзоцитозе. Сделано 
заключение, что стимуляция полимеризации септинов форхлорфенуроном приводит к замедлению реци-
клирования (повторного использования) синаптических везикул в двигательных нервных окончаниях, 
связанного с нарушением процессов везикулярного транспорта. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА везикулярный цикл, двигательное нервное окончание, секреция медиатора, септины, 
форхлорфенурон.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ПКП – потенциал концевой пластинки; ФХФ – форхлорфенурон.
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везикулами, расположенными в непосредственной 
близости к активной зоне. Этот пул, имеющий огра-
ниченный размер, довольно быстро истощается и эф-
фективно восполняется везикулами рециклирую-
щего (мобилизационного) пула, которые образуются 
из пресинаптической мембраны за счет эндоцитоза 
(короткий путь). При длительной высокочастотной 
активности нейрона в процесс секреции могут вовле-
каться синаптические везикулы, которые составля-
ют большой резервный пул и формируются с поверх-
ности эндосом нервного окончания (длинный путь) 
[1–3]. Большой научный интерес представляют ме-
ханизмы, регулирующие работу пресинаптического 
везикулярного цикла и везикулярного транспорта. 
Одним из них может быть цитоскелет, включающий 
несколько динамично полимеризущихся/деполиме-
ризущихся элементов: актиновые филаменты, про-
межуточные филаменты, микротрубочки, септины. 

Септины, представляющие собой наименее из-
ученный элемент цитоскелета, входят в состав кон-
сервативного, недавно открытого семейства GTP-
связывающих белков [4]. Септины вовлечены в такие 
клеточные процессы, как деление, реорганизация 
других элементов цитоскелета, внутриклеточный 
транспорт. Cлужа специфическим барьером, септи-
ны могут отделять специализированные мембранные 
участки друг от друга [5]. У млекопитающих известно 
13 видов септинов (обозначаемые SEPT1–SEPT12, 
SEPT14) [6], которые, объединяясь друг с другом, 
образуют гетероолигомерные комплексы, способ-
ные полимеризоваться в более сложные структу-
ры (филаменты, кольца и сети). В зрелых нервных 
окончаниях выявлены SEPT3, SEPT5–7 и SEPT11 
[7], однако их функции недостаточно изучены. Так, 
SEPT5 и SEPT7 вовлечены в рост аксонов [7] и ден-
дритов [8, 9]. Обнаружена колокализация SEPT5, 
SEPT6, SEPT3 с синаптическими везикулами [7, 10, 
11]. Также показано взаимодействие септинов с це-
лым рядом белков, принимающих участие в процес-
сах экзоцитоза: Munc-18-1, синапсином-2, VAMP2, 
синаптофизином, синаптотагмином-1, NSF, Hsc70 
и др. Предполагается, что динамическая реоргани-
зация cептинов необходима для процессов экзоци-
тоза синаптических везикул и секреции медиатора 
[12–15]. Еще меньше мы знаем о роли септинов в про-
цессах эндоцитоза и транспорта синаптических вези-
кул. Предпосылкой к возможному участию септинов 
в данных процессах служит обнаружение взаимо-
действия септинов с белками, участвующими в про-
цессах эндоцитоза – клатрином, флоттилином и ди-
намином [12, 16], а также колокализация септинов 
и насыщенных фосфоинозитол-4,5-бисфосфатом 
участков цитоплазматической мембраны, необходи-
мых для клатринзависимого эндоцитоза [17, 18]. 

С использованием комбинации электрофизиоло-
гического подхода и флуоресцентной конфокальной 
микроскопии оценены процессы рециклирования 
синаптических везикул в условиях стимуляции по-
лимеризации септинов форхлорфенуроном (ФХФ). 
ФХФ селективно стимулирует полимеризацию 
септинов, не влияя на другие формы цитоскелета 
(микротрубочки и актиновые филаменты), и не об-
ладает цитотоксичностью в концентрациях до 500 
мкМ [19].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объект исследования, растворы
Эксперименты проведены на изолированных нерв-
но-мышечных препаратах диафрагмы мыши. 
Работа проведена в соответствии с международ-
ными правилами работ с использованием экспери-
ментальных животных. После выделения препарат 
помещали в ванночку и постоянно перфузировали 
раствором для теплокровных следующего состава 
(в мМ): NaCl – 125, KCl – 2.5, NaH2

PO
4 

– 1, CaCl
2 

– 2, 
MgCl

2 
– 1, глюкоза – 11, NaHCO

3 
– 12. Значения рН 

поддерживали на уровне 7.3–7.4; температура 240С. 
Перфузионный раствор постоянно насыщали карбо-
геном (95%O

2
/5%CO

2
). Все исследования проводили 

только на поверхностно расположенных синапсах. 
Раздражение двигательного нерва осуществляли 
прямоугольными электрическими импульсами дли-
тельностью 0.2–0.3 мс сверхпороговой силы с часто-
той 0.2 имп/с (редкое раздражение) или 20, 50 имп/с 
(высокочастотное раздражение). Для блокирования 
сокращений препарата использовали µ-котококсин 
GIIIB в концентрации 1–2 мкМ (фирма Peptide 
Institute, Inc, Япония). Полимеризацию септинов 
стимулировали, добавляя в перфузионный раствор 
форхлорфенурон (50 мкМ) на 40 мин. Все исполь-
зованные вещества за исключением µ-котококсина 
GIIIB были фирмы Merch (Германия).

Электрофизиология
Регистрацию одноквантовых миниатюрных потен-
циалов концевой пластинки (МПКП), возникающих 
спонтанно в покое, и многоквантовых потенциалов 
концевой пластинки (ПКП) в ответ на раздраже-
ние двигательного нерва производили с помощью 
стеклянных микроэлектродов с диаметром кончи-
ка менее 1 мкм и сопротивлением 8–10 МОм, за-
полненных 2.5 М раствором KCl. Микроэлектрод 
вводили в мышечное волокно в области нервного 
окончания под визуальным контролем. Уровень 
мембранного потенциала покоя контролировали 
при помощи милливольтметра. Эксперименты, 
в которых изменение мембранного потенциала 



56 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 2 (41)  2019

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

покоя превышало 5 мВ, не учитывали. Сигналы 
оцифровывали с помощью платы АЦП Ла-2USB. 
Перед подачей высокочастотного раздражения ре-
гистрировали 35–100 МПКП и 7–10 ПКП при ред-
ком раздражении. Для анализа количества кван-
тов медиатора, освобожденных в ответ на каждое 
раздражение (квантовый состав ПКП), амплиту-
ду каждого зарегистрированного ПКП и МПКП 
нормировали по уровню мембранного потенциала 
– 75 мВ; квантовый состав рассчитывался как от-
ношение амплитуды ПКП на среднюю амплитуду 
МПКП с использованием коррекции на нелиней-
ную суммацию [20, 21]. 

Флуоресцентная микроскопия
Процессы экзо- и эндоцитоза синаптических вези-
кул изучали с использованием флуоресцентного 
красителя FM 1-43 (SynaptoGreen С4, Merch) в кон-
центрации 6 мкМ. Краситель обратимо связывается 
с пресинаптической мембраной и во время эндоци-
тоза (после стимуляции экзоцитоза) оказывается 
внутри вновь образующихся синаптических везикул 
(«загружается» в нервные окончания) [22, 23]. В этом 
случае в нервном окончании наблюдалось яркое 
свечение, отражающее процесс захвата красителя 
синаптическими везикулами, прошедшими экзо-
эндоцитоз [23]. Стимуляция экзоцитоза предвари-
тельно загруженных везикул вызывает освобожде-
ние («выгрузку») красителя из нервных окончаний. 
Флуоресценцию наблюдали с помощью моторизо-
ванного микроскопа BX51W1 (Olympus, Германия), 
оснащенного конфокальным сканирующим дис-
ком DSU, светодиодным осветителем CoolLed pE-1 
(CoolLed, Великобритания) и CCD-камерой OrcaR2 
(Hamamatsu, Япония), совмещенной с персональ-
ным компьютером через специализированный 
софт Olympus Cell^P. Оптика для анализа свечения 
FM 1-43 включала набор светофильтров Olympus 
U-MNB2 и водно-иммерсионный объектив Olympus 
LUMPLFL60хw (1.0 NA). Интенсивность свечения 
оценивали, используя программу ImagePro, в отно-
сительных единицах (отн. ед.) как среднее свечение 
пикселей изображения нервного окончания за вы-
четом фоновой флуоресценции. Фоновое значение 
флуоресценции определяли как среднюю интенсив-
ность свечения в квадрате 50 × 50 пикселей в участке 
изображения без нервных окончаний [24]. 

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программы Origin (Origin Lab Corp.). 
Количественные результаты исследования пред-
ставлены в форме среднее значение ± стандарт-
ная ошибка, n – число независимых экспериментов. 
Статистическую значимость определяли с помощью 
критерия ANOVA.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Секреция медиатора в процессе длительного 
высокочастотного раздражения при действии 
форхлорфенурона
Обнаружено, что экспозиция ФХФ (40 мин) не вы-
зывала значимых изменений мембранного потенци-
ала покоя мышечных волокон (-73.0 ± 2.8 мВ, n = 20 
и -71.7 ± 3.4, n = 20 в контроле и опыте, p > 0.05). 
При редком раздражении отмечено недостоверное 
снижение квантового состава ПКП, составлявшего 
в контрольных и опытных препаратах 59.0 ± 5.8 кван-
та (n = 18) и 53.3 ± 4.7 кванта (n = 15) соответственно 
(p > 0.05). 

В процессе длительного (3 мин) высокочастотного 
раздражения с частотой 20 имп/с в контроле наблю-
далось трехфазное снижение (депрессия) квантового 
состава ПКП (рис. 1Аа). Первоначальный быстрый 
спад в течение 0.4 с раздражения до 64.7 ± 4.1% (n = 9) 
от исходной величины. После короткого состояния 
«плато» продолжительностью около 1.5–2 с отмеча-
лась вторая фаза более медленного снижения (к 15 с 
раздражения до 54.2 ± 5.5% (n = 9)). Последующее, 
еще более медленное, снижение приводило к сни-
жению квантового состава ПКП к 3 мин раздра-
жения до 35.9 ± 6.5% (n = 9) от исходного уровня. 
Аналогичная трехфазная динамика снижения кван-
тового состава наблюдалась и при раздражении дви-
гательного нерва с более высокой частотой (50 имп/с, 
2 мин), но депрессия секреции медиатора была более 
выражена (рис. 1Ба). Приблизительно к 0.16 с завер-
шался первоначальный быстрый спад, достигавший 
72.3 ± 3.0% (n = 9) от исходной. После короткой фазы 
плато, продолжавшейся 0.5–0.8 с, была заметна вто-
рая фаза снижения, которая характеризовалась бо-
лее медленной кинетикой спада, начиная с 5-й се-
кунды раздражения отмечалась третья, еще более 
медленная фаза. К окончанию второй минуты раз-
дражения квантовый состав составлял 22.7 ± 7.0% 
(n = 9) от исходной величины. 

На фоне действия ФХФ динамика спада кванто-
вого состава ПКП качественно не изменялась (на-
блюдалось трехфазное снижение), однако глубина 
депрессии была значительно больше. В процессе 
высокочастотного раздражения (20 имп/с, рис. 1Аб) 
к 3-й мин раздражения квантовый состав ПКП сни-
жался до 20.2 ± 6.8% (n = 7) от исходного уровня. 
При раздражении с частотой 50 имп/с снижение 
квантового состава ПКП также было более выраже-
ным (рис. 1Бб). К окончанию второй минуты раздра-
жения в опытных препаратах квантовый состав сни-
жался до 6.2 ± 3.6% (n = 9) от исходной. 

Построение кумулятивных кривых количества ос-
вобожденных квантов медиатора выявило статисти-
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чески значимое снижение интенсивности секреции 
медиатора в присутствии ФХФ. Трехминутное раз-
дражение с частотой 20 имп/с в контрольных пре-
паратах приводило к высвобождению 119796 ± 8161 
квантов (n = 9), тогда как на фоне действия ФХФ 
оно было на 27% меньше – 87611 ± 9025 квантов 
(n = 7), p < 0.05 (рис. 1Ав). Двухминутное раздраже-
ние с частотой 50 имп/с приводило к высвобожде-
нию 71505 ± 5543 квантов (n = 9) в контроле, в при-
сутствии ФХФ высвобождение было на 25% меньше 
– 53553 ± 8904 квантов (n = 9), p < 0.05 (рис. 1Бв). 

Углубление депрессии секреции медиатора 
при высокочастотном раздражении в условиях сти-
муляции полимеризации септинов ФХФ может быть 
связано с замедлением мобилизации – темпа воспол-
нения запаса готового к освобождению медиатора. 

Скорость восполнения готового к освобождению 
запаса медиатора при высокочастотном 
раздражении в присутствии форхлорфенурона
Для оценки темпа восполнения готового к освобож-
дению запаса медиатора мы подавали раздраже-

ние короткими (1 с) пачками импульсов с частотой 
50 имп/с с различными интервалами времени между 
ними (0.5, 3 и 60 с) в норме и на фоне действия ФХФ 
[25]. В ответ на первую пачку в течение первых 6–8 
импульсов происходило резкое снижение кванто-
вого состава ПКП, которое сменялось состоянием 
плато (квантовый состав оставался на одинаковом 
уровне) (рис. 2Б,В). Суммирование количества ос-
вобожденных квантов показало, что как в контроле, 
так и на фоне действия ФХФ на первую пачку им-
пульсов освобождалось одинаковое количество кван-
тов (2214 ± 192 (n = 12) и 2205 ± 194 квантов (n = 12), 
p > 0.05). Следовательно, первая пачка раздражения 
вовлекала в секрецию весь готовый к освобождению 
запас медиатора, составляющий в двигательных 
нервных окончаниях мыши около 1700 квантов [25, 
26], и практически не затрагивала запас мобилизаци-
онного (рециклирующего) пула, составляющего около 
80000 квантов [27]. На вторую пачку, поданную че-
рез 0.5 и 3.0 с после первой, отмечался более низкий 
уровень секреции (рис. 2Б,В) вследствие неполного 
восстановления готового к освобождению запаса ме-
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Рис. 1. Секреция медиатора при высокочастотном раздражении в присутствии форхлорфенурона. A – динамика 
спада квантового состава ПКП в процессе длительного высокочастотного раздражения (20 имп/с) в контроле (а) 
и на фоне действия ФХФ (б). Квантовый состав первого ПКП принят за 100%. Представлены усредненные данные 
по всем экспериментам (см. текст). Б – аналогичные кривые при частоте раздражения 50 имп/с. Ав и Бв – ку-
мулятивные кривые количества освобожденных квантов медиатора в процессе высокочастотного раздражения. 
Пунктирные линии указывают время, за которое при раздражении в контроле и в присутствии ФХФ освобожда-
ется одинаковое количество квантов
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диатора. Так, в контроле и на фоне действия ФХФ 
при интервале времени между пачками 0.5 с сумма 
квантов, освобожденных за вторую пачку раздраже-
ний, составила 88.3 ± 1.0% (n = 12) и 83.9 ± 1.0% (n = 
12) от количества квантов, освобожденных за пер-
вую пачку (p < 0.01); а при интервале между пачками 
3 с – 93.0 ± 0.8% (n = 13) и 88.5 ± 1.2% соответственно 
(n = 13), p < 0.01. Следовательно, на фоне действия 
ФХФ секреция медиатора восстанавливалась значи-
мо слабее, чем в контроле, а особенно сильные изме-
нения отмечены в фазе плато (рис. 2В,Б). При боль-
шем интервале между пачками (60 с) наблюдалось 
полное восстановление секреции – 100.1 ± 1.0% 
(n = 12) в норме и 98.9 ± 0.7% (n = 12) на фоне дей-
ствия ФХФ. Учитывая, что среднее время рецикли-

рования синаптических везикул в двигательных 
нервных окончаниях мыши составляет около 50 с 
[27], можно предполагать, что восполнение готового 
к освобождению медиатора во время короткой паузы 
между пачками (0.5 и 3 с) происходит только за счет 
запаса мобилизационного пула, но не эндоцитоза си-
наптических везикул. Таким образом, использование 
ФХФ не изменяет запас готового к освобождению 
медиатора, однако замедляет темп его восполнения 
за счет мобилизационного пула. 

Загрузка FM 1-43 в нервные окончания на фоне 
действия форхлорфенурона 
Углубление депрессии секреции медиатора при дли-
тельном высокочастотном раздражении на фоне 
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Рис. 2. Восполнение готового к освобождению запаса медиатора при высокочастотном раздражении в присут-
ствии форхлорфенурона. А – схема эксперимента. Раздражение двумя короткими (1 с) пачками импульсов с ча-
стотой (50 имп/с), интервал времени между пачками 0.5, 3 и 60 с. Б,В – динамика секреции медиатора во время 
первой (темные кружки) и второй пачки (белые кружки) импульсов в контроле и при действии ФХФ. В каждом 
эксперименте квантовый состав первого ПКП в первой пачке принят за 100%. Видно, что при действии ФХФ глу-
бина депрессии квантового состава ПКП на вторую пачку раздражения при интервалах 0.5 и 3.0 с увеличивается 
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действия форхлорфенурона (рис. 1) также может 
быть связано и с нарушением процессов эндоцито-
за синаптических везикул. Мы попытались прове-
рить это предположение в опытах с флуоресцент-
ным красителем FM 1-43. Известно, что процессы 
эндоцитоза синаптических везикул следуют за про-
цессами экзоцитоза и осуществляются в соотноше-
нии 1 : 1. Поэтому для оценки эндоцитоза необхо-
димо подобрать такие экспериментальные условия, 
при которых уровень секреции медиатора одинаков 
в контрольной и опытной (действие ФХФ) сериях, 
и происходит экзоцитоз одинакового количества 
везикул. Анализ кумулятивных кривых секреции 
медиатора (рис. 1Ав) показал, что раздражение кон-
трольных и опытных препаратов с частотой 20 имп/с 
и продолжительностью 2 и 3 мин соответственно при-
водит к освобождению примерно одинакового коли-
чества квантов медиатора. Такие времена раздраже-
ния использованы при изучении загрузки FM 1-43. 
Если процессы эндоцитоза не страдают, то можно 
ожидать одинаковой загрузки красителя и одинако-
вой интенсивности свечения. Однако интенсивность 
свечения в нервных окончаниях при действии ФХФ 
оказалась значительно больше, чем в контрольных 
препаратах: 71.6 ± 2.7 отн. ед. (n = 123) и 54.1 ± 2.3 отн. 
ед. (n = 123) соответственно, p < 0.01 (рис. 3А). В слу-
чае более высокой частоты раздражения, 50 имп/с, 
продолжительностью 45 с в контрольной и 1 мин 
в опытной сериях (в данных условиях также осво-
бождается одинаковое количество квантов (рис 1Бв)) 
обнаружена статистически значимо более высокая 
интенсивность флуоресценции при действии ФХФ – 
42.9 ± 2.1 отн. ед. (n = 125) по сравнению с контро-
лем – 37.0 ± 1.7 отн. ед. (n = 125), p < 0.05 (рис. 3А). 
Таким образом, стимуляция полимеризации септи-
нов ФХФ увеличивала количество везикул в нерв-
ном окончании, захвативших краситель.

Выгрузка FM 1-43 из нервных окончаний на фоне 
действия форхлорфенурона
В данной серии экспериментов оценено влияние 
ФХФ на процессы экзоцитоза синаптических вези-
кул. На первом этапе все препараты загружали FM 
1-43. С этой целью проводили длительное раздраже-
ние двигательного нерва с частотой 20 имп/с в тече-
ние 3 мин в растворе с FM 1-43 [28]. Далее препараты 
контрольной группы перфузировали стандартным 
раствором, а опытной – раствором с ФХФ. Спустя 40 
мин проводили длительное высокочастотное раздра-
жение (рис. 3Б). При этом наблюдали эффективное 
снижение интенсивности свечения нервных оконча-
ний вследствие выброса флуоресцентного красителя 
вместе с медиатором при экзоцитозе синаптических 
везикул. Обнаружено, что на фоне действия ФХФ 

темп выгрузки красителя уменьшался. К окончанию 
1-й минуты раздражения с частотой 20 имп/с интен-
сивность свечения в контрольных и опытных препа-
ратах снижалась до 78.9 ± 1.0 % (n = 8) и 77.3 ± 1.3% 
(n = 10) (p > 0.05), а через 10 мин – до 22.7 ± 2.2 % 
(n = 8) и 36.0 ± 3.5% (n = 10) (p < 0.05) от исходной 
величины соответственно (рис. 3Б). При раздраже-
нии с частотой 50 имп/с через 1 мин в контрольных 
и опытных препаратах интенсивность свечения со-
ставляла 63.2 ± 2.3 % (n = 11) и 68.2 ± 1.8% (n = 11) 
(p > 0.05), а через 10 мин снижалась до 28.3 ± 1.8% 
(n = 11) и 34.7 ± 2.3% (n = 11) (p < 0.05) от исходной 
величины соответственно (рис. 3Б). Заметно, что ста-
тистически значимые отличия контрольной и опыт-
ной кривых при использовании раздражения 20 и 50 
имп/с отмечались только с 1.5–2.5 мин. Замедление 
выгрузки указывает на снижение темпа передвиже-
ния синаптических везикул рециклирующего и, воз-
можно, резервного пула к местам секреции в актив-
ных зонах при действии ФХФ.

ОБСУЖДЕНИЕ
Септины, как и другие элементы цитоскелета, при-
сутствуют в клетке в полимеризованной и деполи-
меризованной формах. Полимеризованные формы 
септинов формируются около цитоплазматической 
мембраны [29], поэтому можно ожидать, что они 
принимают непосредственное участие в регуляции 
процессов везикулярного цикла, протекающих око-
ло пресинаптической мембраны. Один из наиболее 
валидных и удобных инструментов при изучении 
функции септинов – использование форхлорфену-
рона. Эффекты ФХФ и других способов нарушения 
работы септинов (использование малых интерфери-
рующих РНК и трансгенных животных) оказались 
идентичными при изучении самых разнообразных 
клеточных механизмов [12, 30–34]. 

Септины в процессах секреции медиатора 
и экзоцитоза синаптических везикул
Роль септинов в регуляции процессов экзоцитоза 
и секреции медиатора весьма противоречива. Так, 
предполагается, что SEPT8 способствует процес-
сам экзоцитоза, разобщая комплекс везикулярных 
белков VAMP2/синаптофизина, что приводит к по-
следующему их взаимодействию с SNAP25 и сборке 
комплекса SNARE [14]. В то же время обнаружено, 
что полимеризованный SEPT5 может образовывать 
физический барьер в области активных зон, пре-
пятствующий процессам экзоцитоза синаптических 
везикул, а также способен влиять на расстояние 
между Са-каналом и синаптической везикулой [10]. 
У мышей, утративших в результате нокаута воз-
можность экспрессии SEPT4, обнаружено снижение 
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интенсивности секреции медиатора [35]. Нарушение 
работы повсеместно экспрессируемого варианта сеп-
тина SEPT2 выявило изменения процессов экзоци-
тоза [12]. В то же время не выявлено значимых на-
рушений секреции медиатора у мышей, не способных 
экспрессировать SEPT5 и SEPT3 [36]. Показано сни-
жение интенсивности вызванной синхронной и асин-
хронной, а также спонтанной секреции медиатора 

в нервно-мышечном синапсе мыши при стимуляции 
полимеризации септинов ФХФ [12]. Мы также об-
наружили менее выраженное, но недостоверное 
снижение уровня квантового состава при действии 
ФХФ. Полученные различия, вероятно, связаны 
с использованием разного времени экспозиции ФХФ 
и неодинаковыми внеклеточными концентрациями 
кальция. Известно, что действие форхлорфенурона 

Рис. 3. Загрузка 
и выгрузка FM 1-43 
при высокочастотном 
раздражении в при-
сутствии форхлорфе-
нурона. А – интенсив-
ность флуоресценции 
нервных окончаний 
загруженных FM 1-43 
при частоте раздра-
жения 20 или 50 имп/с 
в контроле и на фоне 
действия ФХФ 
при одинаковом 
уровне секреции 
медиатора (подроб-
нее в тексте). Ниже 
представлены карти-
ны флуоресценции 
в отдельных экспери-
ментах. Б – динамика 
спада интенсивности 
флуоресценции (вы-
грузка красителя) 
при высокочастот-
ном раздражении 20 
и 50 имп/с предвари-
тельно загруженных 
нервных окончаний 
в контроле (черные 
квадраты) и в при-
сутствии ФХФ (белые 
кружки), в % от пер-
воначальной величи-
ны. Ниже приведены 
картины флуоресцен-
ции в начале и в конце 
высокочастотного 
раздражения
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усиливается при увеличении концентрации или вре-
мени экспозиции [19]. Мы использовали экспозицию 
40 мин, тогда как в работе [12] экспозиция была более 
продолжительной – 1 ч. В связи с этим мы могли по-
лучить более слабый эффект стимуляции полимери-
зации септинов на работу белков SNARE-комплекса. 

Септины и процессы эндоцитоза синаптических 
везикул 
Интенсивность загрузки флуоресцентного красите-
ля и свечения нервных окончаний на фоне действия 
ФХФ при одинаковой интенсивности секреции меди-
атора (одинаковом экзоцитозе) оказалась значитель-
но больше, чем в контрольных препаратах (рис. 3А), 
т.е. наблюдалось увеличение количества окрашен-
ных везикул в нервном окончании. Эти данные мож-
но было интерпретировать как усиление процессов 
эндоцитоза синаптических везикул. Однако такое 
заключение возможно только в том случае, если за-
груженные красителем везикулы повторно вовле-
каются в секрецию медиатора с одинаковой скоро-
стью. Анализ кривых выгрузки красителя (рис. 3Б) 
показал, что при раздражении с частотой как 20, 
так и 50 имп/с снижается темп выброса предвари-
тельно загруженного флуоресцентного красителя 
FM 1-43. Это свидетельствует не об усилении эндо-
цитоза, а о замедлении поступления везикул, захва-
тивших краситель, к местам секреции. В то же время 
расхождение кривых динамики выгрузки в первые 
минуты регистрации было не столь значительным, 
чтобы самостоятельно вызывать снижение на 25–27% 
количества секретируемых квантов медиатора в ус-
ловиях действия ФХФ. Поэтому в качестве другого 
объяснения снижения секреции медиатора в усло-
виях полимеризации септинов можно рассматривать 
нарушение процессов транспорта и повторного ис-
пользования синаптических везикул, образованных 
путем эндоцитоза непосредственно во время высоко-
частотного раздражения. На это и может указывать 
обнаруженное усиление захвата флуоресцентного 
красителя FM 1-43 (рис. 3А). Так, если при высоко-
частотном раздражении в контроле определенная 
популяция везикул успевает повторно участвовать 
в экзоцитозе, освобождая вместе с медиатором FM 
1-43, то количество содержащих краситель синап-
тических везикул в нервном окончании становит-
ся меньше ожидаемого. В условиях действия ФХФ 
вследствие нарушения транспорта синаптических 
везикул, вновь образованных путем эндоцитоза, 
уменьшается доля везикул, которая подвергается 
повторному участию в секреции. В результате коли-
чество синаптических везикул, содержащих флуо-
ресцентный краситель, в опыте оказывается выше, 
чем в контроле, что обуславливает более яркую окра-

ску FM 1-43 в присутствии ФХФ (рис. 3А). В то же 
время в присутствии ФХФ параллельно может на-
рушаться сам механизм эндоцитоза, что может вы-
звать замедление процесса. На возможность участия 
септинов в процессах эндоцитоза синаптических ве-
зикул указывают результаты иммуногистохимиче-
ских исследований, которые показали выраженную 
колокализацию SEPT3 с динамином [37]. Также об-
наружено взаимодействие с динамином других сеп-
тинов – SEPT5 и SEPT9 [16]. 

Септины и процессы транспорта синаптических 
везикул 
В начале длительного высокочастотного раздраже-
ния в секреции медиатора принимают участие вези-
кулы пула, готового к освобождению, и рециклирую-
щего пула. Позже (через несколько десятков секунд) 
в секрецию повторно вовлекаются вновь образован-
ные везикулы. Для этого новая синаптическая вези-
кула должна образоваться посредством эндоцитоза, 
заполниться медиатором и поступить в рециклиру-
ющий пул, а затем посредством мобилизации вос-
полнить пул везикул, готовых к освобождению в ак-
тивной зоне. Другими словами, существуют две части 
везикулярного транспортного пути: рециклирующий 
пул – пул, готовый к освобождению, и эндоцитоз – 
рециклирующий пул. По всей видимости, септины 
обеспечивают функционирование обеих этих частей. 
О снижении эффективности транспорта везикул 
к активным зонам в условиях полимеризации сеп-
тинов свидетельствуют электрофизиологические 
данные о замедленной динамике восстановления 
готового к освобождению медиатора пула после вы-
сокочастотного раздражения (рис. 2). На угнетение 
транспорта везикул от мест эндоцитоза указывают 
данные об усилении загрузки и замедлении выгрузки 
FM 1-43 (рис. 3А,Б). 

В качестве механизма участия септинов в транс-
порте синаптических везикул можно рассматривать 
обеспечение ими работы актомиозинового мотора. 
Обнаружено, что септины способны взаимодейство-
вать с актином [38], а также с немышечным миозином 
II [39], которые участвуют в транспорте синаптиче-
ских везикул [40–42]. Одним из механизмов, объяс-
няющих нарушение внутриклеточного транспорта, 
может быть способность полимеризованных септинов 
образовывать преграды, затрудняющие движение 
синаптических везикул [5, 10].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные нами данные свидетель-
ствуют о том, что септины принимают участие в про-
цессах везикулярного цикла и повторного использо-
вания синаптических везикул в секреции медиатора 
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при длительной высокочастотной активности нерв-
но-мышечного синапса. 

Работа поддержана грантом 
РФФИ № 17-04-01870-а, а также грантом 

Российского научного фонда № 14-15-00847-
П (в части реализации научно-методических 
аспектов экспериментального моделирования 

нарушений процессов рециклирования 
синаптических везикул).
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ВВЕДЕНИЕ
Циклофилин А (ЦфА) – белок семейства пептидил-
пролилизомераз, существующий во внутриклеточ-
ной и секретируемой формах. Цитозольный ЦфА 
присутствует во всех тканях и выполняет множе-
ство функций [1]. ЦфА участвует в проведении 
сигнала через Т-клеточный рецептор [1] и служит 
лигандом для циклоспорина А, за счет чего и реа-
лизуется иммуносупрессорное действие последнего 
[1]. 

Секретируемый ЦфА является провоспалитель-
ным фактором, он привлекает клетки врожденного 
иммунитета (гранулоциты, макрофаги, дендритные 
клетки) в очаг воспаления и участвует в патогене-
зе различных заболеваний [1]. Будучи хемоаттрак-
тантом стволовых клеток, а также незрелых гра-
нулоцитов, предшественников дендритных клеток, 
Т- и В-лимфоцитов, и индуцируя их миграцию 
из костного мозга на периферию, секретируемый 

ЦфА осуществляет регенеративные функции [2]. 
ЦфА способен регулировать действие других хемо-
кинов и продукцию провоспалительных цитокинов 
[3]. ЦфА индуцирует дифференцировку и созре-
вание дендритных клеток, а также захват и пред-
ставление антигена этими клетками [4]. Таким об-
разом, ЦфА может быть фактором модуляции 
как врожденного, так и адаптивного иммунитета. 
Накапливающиеся экспериментальные данные ука-
зывают на потенциальную возможность применения 
данного белка при таких заболеваниях, как ишемия 
конечностей, устранение побочных эффектов, вы-
званных действием циклоспорина А, вирусных за-
болеваний и др. 

Однако роль ЦфА в индукции и развитии проти-
воопухолевого иммунного ответа остается малоиз-
ученной. Цель нашей работы состояла в оценке вкла-
да ЦфА как фактора иммунитета, участвующего 
в начальных этапах развития противоопухолевого 

РЕФЕРАТ Циклофилин А (ЦфА) – многофункциональный белок, обладающий изомеразной активностью 
и существующий во внутриклеточной и секретируемой формах. Секретируемый ЦфА способствует ре-
генерации кроветворной и иммунной систем организма, усиливая миграцию стволовых клеток из кост-
ного мозга. В настоящее время разрабатываются стратегии применения ЦфА при ишемии конечностей, 
для устранения побочных эффектов циклоспорина А (ЦсА) и др. Однако роль ЦфА в развитии противоопу-
холевого иммунного ответа не изучена. Используя модельную систему отторжения лимфомы EL-4 мышами 
B10.D2(R101), нами показано, что рекомбинантный ЦфА человека стимулирует противоопухолевый иммун-
ный ответ за счет раннего привлечения гранулоцитов в сайт локализации клеток-мишеней и ускоренного 
системного накопления эффекторных Т-киллерных клеток.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА провоспалительный фактор, противоопухолевый иммунный ответ, трансгенные мыши, 
Т-клеточный рецептор, циклофилин А.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЦфА – циклофилин А; ЦсА – циклоспорин А; рчЦфА – рекомбинантный циклофи-
лин А человека; ТКР – Т-клеточный рецептор; МНС – главный комплекс гистосовместимости; PBS – фос-
фатно-солевой буфер; i.p. – внутрибрюшинное введение; АПК – антигенпредставляющие клетки; CD – кла-
стер дифференцировки.
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иммунного ответа. Определено влияние рекомби-
нантного ЦфА человека (рчЦфА) на отторжение 
лимфомы EL-4 мышами B10.D2(R101). Выявлено им-
муномодулирующее действие рчЦфА, направленное 
на стимуляцию врожденного и адаптивного звеньев 
иммунитета и, как следствие, на ускоренную эли-
минацию опухолевых клеток. Кроме того, в модели 
формирования противоопухолевого иммунного от-
вета у мышей трансгенной линии 1D1b [5] на клетки 
лимфомы EL-4 показана роль рчЦфА в стимуляции 
накопления опухольспецифичных цитотоксических 
Т-лимфоцитов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Мыши
Мышей линий C57BL/6 (KbI-AbDb) и B10.D2(R101) 
(KdI-AdI-EdDb) получали из экспериментально-
биологической лаборатории НИИ ЭДИТО НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина Минздрава России. 
Трансгенные мыши линии 1D1b, в Т-лимфоцитах ко-
торых экспрессируются β-цепи Т-клеточного рецеп-
тора (ТКР) клеток памяти, специфичного к молекуле 
главного комплекса гистосовместимости (MHC) клас-
са I H-2Kb, выведены на генетической основе линии 
B10.D2(R101) в лаборатории механизмов регуляции 
иммунитета НИИ канцерогенеза НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина [5]. В исследованиях использовали 
самцов и самок массой 16–18 г. Экспериментальные 
группы включали 6–8 животных. Работу с живот-
ными проводили в соответствии с протоколом эти-
ческой комиссии НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина 
Минздрава России. 

Получение рчЦфА
Белок выделяли из биомассы клеток Escherichia coli 
BL21(DE3)Gold, трансформированных рекомбинант-
ной плазмидой pETCYPopti, содержащей полнораз-
мерный ген ЦфА человека [6]. рчЦфА использовали 
в виде раствора в натрий-калий фосфатно-солевом 
буфере (PBS, рН 7.3) с чистотой более 95% по данным 
электрофореза. По результатам LAL-теста содержа-
ние эндотоксина в образцах рчЦфА не превышало 
0.038 нг/мг белка.

Иммунизация животных
Мышей линии B10.D2(R101) и 1D1b иммунизирова-
ли внутрибрюшинно (i.p.) клетками лимфомы EL-4 
(KbDb) в количестве 3.0 × 105 и 1.0 × 106 клеток/мышь 
соответственно в 500 мкл PBS. 

Схемы введения рчЦфА
Мышам линии B10.D2(R101) вводили белок i.p. в дозе 
5 мг/кг (100 мкг/мышь) в течение 3 дней после им-

мунизации лимфомой EL-4. Первую инъекцию бел-
ка проводили через 3 ч после имплантации клеток 
EL-4. Мышам линии 1D1b вводили 10 мг/кг рчЦфА 
подкожно в течение 10 дней после иммунизации. 
Контрольным животным вводили PBS в качестве 
плацебо.

Подготовка суспензий клеток
Через 6, 9 и 12 дней после иммунизации мышей ли-
нии B10.D2(R101) умерщвляли путем цервикальной 
дислокации. Для получения лаважа проводили смыв 
брюшной полости 2 мл PBS при помощи шприца. 
Для получения суспензии спленоцитов извлекали се-
лезенку и гомогенизировали в 3 мл PBS в гомогениза-
торе Поттера. Трансгенных мышей 1D1b умерщвля-
ли на 12 день после иммунизации и подготавливали 
суспензию спленоцитов аналогичным образом. Лизис 
эритроцитов проводили в лизирующем буфере (BD, 
США), затем отмывали клетки в PBS и осаждали 
центрифугированием (200 g, 5 мин). Жизнеспособные 
клетки подсчитывали в камере Горяева в присут-
ствии трипанового синего и эозина.

Антитела
В работе использовали моноклональные антите-
ла: анти-CD3ε – eFluor450 (клон 17А2) (eBioscience, 
США); анти-CD8 – Pacific blue (клон 53-6.7) (BD 
Pharmingen, США); анти-CD44 – АРС (клон IM7) 
(eBioscience, США); анти-CD62L-АРС – Cy7 (клон 
MEL-14) (eBioscience, США); анти-Vb6 – PE (клон 
RR4-7) (eBioscience, США); анти-Gr1 – АРС (клон 
RB6-8C5) (BD Pharmingen, США); анти-CD11b-PE – 
Cy7 (клон М1/70) (BD Pharmingen, США). 

Цитофлуориметрический анализ
Пробы клеток лаважа и селезенки (1.0–5.0 × 106) об-
рабатывали антителами Fc block (клон 2.4G2, BD 
Pharmingen, США) в течение 5 мин при 4°С и инку-
бировали с моноклональными антителами нужной 
специфичности в течение 40 мин при 4°С. Клетки 
отмывали PBS путем центрифугирования (200 g, 5 
мин) и анализировали на проточном цитофлуориме-
тре FACS CantoII (BD, США) с использованием про-
граммы FACSDiva 6.0. Мертвые клетки исключали 
из анализа по окрашиванию йодидом пропидия (BD, 
США). Для характеристики популяций анализиро-
вали 0.5 – 1.0 × 106 событий. Обработку результатов 
проводили в программе FlowJo 7.6. (BD, США).

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента в программе 
Exel (Microsoft, США). Различия признавали значи-
мыми при p ≤ 0.05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ
В исследовании использовали аллогенную систему, 
в которой отторжение клеток лимфомы EL-4 (KbDb) 
в организме мышей линии B10.D2(R101) (KdI-AdI-
EdDb) происходило в силу различий по одной моле-
куле MHC класса I – H-2Kb. Показано, что введение 
рчЦфА приводит к полной элиминации EL-4 на 9 
день после трансплантации опухолевых клеток, тог-
да как в норме отторжение лимфомы наблюдается 
к 12 дню (рис. 1). 

Развитие иммунного ответа на лимфому EL-4 со-
провождалось привлечением гранулоцитов в сайт 
локализации клеток-мишеней. К 6 дню после им-
мунизации рчЦфА индуцировал интенсивное на-
копление зрелых нейтрофилов в брюшной полости 
иммунизированных мышей, увеличивая относитель-
ное количество данных клеток в 3 раза по сравнению 
с контрольными иммунизированными животными 
(рис. 2А). К 9 дню после иммунизации под действием 
рчЦфА происходило увеличение незрелых грану-
лоцитов, а также промиелоцитов и миелоцитов в 2.5 
и 4.5 раза соответственно по сравнению с контроль-
ными иммунизированными животными (рис. 2Б). 

На следующем этапе проведена оценка влияния 
рчЦфА на количественные и субпопуляционные из-
менения CD8+ Т-лимфоцитов у мышей-опухоленоси-
телей. Нам не удалось обнаружить влияния рчЦфА 

на динамику накопления CD8+ Т-лимфоцитов 
в локальном очаге опухоли (при оценке лаважа) 
или на системном уровне (при оценке спленоцитов, 
данные не приведены). Однако анализ субпопуляций 
наивных клеток (CD62L+CD44-), центральных кле-
ток памяти (CD62L+CD44+) и эффекторных клеток 
(CD62L-CD44+) в пуле CD8+ Т-лимфоцитов селезенки 
показал, что под влиянием рчЦфА значительно уве-
личивается (на 65% относительно контрольных жи-
вотных) количество эффекторных цитотоксических 
Т-клеток на 9 день поле введения опухоли (данные 
не представлены, рис. 3), что коррелирует с динами-
кой элиминации клеток лимфомы (рис. 1). 

Таким образом, показано, что рчЦфА при вну-
трибрюшинном введении стимулирует противо-
опухолевый иммунный ответ за счет раннего 
привлечения гранулоцитов в сайт локализации кле-
ток-мишеней и ускоренного накопления эффектор-
ных Т-киллерных клеток на системном уровне. 

Ранее в нашей лаборатории было показано, 
что у трансгенных мышей линии 1D1b в ходе иммун-
ного ответа на клетки EL-4 формируется значитель-
но меньший пул эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов 
по сравнению с мышами дикого типа, вследствие чего 
они не способны отторгать данную опухоль [5, 7]. 

В настоящей работе у мышей 1D1b оценено влия-
ние рчЦфА на относительное количество эффектор-
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Рис. 1. Относительное количество клеток лимфомы EL-4 (Kb+, %) в брюшной полости мышей линии B10.D2(R101) 
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ных Т-лимфоцитов, несущих на своей поверхности 
эндогенные или трансгенную β-цепь ТКР, которую 
идентифицировали с помощью коммерческих анти-
тел к Vb6.

Показали, что рчЦфА не влиял на относительное 
количество эффекторных Т-лимфоцитов, экспрес-
сирующих эндогенные β-цепи ТКР, у мышей 1D1b, 
иммунизированных лимфомой EL-4 (рис. 4), но спо-
собствовал значительному (в 2 раза относительно 
контрольных животных) увеличению пула эффек-
торных Т-лимфоцитов, несущих трансгенную β-цепь 
ТКР (рис. 4). 

Полученные данные позволяют предполагать, 
что рчЦфА способен модулировать противоопу-
холевый иммунный ответ как у мышей с нормаль-
ным репертуаром Т-лимфоцитов (B10.D2(R101)), 
так и в условиях ограниченного репертуара ТКР 
Т-лимфоцитов у трансгенных мышей линии 
1D1b путем увеличения пула эффекторных CD8+ 
Т-лимфоцитов.

ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе мы изучали роль рчЦфА в разви-
тии противоопухолевого иммунного ответа на лим-
фому EL-4 у мышей линии B10.D2(R101) и показали, 
что этот белок стимулирует накопление гранулоци-
тов в сайте локализации опухолевых клеток и си-
стемное увеличение пула эффекторных цитоток-
сических Т-лимфоцитов, приводящее к ускоренной 
элиминации клеток опухоли. Известно, что инфиль-

трация тканей нейтрофилами является первой фазой 
иммунного ответа при инфицировании или воспале-
нии. Эти клетки способны захватывать антиген и ми-
грировать в дренирующие лимфоузлы и селезенку, 
где они взаимодействуют с антигенпредставляющи-
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Рис. 2. Динамика изменения относительного количества незрелых нейтрофилов (Gr1hi CD11blo), промиело-
цитов и миелоцитов (Gr1int CD11bint), зрелых гранулоцитов (Gr1hi CD11bhi) в брюшной полости мышей линии 
B10.D2(R101) на 6 (А), 9 (Б) и 12 (В) день после иммунизации клетками лимфомы EL-4. Представлены данные 3 
репрезентативных экспериментов (M ± SD, n = 6 – 8).*р ≤ 0.05; **р ≤ 0.01 
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Рис. 4. Относительное количество (%) эффекторных 
CD8+ Т-лимфоцитов (CD62L-CD44+) с эндогенными 
β-цепями ТКР (Vb6-) или трансгенной β-цепью (Vb6+) 
ТКР в селезенке мышей трансгенной линии 1D1b на 12 
день после иммунизации. Представлены резуль-
таты 3 репрезентативных экспериментов (M ± SD, 
n = 7).*р ≤ 0.05 

ми клетками (АПК) и лимфоцитами [8] или сами вы-
ступают в роли АПК [9], участвуя в формировании 
адаптивного иммунного ответа. Ранее мы показали, 
что нейтрофилы участвуют в развитии иммунного 
ответа на клетки аллогенной опухоли [10]. Роль дан-

ных клеток может заключаться в обеспечении кости-
муляторных сигналов (CD80 и CD86) и цитокинового 
окружения (интерлейкин 12), необходимых для диф-
ференцировки цитотоксических Т-лимфоцитов 
[10, 11]. Показано, что процессы, происходящие 
в брюшной полости при внутрибрюшинном введении 
рчЦфА, коррелируют с иммунным ответом на уровне 
организма.

У мышей 1D1b экспрессия трансгенной β-цепи 
ТКР приводит не только к сокращению репертуа-
ра ТКР, но и снижает количество активированных 
Т-лимфоцитов [5]. Иммунный ответ мышей 1D1b 
на лимфому EL-4 недостаточен для полного оттор-
жения опухоли, он приводит к иммуноредактиро-
ванию лимфомы посредством селекции наименее 
иммуногенных клонов, которые через 60 дней уби-
вают животных [7]. В данной экспериментальной си-
стеме установлено, что под действием рчЦфА про-
исходит статистически значимое увеличение пула 
специфических цитотоксических Т-лимфоцитов 
на начальных этапах иммунного ответа на лимфому 
EL-4. Полученные данные позволяют предполагать, 
что рчЦфА способен модулировать противоопухо-
левый иммунный ответ как у мышей с нормальным 
репертуаром Т-лимфоцитов, так и в условиях огра-
ниченного репертуара Т-клеток путем увеличения 
пула эффекторных Т-киллеров.

Таким образом, нами показано, что рчЦфА облада-
ет иммуностимулирующим действием, способствуя 
ускоренному развитию противоопухолевого иммун-
ного ответа за счет стимуляции врожденного и адап-
тивного звеньев иммунитета. 
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РЕФЕРАТ Исследована эффективность ингибирования ВИЧ-инфекции в индивидуальных пулах иммунных 
клеток – CD4+ Т-лимфоцитах, макрофагах, дендритных клетках – новым препаратом на основе гуминовых 
веществ. При воздействии нетоксичных концентраций препарата в каждой из этих популяций достигает-
ся почти полное (более 90%) ингибирование инфекции. Обнаруженный эффект показывает возможность 
защиты существенной части функционально значимых для иммунной системы клеток от истощения. 
Сравнительное изучение подавления инфекции в индивидуальных пулах позволило выявить различия 
в эффективности препарата в каждой из клеточных популяций. Наиболее чувствительной оказалась ин-
фекция в макрофагах, зараженных вариантом R5 ВИЧ-1: 90 и 50% ингибирование инфекции наблюдалось 
в присутствии достаточно низких (1.4 и 0.35 мкг/мл) концентраций препарата. Для достижения такого же 
уровня ингибирования инфекции в дендритных клетках, зараженных тем же штаммом, требовались в 15–19 
раз более высокие концентрации препарата. Эффективность препарата в CD4+ Т-лимфоцитах была доста-
точно близка к его эффективности в макрофагах. Препарат оказался универсально эффективным как в от-
ношении Т-, так и М-тропных вариантов ВИЧ-1.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА гуминовые вещества, дендритные клетки, макрофаги, подавление ВИЧ-инфекции, CD4+ 
Т-лимфоциты, Т- и М-тропные варианты ВИЧ-1.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; СБФГ – солюбилизированная бутанольная 
фракция гуминовых веществ; ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; ЯМР – ядерный 
магнитный резонанс; Мф – макрофаги; ДК – дендритные клетки; МПК – мононуклеары периферической 
крови; AZT – азидотимидин; ЦТЛ – цитотоксические Т-лимфоциты.
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ВВЕДЕНИЕ
Клетки врожденного иммунитета, такие, как моно-
циты, макрофаги и дендритные клетки, представля-
ют собой первую линию защиты от патогенов [1–5], 
и они же являются клетками-мишенями для ВИЧ. 
Вирусной атаке подвергаются клетки, экспрессиру-

ющие мембранные молекулы CD4, CCR5 и CXCR4, 
находящиеся, в зависимости от пути проникновения 
инфекции, в слизистых оболочках, в крови или лим-
фоидных тканях. Эффективность инфицирования 
зависит как от уровня экспрессии поверхностных 
клеточных рецепторов, так и от штамма вируса [6, 
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7]. На высоком уровне вирус продуцируется главным 
образом в активированных во время острой инфек-
ции CD4+ Т-лимфоцитах [8]. Но и в покоящихся CD4+ 
клетках памяти обнаруживается и репликация ви-
руса, и провирусная ДНК в латентно интегрирован-
ном или преинтегрированном состоянии [9]. Клетки 
с интегрированным вирусным геномом представляют 
часть существующего длительное время резервуара 
инфекции в организме, где могут сохраняться до 4 
лет [9]. Полагают, что покоящиеся CD4+ клетки памя-
ти подвергаются инфицированию в первую очередь 
и преимущественно R5-фенотипом вируса [10–12], 
что может быть связано с экспрессией интегрина 
LFA-1 [13]. Повышенная способность варианта R5 
вируса к репликации может также объяснить их пре-
обладание во время острой или первичной инфекции 
[14]. 

В патогенетическом процессе ВИЧ-инфекции 
участвуют также антигенпрезентирующие клет-
ки – макрофаги и дендритные клетки [15–18], об-
ладающие ВИЧ-специфичными рецепторами, спо-
собные активно циркулировать в крови и проникать 
в различные лимфоидные и нелимфоидные ткани. 
Дендритные клетки – классические антигенпре-
зентирующие клетки с экстраординарной способ-
ностью распознавать и процессировать антиген [19]. 
Незрелые дендритные клетки обладают повышенной 
способностью к фагоцитозу, тогда как у зрелых кле-
ток увеличена способность продуцировать цитокины. 
При созревании в дендритных клетках экспрессия 
рецепторов CCR5 уменьшается, а CXCR4 увеличи-
вается, что может привести к инфицированию ви-
русами с обоими фенотипами [18]. Известно также, 
что клетки Лангерганса (дендритные клетки кожи) 
способны захватывать вирус с помощью лектина 
С-типа – лангерина, без продукции вируса. При со-
зревании дендритных клеток продукция вируса 
в них снижается в 10–100 раз по сравнению с про-
дукцией в незрелых клетках [17, 20]. Большинство 
исследователей считают, что дендритные клет-
ки не являются активными продуцентами вируса, 
но благодаря высокой способности к миграции их ос-
новная роль заключается в доставке вируса от сай-
тов проникновения к СD4+ Т-клеткам в лимфоидных 
тканях, что способствует быстрой диссеминации ви-
руса в организме. Макрофаги также проявляют чув-
ствительность к ВИЧ-инфекции [21, 22]. R5-вирусы, 
обладающие тропизмом к макрофагам, так же хоро-
шо реплицируются в макрофагах периферической 
крови, как и в СD4+ лимфоцитах [23]. Способность 
продуцировать вирус у макрофагов также различа-
ется. Часто при инфицировании макрофагов наблю-
дается низкая интенсивность продукции вируса, ко-
торый обнаруживается в секвестрированной форме 

во внутриклеточных вакуолях. Причина ограниче-
ния вирусной репликации может быть обусловлена 
внутриклеточными механизмами неспецифической 
защиты. Обычно R5-вирусы не проявляют цитопа-
тогенных свойств, но некоторые изоляты, особенно 
обнаруживаемые на поздних стадиях заболевания, 
размножаются в макрофагах до высоких титров 
и могут проявлять цитопатический эффект [24, 25]. 
Инфицированные макрофаги погибают преимуще-
ственно путем некроза. Весьма важно, что эти клет-
ки, участвующие в патогенетическом процессе, мо-
гут служить резервуаром для вируса, недоступного 
в виду отсутствия активной вирусной репродукции 
и синтеза вирусспецифических белков ни для анти-
ретровирусной терапии, ни для распознавания цито-
токсическими лимфоцитами иммунной системы. 

В целом, опубликованные данные свидетель-
ствуют о том, что пермиссивность иммунных 
клеток по отношению к ВИЧ во многом зависит 
от стадии созревания/дифференцировки и функ-
циональной поляризации. При этом может меняться 
и продукция цитокинов, и рецепторный репертуар. 
Индуцированное инфекцией истощение пула чув-
ствительных к вирусу иммунных клеток приводит 
в конечном итоге к негативному влиянию на форми-
рование дальнейшего иммунного ответа.

Современный подход к оценке антивирусной ак-
тивности каждого нового препарата непременно 
включает исследования на основных клетках-мише-
нях, участниках патогенеза ВИЧ-инфекции, таких, 
как мононуклеары периферической крови, макрофа-
ги, дендритные клетки. Это позволяет получить ин-
формацию об эффективности исследуемого вещества 
в каждой популяции клеток и иметь представление 
о его возможности влиять на течение патогенетиче-
ского процесса, и, в конечном итоге, оптимизировать 
анти-ВИЧ-терапию. 

В настоящей работе исследована анти-ВИЧ-
активность нового препарата, представляющего 
собой солюбилизированную бутанольную фрак-
цию гуминовых веществ (СБФГ). Согласно масс-
спектрометрическим данным и элементному анали-
зу, содержание углерода и кислорода (% по массе) 
в данной фракции составляет порядка 52.7 и 37.1% 
соответственно при невысоком содержании азота 
и серы (4.3 и 2.1% соответственно) [26, 27]. Следует от-
метить, что элементный анализ гуминовых веществ, 
полученных из одного источника и с использовани-
ем одних и тех же методов выделения и фракциони-
рования, дает воспроизводимые значения. Данные 
ВЭЖХ показывают, что препарат характеризуется 
достаточно высоким содержанием гидрофобных аро-
матических фрагментов (74%), что также подтверж-
дено с помощью 13С-ЯМР. Атомное отношение Н/С 
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составляет 0.8, О/С – 0.53 [28–30]. Известно, что гу-
миновые вещества образуются в результате распа-
да отмерших организмов и составляют один из са-
мых обширных резервуаров органического углерода. 
Препараты на основе гуминовых веществ, разра-
ботанные и изученные ранее, такие, как, например 
Олипифат, характеризуются как экологически чи-
стые и безопасные продукты, обладающие многими 
полезными свойствами. Они стимулируют гемопоэз, 
проявляют ранозаживляющую, иммуномодулиру-
ющую, антиоксидантную, а также противоопухоле-
вую, антибактериальную, противогрибковую и про-
тивовирусную активность [31–33]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение препарата 
В качестве исходного сырья для получения гумино-
вых веществ использовали лигнинсодержащие ма-
териалы (твердые остатки переработки раститель-
ного сырья). Материалы подвергали окислительному 
щелочному гидролизу с последующим отделением 
жидкой фазы, ее подкислением, отделением получен-
ного осадка, его промывкой и сушкой. Полученный 
полупродукт подвергали экстракции этилацетатом. 
Далее проводили экстракцию полученного осадка 
н-бутанолом. Для выделения и солюбилизации биоло-
гически активных фракций, обладающих противови-
русной активностью, сухой остаток после испарения 
бутанола очищали многократным пере осаждением 
из щелочного раствора добавлением концентриро-
ванной соляной кислоты. Стандартизацию фракций 
осуществляли по характерным полосам поглощения 
в инфракрасной области (наличие специфичных по-
лос поглощения в интервале от 2 до 10 мкм) и мо-
лекулярно-массовому распределению (максимум 
в области 7000 Да). Выход целевого продукта – со-
любилизированной бутанольной фракции гуминовых 
веществ (СБФГ) – составлял ~40%.

Физико-химические методы исследования СБФГ

Элементный состав. Образцы исследуемого соеди-
нения доводили до полного растворения при нагрева-
нии до 80–1000С в 2 мл азотной кислоты с добавлени-
ем нескольких капель пероксида водорода в течение 
3 ч. Полученный раствор анализировали методом 
атомно-эмиссионной спектрометрии с индуктивно-
связанной аргоновой плазмой на приборе ICAP-9000 
(Thermo Jarrell Ash, США).

ГХ-МС-анализ. Навеску СБФГ доводили до полного 
воздушно-сухого веса и обрабатывали 5 мл толуола 
в ультразвуковой бане. Экстракты отфильтровыва-

ли, сушили безводным сульфатом натрия и упари-
вали в токе азота. Часть проб подвергали метилиро-
ванию. Аликвотную часть образца анализировали 
с помощью ГХ-МС на комплексе, включающем га-
зовый хроматограф НР5890А, масс-спектрометр 
НР5988А и систему обработки данных НР59970С 
(Hewlett-Packard, США). Компоненты пробы иден-
тифицировали с помощью компьютерного поиска 
и библиотеки масс-спектров Wiley.

ЯМР-спектроскопию выполняли с использованием 
прибора Bruker Avance 400 MHz NMR.

Клеточные линии 
CEM-SS – перевиваемая иммортализованная линия, 
клонированная из Т4-лимфобластоидной клеточной 
линии человека путем адгезии с помощью поли-L-
лизина, обладающая повышенной способностью 
к вирус-индуцированному синцитиеобразованию 
и фузогенной активностью, широко использует-
ся для изучения ВИЧ и его ингибиторов (NIH AIDS 
Reagent Program № 776, США). Клетки культивиро-
вали в питательной среде RPMI-1640 (Sigma, США), 
дополненной 10% фетальной сыворотки (Sigma, 
США), 2 мM L-глутамина (Sigma, США).

Мононуклеары периферической крови (МПК) вы-
деляли из обработанной антикоагулянтом (EDTA) 
цельной крови серонегативного донора путем седи-
ментационного разделения при центрифугирова-
нии в растворе фиколла (GE Healthcare Worldwide, 
США). Для заражения вирусом использовали сти-
мулированные митогеном МПК, полученные путем 
3–4-дневного культивирования с 5 мкг/мл фито-
гемагглютинина (ФГА, Sigma, США). Зараженные 
клетки культивировали в среде RPMI-1640 c 10% фе-
тальной сыворотки, 100 мкг/мл гентамицина и 50 ЕД/
мл рекомбинантного интерлейкина-2 (IL-2, Sigma, 
США). 

Макрофаги (Мф) человека получали путем ад-
гезии моноцитов из пула МПК (концентрация 
1–2 × 106 клеток/мл) после 2 ч инкубации при 370С 
с последующей дифференцировкой клеток в те-
чение 7–8 дней в присутствии 0.2 мкг/мл GM-CSF 
(Invitrogen, США) в ростовой среде указанного со-
става.

Дендритные клетки (ДК) получали путем куль-
тивирования моноцитов человека в течение 7 дней 
в присутствии 20 нг/мл интерлейкина-4 (IL-4, Sigma, 
США) (фракция моноцитов выделена из МПК с по-
мощью MACS (magnetic cell separation system CD14+; 
Miltenyi Biotec., ФРГ)). Антигенпрезентирующая 
функция ДК и моноцитов протестирована путем 
оценки способности стимулировать аллогенную про-
лиферацию Т-клеток. 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 11  № 2 (41)  2019 | ACTA NATURAE | 71

TZM-bl – перевиваемая клеточная линия, полу-
ченная из клеток HeLa генно-инженерным путем, 
экспрессирующая CD4, CXCR4, CCR5 и содержа-
щая Tat-зависимый репортерный ген люциферазы 
под контролем длинных концевых повторов (LTR) 
ВИЧ-1 (NIH AIDS Reagent Program № 8129, США). 

293T/17 – эпителиальные клетки почки челове-
ка, полученные из клеточной линии 293Т. Линия 
293Т/17 характеризуется высокой способностью 
к трансфекции и используется для получения вы-
соких титров инфекционных ретровирусов (ATCC® 
CRL-11268). 

Вирусы. Клетки заражали следующими штаммами 
ВИЧ-1:

ВИЧ-1/BRU – референсный штамм с фе-
н о т и п о м  X 4 ,  а к т и в н о  р е п л и ц и р у ю щ и й с я 
в Т-лимфобластоидных клеточных линиях, чувстви-
тельный к действию AZT (азидотимидин). 

ВИЧ-1/AR216 – выделенный от ВИЧ-инфи-
ци рован ного пациента клинический изолят X4-
фенотипа, адаптированный к Т-клеточным линиям, 
обладающий высокой устойчивостью к AZT. 

ВИЧ-1/Ba-L – М-тропный штамм R5-фенотипа. 
ВИЧ-1/SF-162 – М-тропный штамм R5-фенотипа.
ВИЧ-1/QH0 – М-тропный штамм R5-фенотипа, 

выделенный от пациента в Тринидад и Тобаго.
Биологическую активность вирусных стоков оце-

нивали с помощью титрования по TCID
50

.

Получение env-псевдовирусов ВИЧ-1 
Псевдовирусы получали по описанной ранее мето-
дике [34]. Клетки 293Т/17 высевали в концентра-
ции 2 × 106 на флакон Т-75 в 20 мл среды DMEM. 
После инкубации в течение 24 ч клетки трансфи-
цировали 4 мкг плазмиды, экспрессирующей ген 
env, кодирующий белок оболочки соответствую-
щего подтипа ВИЧ-1, и 8 мкг плазмиды pSG3∆Env 
без гена env, несущей недостающие гены для сбор-
ки псевдовируса ВИЧ-1. Для трансфекции исполь-
зовали реагент Fugene 6 (Promega, США). После 
4 ч инкубации среду для трансфекции заменяли 
свежей ростовой средой. Содержащие псевдови-
рус супернатанты собирали через 48 ч и хранили 
при -800С. Все плазмиды получены из международ-
ного репозитория по программе NIH AIDS Reagent 
Program.

Антиретровирусный TZM-bl-анализ
Анализ нейтрализации env-псевдовирусов прово-
дили с использованием клеток TZM-bl по методу 
Montefiori [35] – модифицированной версии Wei 
и соавт. [36]. Свежие трипсинизированные клетки 
засевали в 96-луночные планшеты в концентра-

ции 1 × 104 клеток/лунка в 100 мкл среды DMEM 
с 5 мкг/мл DEAE-декстрана. К клеткам добавляли 
различные разведения исследуемого соединения 
и инкубировали в течение 45–90 мин при 37°С. Далее 
клетки инокулировали 150000 RLU (относительные 
люминесцентные единицы) соответствующего псев-
довируса. После 48 ч инкубации клетки промывали 
средой и лизировали, а затем с помощью люминоме-
тра Victor X3 (Perkin Elmer) определяли количество 
люциферазы в сравнении с контролем. Значения 50% 
ингибирующей концентрации рассчитывали с помо-
щью GraphPad Prism 6 c использованием функции 
log (ингибитор) в сравнении с нормированным отве-
том. 

Оценка жизнеспособности клеток 
Жизнеспособность клеток определяли с помощью 
МТТ-теста, суть которого заключается в измерении 
способности живых клеток превращать хорошо рас-
творимый желтый бромид 3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенилтетразолия (МТТ) в нераствори-
мые внутриклеточные кристаллы МТТ-формазана. 
Эффективность такого превращения отражает об-
щий уровень дегидрогеназной активности клеток 
и в известных пределах прямо пропорциональна 
концентрации живых клеток [37]. Согласно принятым 
критериям высокотоксичными считаются вещества, 
ТД50 

которых составляет от 1 до 10 мкг/мл, токсичны-
ми – от 11 до 20 мкг/мл, от 21 до 50 мкг/мл умеренно 
токсичными, от 51 до 100 мкг/мл – слаботоксичными. 
Вещества с ТД

50 
более 100 мкг/мл относят к катего-

рии нетоксичных.

Определение анти-ВИЧ-активности
При исследовании антивирусной активности клет-
ки в течение 2 ч инкубировали при 37°С в 96-луноч-
ных планшетах (Corning, США) с СБФГ в различных 
концентрациях (10, 1, 0.1 и 0.01 мкг/мл) и затем за-
ражали вирусом с множественностью инфекции 100 
TCID

50
 (Tissue Culture Infection Dose 50). После инку-

бации в течение 24 ч несвязавшийся вирус удаляли 
путем низкоскоростного центрифугирования план-
шета, а осадок клеток ресуспендировали в свежей 
ростовой среде. За развитием инфекции наблюдали 
в течение 5 сут, оценивая цитопатический эффект 
(цитолиз, образование синцития). Уровень ингиби-
рования инфекции оценивали методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА) на основе моноклональных 
антител к коровому антигену р24 ВИЧ-1. Основной 
высококонсервативный коровый антиген р24 явля-
ется признанным маркером ВИЧ-инфекции. В рабо-
те мы использовали сертифицированные коммерче-
ские тест-системы Bio-Rad (США) и «Вектор-Бест» 
(Россия).



72 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 2 (41)  2019

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Статистическая обработка результатов
Экспериментальные данные получены в трех неза-
висимых повторностях, результаты рассчитывали 
как среднее значение ± стандартная ошибка средне-
го (SEM). Значимость различий между выборками 
оценивали с использованием теста Колмагорова–
Смирнова, одностороннего теста ANOVA и по-
правки Бонферрони (Origin Pro 2016G, OriginLab 
Corporation) для экспериментов более чем с 2 под-
группами. Показатели полумаксимальной ингибиру-
ющей концентрации (ИД

50
) и 50% цитотоксической 

концентрации (ТД
50

) рассчитывали, исходя из кри-
вых доза-эффект c помощью программ Origin Pro 
2016G Softwear и Sigma Plot 12.5 Softwear. Различия 
считали статистически значимыми при рассчитанной 
величине р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика химического состава СБФГ
Исследования элементного состава СБФГ выпол-
няли в двух параллельных повторах. Оказалось, 
что СБФГ – это полиэлементное вещество с повы-
шенным содержанием P и Na (6000 и 10 029 мкг/мл 
соответственно). Важно отметить практически пол-
ное отсутствие тяжелых металлов в исследуемом 
веществе. 

По данным ГХ-МС-анализа в составе СБФГ наи-
более представлены жирные и смоляные кислоты. 
Среди жирных кислот преобладают гексадекановая, 
октадеценовая и докозановая кислоты (по 1.2 мкг/г). 
В меньшей степени в СБФГ содержатся октадека-
новая, эйкозановая и тетракозановая кислоты (по 
0.4 мкг/г). Среди смоляных кислот в анализируе-
мом образце обнаружены три компонента, относя-
щиеся к ряду C

20
H

30
O

2 
(1.6 мкг/г), из которых один 

компонент можно точно отнести к абиетиновой кис-
лоте (0.6 мкг/г). Остальные являются изомерными 
структурами в пределах данной брутто-формулы. 
Две другие смоляные кислоты имеют брутто-фор-
мулу: C

20
H

28
O

2
. Наиболее характерный пик на масс-

хроматограмме соответствовал дегидролевопимаро-
вой кислоте (18 мкг/г).

С помощью ЯМР-спектроскопии фрагментный 
состав СБФГ был сопоставлен с составом гумино-
вых кислот угля (табл. 1). Содержания карбониль-
ных, карбоксильных и сложноэфирных фрагментов 
в СБФГ сходны с содержанием в гуминовых кисло-
тах угля. Содержание фенольных групп в СБФГ не-
много выше (11% против 7–9%). Традиционными яв-
ляются высокие показатели величины соотношений 
C

COO-H
/C

COO-R
 и C

Ar-OH
/C

Ar-OR
, которые отображают сте-

пень гидролизованности структуры. Особенностью 
СБФГ является высокое содержание ароматических 

Таблица 1. Фрагментный состав СБФГ

Фрагмент Содержание С, %

С
C=O

3

C
COO-H

10

C
COO-R

2

C
Ar-OH

11

C
Ar-OR

7

C
Ar-R

21

C
Ar-H

27

C
O-Alk-O

0

C
-CH-OH

3

C
-CH2-OH

6

C
CH3O

15

фрагментов, при этом ароматическая часть струк-
туры содержит большое количество незамещенных 
и О-замещенных фрагментов.

Изучение цитотоксических свойств СБФГ
Цитотоксические свойства СБФГ оценивали, куль-
тивируя клетки в присутствии различных концен-
траций этого вещества в течение 3–4 дней, с после-
дующим определением жизнеспособности клеток 
с помощью МТТ-теста.

Исследование цитотоксичности в трех незави-
симых экспериментах показало, что СБФГ явля-
ется нетоксичным препаратом, причем как в от-
ношении перевиваемой Т-клеточной линии 
CEM-SS, так и в отношении первичных клеток (МПК) 
(табл. 2).

ИД
50

 – 50% ингибирующая доза, при которой ин-
фекция подавляется на 50%; ТД

50
 – цитотоксическая 

доза, при которой 50% клеток утрачивают жизне-
способность; индекс селективности, рассчитывается 

Таблица 2. Антивирусная активность, цитотоксичность 
и индекс селективности СБФГ в перевиваемых и пер-
вичных CD4+ Т-клетках

Клетки Штамм 
ВИЧ

Ингибирование 
репродукции ВИЧ, 

мкг/мл

Цито-
токсич-
ность, 
ТД

50
,
 

мкг/мл

 Индекс 
селек-

тив-
ностиИД

90

ИД
50

 
±SEM R2

CEM-
SS

HIV-1
BRU

HIV-1
АR216

 5.4
26.0

 0.8 ± 0.3
4.6 ± 0.55

0.87
0.79 708 865

154

МПК HIV-1
BRU

HIV-1
АR216

 5.3
11.5

0.9 ± 0.2
1.04 ± 0.38

0.91
0.85 631 701

607
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как отношение ТД
50

 к ИД
50

. Значения R2 приведены 
для ИД

50
. Представлены средние данные, вычис-

ленные по результатам изучения цитотоксических 
свойств и антивирусной активности СБФГ в трех не-
зависимых экспериментах. 

Исследование антивирусной активности СБФГ 
на перевиваемых и первичных CD4+ Т-клетках, 
зараженных чувствительным и устойчивым 
штаммами ВИЧ-1
Результаты определения ингибирования экспе-
риментальной ВИЧ-инфекции свидетельствуют 
о том, что СБФГ способен эффективно подавлять 
инфекцию как AZT-чувствительного (HIV-1/BRU), 
так и AZT-резистентного штаммов вируса (HIV-1/
AR216) и в перевиваемых, и в первичных клетках 
(табл. 2). При этом для 50% подавления инфекции 
AZT-чувствительного штамма и в перевиваемых, 
и в первичных клетках требуется практически оди-
наковая концентрация препарата – менее 1 мкг/мл. 

Ингибирование инфекции AZT-резистентного 
штамма несколько отличается в разных клеточных 
культурах: эффективность СБФГ в большей сте-
пени проявляется в МПК, тогда как для снижения 
инфекции на 50% в клетках CEM-SS концентрация 
должна быть более высокой. Следует также отметить 
достаточно высокие значения индекса селективно-
сти (600–800), характеризующего перспективность 
исследуемого препарата, при использовании донор-
ских лимфоцитов (МПК). Эта клеточная модель бо-
лее предпочтительна, чем перевиваемые клеточные 
культуры. Ограниченное применение МПК в экспе-
риментальных исследованиях обусловлено рядом 
причин, основными из которых являются отсутствие 
стандартизации и вероятность индивидуальной 
устойчивости к ВИЧ-инфекции (во избежание по-
следней мы использовали для заражения смесь МПК 
от трех серонегативных доноров). 

Изучение антивирусных свойств СБФГ в МПК, 
макрофагах и дендритных клетках
Дальнейшее исследование антивирусной активно-
сти СБФГ проводили на клетках МПК, макрофа-
гах (Мф) и дендритных клетках, которые заража-
ли М-тропными штаммами ВИЧ-1: ВИЧ-1/SF-162, 
ВИЧ-1/Ba-L и ВИЧ-1/QH0 (табл. 3).

Проведенные исследования позволили оценить 
эффективность СБФГ в пулах разных иммунных 
клеток и получить данные, свидетельствующие 
о различной (дифференциальной) эффективности 
препарата в этих клетках.

Наиболее чувствительной к действию СБФГ оказа-
лась инфекция в макрофагах, зараженных вариантом 
R5 ВИЧ-1/Ba-L: 90 и 50% ингибирование инфекции 
наблюдается при достаточно низких концентрациях 
препарата (табл. 3), тогда как для достижения того же 
уровня ингибирования инфекции в дендритных клет-
ках, зараженных тем же самым штаммом, требуются 
в 15–19 раз более высокие концентрации препарата. 
Как показали наши исследования, подавление ин-
фекции на 90% в МПК, зараженных штаммом SF-162 
(фенотип R5), резистентным к нейтрализации анти-
телами, происходит в присутствии 6.0 мкг/мл СБФГ. 
Следует отметить, что почти такая же концентра-
ция препарата требовалась для 90% ингибирования 
штаммов ВИЧ-1 фенотипа X4 (табл. 2). Это наблюде-
ние подчеркивает универсальность СБФГ как анти-
ВИЧ-агента в отношении вирусов обоих фенотипов 
(R5 и X4). Однако наши исследования показывают, 
что встречаются штаммы ВИЧ-1, проявляющие боль-
шую устойчивость к действию СБФГ. Так, для инги-
бирования штамма ВИЧ-1/QH0 требуется в 10 раз 
более высокая концентрация СБФГ в клетках МПК. 
Наиболее вероятным объяснением этого факта может 
быть наличие геномных различий у разных штаммов 
и предсуществующих мутаций, обусловленных есте-
ственным полиморфизмом ВИЧ-1. 

Таблица 3. Ингибирование вирусной репликации в клетках TZM-bl, МПК, макрофагах и дендритных клетках, ин-
фицированных штаммами ВИЧ-1/SF-162, ВИЧ-1/QH0 и ВИЧ-1/Ba-L

Клетки Вирусы
Ингибирующая концентрация, мкг/мл

ИД
90

ИД
80

ИД
50 

R2*

МПК ВИЧ-1/SF-162
ВИЧ-1/QH0

5.8
60.0

3.0
20.0

0.9 ± 0.25
9.8 ± 2.9

0.89
0.72

Макрофаги ВИЧ-1/Ba-L 1.4 0.9 0.35 ± 0.1 0.78

Дендритные клетки ВИЧ-1/Ba-L 21.0 12.0 6.8 ± 1.3 0.76

TZM-bl Псевдовирус SF-162 
Псевдовирус QH0 

24.0
60.0

-
-

5.0 ± 0.7
5.0 ± 1.2

0.85
0.87

*R2 приведен для значений ИД
50

.
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Несмотря на разницу в концентрациях, во всех 
вирус-клеточных системах при воздействии СБФГ 
достигается 90% подавление инфекции, что означает 
защиту существенной части клеток-мишеней, под-
вергающихся вирусной атаке. Обнаруженные раз-
личия в уровне ингибирования инфекции в разных 
пулах иммунных клеток, не зависящие от фенотипа 
вируса, говорят, вероятно, о различиях в биодоступ-
ности препарата. Неодинаковое проникновение ле-
карственных препаратов в различные клетки (тка-
ни) – давно известный факт. Следствием этого может 
быть концентрация препарата, недостаточная (су-
боптимальная) для ингибирования вируса. Неполное 
подавление репликации вируса приводит к возник-
новению условий, благоприятных для селективного 
отбора резистентных форм. Это необходимо учиты-
вать в доклинических исследованиях новых препа-
ратов и более детально изучать ингибиторы реплика-
ции вируса с использованием пулов индивидуальных 
иммунных клеток, участвующих в патогенезе ВИЧ.

Известно, что при ВИЧ-инфекции наблюдается 
прогрессирующее уменьшение субпопуляций им-
мунных клеток, что неизбежно приводит к снижению 
функций иммунитета, среди которых можно выде-
лить наиболее существенные: антигенпрезентиру-
ющую, стимулирующую Т-клеточные пролифера-
тивные реакции, регулирующую выработку антител 
В-клетками. При этом снижается также скорость 
обновления клеточных популяций. Механизмы гибе-
ли иммунных клеток во время острой и хронической 
инфекции полностью не установлены, но известно, 
что они, скорее всего, включают прямое инфициро-
вание, апоптоз и действие ЦТЛ. Наши исследования 
показали возможность почти полного подавления 
ВИЧ-инфекции (более 90%) с помощью СБФГ, что оз-
начает возможность сохранения функциональности 
иммунной системы. Очень важным результатом дан-
ного исследования является также особенно высо-
кая эффективность СБФГ в ингибировании ВИЧ-
инфекции в макрофагах. Макрофаги, как и Т-клетки 
памяти, служат резервуарами вируса, наличие ко-
торых составляет главную причину невозможности 
полной эрадикации вируса и необходимости пожиз-
ненной анти-ВИЧ-терапии. 

Известно, что субпопуляция Т-хелперов фено-
типа 17 (Th17), продуцирующих интерлейкин-17, 
наиболее чувствительна к заражению ВИЧ и, 
как следствие, подвержена быстрому истощению 
[38]. Интерлейкин-17 играет ключевую роль в под-
держании непроницаемости слизистых кишечника 
[39]. Утрата IL-17 приводит к деструкции слизистого 
барьера и увеличению транслокации микробов, что, 
в свою очередь, приводит к ВИЧ-ассоциированной 
иммунной гиперактивации [40–43]. Новые знания 

об участии фенотипически различных, значимых 
для патогенеза ВИЧ-инфекции субпопуляций им-
мунных клеток, открывают новые возможности 
для оценки анти-ВИЧ-потенциала новых соедине-
ний.

Исследование воспроизводимости анти-ВИЧ-
эффекта препарата СБФГ 
В исследовании эффективности СБФГ немаловаж-
но было понять, не изменяется ли эффективность 
препарата в сериях, полученных в разное время. 
Было проверено шесть серий и показано, что разные 
препараты действуют практически одинаково, до-
зозависимо ингибируя ВИЧ-инфекцию в сходных 
концентрациях с высоким индексом селективности 
в различных вирус-клеточных системах оценки 
и с различными вариантами ВИЧ-1: ВИЧ-1/BRU 
и TZM-bl-псевдовирус (табл. 4, 5 и рисунок).

В трех независимых экспериментах по ингибиро-
ванию одноцикловой инфекции в клетках TZM-bl, за-
раженных псевдовирусами, env-последовательности 
которых соответствуют различным стадиям инфек-
ции/путям заражения и относятся к трем различ-
ным подтипам (A, B, C) и двум циркулирующим ре-
комбинантным формам ВИЧ-1, показано, что СБФГ 
активно ингибирует инфекцию. Экспрессионные 
векторы для получения псевдовирусов выбра-
ны из стандартной панели контрольных штаммов 
ВИЧ-1 (NIH AIDS Research and Reference Reagent 
Program; NIH ARRRP), которые используются в ка-
честве эталонных для оценки нейтрализующих ан-
тител и исследования анти-ВИЧ-активности соеди-
нений. При этом значения 50% ингибирующей дозы 
(ИД50

) составляют: для Q769.d22 – 0.62–0.75 мкг/мл; 
для WITO4160.33 – 0.49–0.55 мкг/мл; для CE1176_
A3 – 0.95–1.13 мкг/мл; для 703357.c02 – 0.91–0.98 
мкг/мл и для BJOX002000.03.2 – 0.99–1.19 мкг/мл 
(рисунок).

Таблица 4. Сравнительная оценка эффективности ше-
сти серий СБФГ в экспериментальной ВИЧ-инфекции – 
CEM-SS/ВИЧ-1-BRU

СБФГ, 
серия, 

№

Цитотоксич-
ность  

ТД
50 

± SEM, 
мкг/мл

Ингибирующая 
концентрация, 

мкг/мл
Индекс 

селектив-
ности

ИД
90 

ИД
50

±SEM

2660716 1100.0 ± 123 0.90 0.31 ± 0.012 3548
2640516 1251.0 ± 380 1.10 0.36 ± 0.001 3475
2690816 985.0 ± 210 0.95 0.34 ± 0.021 2897
2680716 1230.0 ± 138 1.00 0.38 ± 0.01 3242
2630416 1150.0 ± 226 0.95 0.35 ± 0.023 3285
2610316 1159.0 ± 195 0.94 0.31 ± 0.15 3738
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обобщая полученные данные, можно сказать, 
что СБФГ эффективно ингибирует эксперименталь-
ную ВИЧ-инфекцию, обладает защитным эффек-
том против различных подтипов и циркулирующих 
рекомбинантных форм вируса. Надежность метода 
фракционирования, использованного для получения 
стандартизированных фракций гуминовых кислот, 
подтверждена экспериментами с шестью различны-
ми сериями препарата.

На Международном съезде по гуминовым веще-
ствам в 1988 году ряд ученых предсказывали боль-
шое будущее соединениям гуминовой природы в ле-
чении разнообразных болезней [44]. К настоящему 
времени накоплено достаточно знаний об уникаль-
ных свойствах гуматов, обладающих противовос-

палительным и ранозаживляющим, противогрибко-
вым и бактерицидным, и даже противоопухолевым 
действием. Несмотря на такие уникальные свойства, 
нельзя сказать, что в последующие годы проводи-
лись масштабные научно-исследовательские иссле-
дования гуматов. В итоге лишь две компании (аме-
риканская и российская) создали лекарственные 
препараты на основе гуминовых веществ со всеми 
необходимыми доклиническими и клиническими ис-
пытаниями их безопасности и эффективности [30]. 
Данная работа дополняет имеющиеся знания тера-
певтических свойств таких уникальных природных 
соединений, как гуматы. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
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Рисунок. Оценка эффектив-
ности СБФГ в условиях одно-
цикловой инфекции с исполь-
зованием клеток TZM-bl и пяти 
псевдовирусных вариантов ВИЧ. 
Не выявлено статистически 
значимых различий в ингиби-
ровании псевдовирусов проте-
стированными партиями СБФГ, 
за исключением ингибирования 
псевдовируса Q769.d22-PV пар-
тиями № 2640516 и № 2630416 
(*) при р < 0.05

Таблица 5. Панель псевдовирусов ВИЧ-1, использованных для инфицирования клеток TZM-bl (одноцикловая ин-
фекция)

 Изолят Происхождение, 
страна Подтип Стадия инфекции Способ заражения

Q769.d22-PV Кения A Острая/начальная Половой
WITO4160.33-PV США B II Половой
CE1176_A3-PV Малави C I/II переданный «вирус-основатель» Половой
703357.c02-PV Тайланд CRF01_AE I/II Половой

BJOX002000.03.2-PV Китай/Пекин CRF07_BC I/II ПИН*

*Потребители инъекционных наркотиков.
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ВВЕДЕНИЕ
Бета-лактамные антибиотики являются наиболее 
широко используемыми антибактериальными пре-
паратами, к преимуществам которых можно отнести 
высокую клиническую эффективность и низкую ток-
сичность. Важное значение имеет также доступность 
антибиотиков этого класса, что обусловлено, в част-
ности, масштабным использованием биокаталитиче-
ских технологий для их получения. Однако проблемы, 
связанные с развитием резистентности патогенов, 
ограничивают срок использования разработанных 
препаратов и делают необходимым поиск новых про-
изводных. Одно из ключевых направлений создания 
более эффективных, так называемых полусинтетиче-
ских аналогов, – введение различных N-ацильных за-
местителей, ковалентно cвязанных с бета-лактамным 
ядром. Успешность этого процесса прямо связана с до-

ступностью, эффективностью и легкостью включения 
нового N-ацильного радикала в структуру целевого 
соединения. Важную роль в решении этого вопроса 
сыграла способность пенициллинацилаз катализиро-
вать эффективный перенос ацильных групп, в пер-
вую очередь, остатков D-фенилглицина и п-окси-
D-фенилглицина, от их амидов и сложных эфиров 
на ядра пенициллинов и цефалоспоринов. Детальное 
исследование весьма сложной кинетики реакций 
ферментативного ацильного переноса в водной сре-
де на добавленные нуклеофилы позволило выявить 
основные факторы, от которых зависит эффектив-
ность процесса [1–3], и разработать методы биоката-
литического синтеза ампициллина, амоксициллина, 
цефалексина, цефаклора, цефоницида, цефпрозила 
в водной среде без применения экологически опас-
ных органических растворителей [4–11]. Дальнейшее 
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развитие биокаталитических методов в значитель-
ной степени зависит от субстратной специфичности 
ферментов, способных катализировать перенос дру-
гих ацильных групп на ядра бета-лактамных соеди-
нений. В этой связи представляет интерес сочетание 
возможностей биокатализа и методов клик-химии, 
когда на первой стадии при помощи фермента синте-
зируется бета-лактамное соединение с N-ацильным 
радикалом, содержащим активированную группу, 
которая затем может служить основой для получе-
ния разнообразных новых производных. В качестве 
примера для иллюстрации подобного подхода можно 
привести синтез цефатиамидина – антибиотика, по-
пулярного на китайском фармацевтическом рынке. 
В данном случае активированная N-ацильная группа 
представляет собой остаток бромуксусной кислоты, 
после введения которой и последующего взаимодей-
ствия с N,N'-диизопропилтиомочевиной получается 
целевой антибиотик (рис. 1) [12, 13].

Варьируя структуру вводимого бокового радикала 
к ядру антибиотика, природу активированных групп 
и структуру химического соединения на завершаю-
щей стадии, можно разработать достаточно универ-
сальный путь получения широкого спектра потен-
циальных антибактериальных препаратов. Весьма 
вероятной проблемой при разработке такого подхо-
да могут быть следующие осложняющие факторы: 
модификация (инактивация) фермента при взаимо-
действии с активированными группами исходных 
субстратов и получаемых продуктов, спонтанное 
разрушение активированных групп в условиях про-
ведения биокаталитической стадии, поиск подходя-
щих ферментов, обладающих необходимой катали-
тической активностью в отношении синтетических 
неприродных субстратов.

Цель данной работы состояла в изучении возмож-
ностей использования производных галоген-заме-
щенных уксусных кислот в качестве потенциальных 
ацильных доноров в реакциях, катализируемых пе-
нициллинацилазами из Escherichia coli и Alcaligenes 
faecalis, характеристике их реакционной способности 

как субстратов в зависимости от природы активиру-
ющей группы, так и при инактивации ферментов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Определение активности фермента по отношению 
к 2-галогенацетамидам
Типичный эксперимент проводили следующим об-
разом: 2-галогенацетамид (200 мкмоль) растворя-
ли в 0.05 М фосфатном буфере, термостатировали 
при нужной температуре, доводили pH до 7.5 и начи-
нали реакцию добавлением аликвоты исходного кон-
центрированного раствора фермента, создавая кон-
центрацию активных центров пенициллинацилазы 
в реакционной смеси 25 мкМ. Общий объем реакцион-
ной смеси составлял 800 мкл, концентрация субстра-
та 0.25 М. Реакцию проводили в термостатируемой 
ячейке, поддерживая постоянные значения темпера-
туры и pH. Через определенные промежутки време-
ни отбирали пробы объемом 20 мкл и смешивали их 
с 980 мкл смеси ацетонитрила с дистиллированной 
водой (соотношение 2 : 1). Пробы центрифугировали 
в течение 5 мин при 13000 об/мин для удаления осад-
ка белка и анализировали с помощью обращенно-
фазовой ВЭЖХ. Условия анализа: скорость потока 
0.7 мл/мин, элюент – ацетонитрил/вода (25 об.% аце-
тонитрила, 0.005 М фосфатный буфер pH 3), детек-
тирование 210 нм, колонка Kromasil Eternity 5-C18 
4.6×250 мм, объем наносимой пробы 20 мкл. Степень 
разделения RS

 соответствующих амида и кислоты 
во всех случаях превышала 1.5. Времена удержания 
компонентов составляли: хлорацетамид 4.16 мин, 
хлоруксусная кислота 4.34 мин, бромацетамид 4.27 
мин, бромуксусная кислота 4.73 мин, йодацетамид 
4.31 мин, йодуксусная кислота 5.92 мин.

Исследование зависимости скорости превращения 
хромогенного субстрата от концентрации 
2-хлорацетамида
Ингибирующее влияние хлорацетамида на катали-
тическую активность пенициллинацилазы изучали 

Рис. 1. Синтез 
антибиотика цефа-
тиамидина через 
активированное 
N-бромацетильное 
производное 
7-аминоцефа-
лоспорановой 
кислоты

Пенициллинацилаза
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с использованием высокопроизводительного микро-
планшетного ридера CLARIOstar (BMG LABTECH). 
Типичный эксперимент выглядел следующим об-
разом: в 96-луночном планшете в ячейки по верти-
кальным столбцам добавляли аликвоты 1 мМ рас-
твора хромогенного субстрата NIPAB (семь столбцов 
различных концентраций NIPAB в диапазоне от 0.01 
до 0.3 мМ; концентрация в рядах идентична), в ячей-
ки по горизонтальным рядам – аликвоты 700 мМ рас-
твора ингибитора (восемь рядов различных концен-
траций хлорацетамида в диапазоне от 0 до 400 мМ; 
концентрация в столбцах идентична), объем реак-
ционной смеси доводили до 216 мкл, добавляя не-
обходимый объем 0.1 М калий-фосфатного буфера 
pH 7.5. В этом же буфере были приготовлены раство-
ры всех реагентов. Реакцию начинали добавлением 
20 мкл раствора фермента при помощи мультика-
нального дозатора, создавая концентрацию активных 
центров пенициллинацилазы в каждой ячейке 10 нМ. 
Значение температуры поддерживали на уровне 
25°С. Активность определяли по накоплению хромо-
фора – п-нитро-м-карбоксианилина (λmax

 = 400 нм) 
в режиме работы прибора Absorbance/PlateMode 
при повышенной точности (количество вспышек 
на ячейку 30, время цикла 6 с, количество циклов 
74) с периодическим перемешиванием (500 об/мин). 
Во избежание случайных ошибок, вызванных обра-
зованием локальных пузырьков воздуха, измерение 
оптической плотности проводили в режиме стати-
стического усреднения (функция well scan, усред-
нение по спирали). Потоковую регрессионную обра-
ботку данных проводили в программе MARS Data 
Analysis Software. Начальные скорости определяли 
по усредненному значению производной в пределах 
10% конверсии NIPAB. Для определения константы 
ингибирования экспериментальные результаты ана-
лизировали в координатах Диксона.

Изучение инактивации пенициллинацилазы 
под действием 2-галогенацетамидов
Кинетику инактивации пенициллинацилазы из-
учали с использованием высокопроизводительно-
го микропланшетного ридера CLARIOstar (BMG 
LABTECH). Типичный эксперимент выглядел сле-
дующим образом: в 96-луночном планшете в ячейки 
по горизонтальным рядам добавляли аликвоты 1 М 
раствора галогенацетамида (восемь рядов различ-
ных концентраций в диапазоне от 0 до 470 мМ; кон-
центрация во всех 12 столбцах идентичная). Левую 
половину планшета использовали для изучения 
инактивации фермента под действием галогенаце-
тамида, правую – для изучения влияния на процесс 
инактивации фенилуксусной кислоты (ФУК) – вы-
сокоспецифичного ингибитора пенициллинацилазы; 

концентрация ФУК во всех ячейках правой поло-
вины планшета составляла 0.1 мМ. Объем реакци-
онной смеси в каждой ячейке доводили до 196 мкл, 
добавляя необходимый объем 0.1 М калий-фосфат-
ного буфера pH 7.5. При этом создавали по шесть 
идентичных по составу столбцов слева (без ФУК) 
и справа (с ФУК). Реакцию инактивации начинали 
одновременно в первом и седьмом столбцах добав-
лением 20 мкл исходного раствора фермента, что-
бы концентрация активных центров пенициллина-
цилазы в каждой ячейке составляла 10 нМ. Порции 
исходного раствора фермента последовательно до-
бавляли в каждый следующий столбец многоканаль-
ным дозатором через каждые 10 мин инкубирования. 
Значение температуры поддерживали на уровне 
25°С. Для определения остаточной активности фер-
мента через 50 мин после начала первой инкубации 
во все ячейки одновременно добавляли 24 мкл 1 мМ 
раствора NIPAB, чтобы концентрация хромогенного 
субстрата в каждой ячейке составляла 0.1 мМ. Таким 
образом, время инкубации фермента с ингибитором 
в 1-м и 7-м столбцах составило 50 мин, в 6-м и 12-м 
столбцах – 1 мин. Остаточную активность сканиро-
вали как описано выше. Инактивация фермента про-
текала в соответствии с кинетикой реакции первого 
порядка, при анализе экспериментальных данных 
определяли константу инактивации фермента.

Кинетику инактивации пенициллинацилазы 
при взаимодействии с 2-галогенацетамидами из-
учали также с использованием другой методики 
при разных температурах (4, 15 и 25°С) путем инку-
бирования раствора фермента (концентрация 3 нМ) 
в присутствии 100 мМ 2-галогенацетамида в 10 мМ 
калий-фосфатном буфере pH 7.5, содержащем 0.1 М 
KCl. Аликвоты реакционной смеси отбирали в опре-
деленные моменты времени и добавляли в термо-
статируемую кювету (25°С) с раствором NIPAB (кон-
центрация хромогенного субстрата 0.1 мМ в 10 мМ 
калий-фосфатном буфере pH 7.5, содержащем 0.1 М 
KCl). Остаточную активность измеряли на спектро-
фотометре Shimadzu UV 1800 при 400 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор производных галоген-замещенных 
уксусных кислот в качестве потенциальных 
субстратов для исследования
При выборе субстрата для ферментативной реак-
ции следует учитывать такие его свойства, как ста-
бильность, растворимость и удобство применения, 
что особенно важно при препаративном использо-
вании ацильных доноров. Решающими факторами 
при выборе амидов галоген-замещенных уксусных 
кислот для исследования в качестве потенциальных 
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субстратов пенициллинацилаз были: более высокая 
растворимость и стабильность амидов по сравнению 
со сложными эфирами и, самое главное, лакриматор-
ное действие сложных эфиров. Так, например, пары 
этилового эфира бромуксусной кислоты чрезвычай-
но раздражающе действуют на слизистую оболоч-
ку глаз; препарат необходимо хранить в герметично 
закрытых сосудах и применять в открытой посуде 
только в хорошем вытяжном шкафу [14].

Изучение способности амида 2-галогенуксусной 
кислоты связываться в активном центре 
пенициллинацилаз
Возможности потенциальных субстратов связывать-
ся в активном центре пенициллинацилазы изучали 
по их способности ингибировать активность фермен-
та по отношению к удобному хромогенному субстра-
ту. Типичный пример по влиянию 2-хлорацетамида 
на каталитическую активность пенициллинацилазы 
из E. coli показан на рис. 2. При исследовании зависи-
мости скорости превращения хромогенного субстра-
та NIPAB от концентрации ингибитора (2-хлорацета-
мида) было обнаружено конкурентное ингибирование 
и определено значение константы ингибирования 
0.12±0.02 М (рис. 2). Показано, что амиды 2-галоген-
замещенных уксусных кислот обладают значитель-
но более низким (примерно на 4 порядка) сродством 
к активному центру пенициллинацилаз по сравне-

нию со специфическими субстратами этого фермен-
та. Тем не менее, благодаря хорошей растворимости 
этих субстратов можно использовать их высококон-
центрированные растворы и рассчитывать на про-
ведение реакции в условиях максимальной скорости 
ферментативной реакции.

 
Изучение реакционной способности 
потенциальных ацильных доноров
При исследовании взаимодействия амидов гало-
ген-замещенных уксусных кислот с пенициллин-
ацилазами было обнаружено, что гидролиз этих суб-
стратов сопровождается инактивацией ферментов, 
наиболее ярко выраженной в случае йодацетамида 
и бромацетамида. Инактивация обоих ферментов 
была обусловлена связыванием галоген-замещенных 
ацетамидов в активном центре пенициллин ацилаз 
и сопряжена с каталитической активностью, по-
скольку добавление фенилуксусной кислоты – из-
вестного конкурентного ингибитора пенициллинаци-
лаз, связывающегося в активном центре, подавляло 
инактивацию. Подобную инактивацию пенциллин-
ацилазы из E. coli в ходе реакции ранее наблюдали 
при препаративном ферментативном синтезе пеп-
тидов D-фенилглицина [15]. Потеря активности фер-
мента в ходе превращения амидов галоген-замещен-
ных уксусных кислот протекала согласно кинетике 
реакции первого порядка, значения соответствую-
щих констант скоростей инактивации представлены 
в табл. 1.

Инактивация фермента под действием йодацета-
мида в условиях рН-оптимума действия пеницил-
линацилазы из E. coli при 25°С протекала настолько 
быстро, что гидролиз субстрата успевал пройти все-
го на несколько процентов. В случае бромацетамида 
инактивация была медленнее, однако также дела-
ла практически невозможным использование такого 
ацильного донора в препаративном синтезе в этих 
условиях. Снизить скорость инактивации фермен-
та и негативное влияние этого процесса на катали-

Рис. 2. Зависимость начальных скоростей гидролиза 
NIPAB под действием пенициллинацилазы из E. coli 
от концентрации хромогенного субстрата в при-
сутствии различных концентраций 2-хлорацетамида. 
Данные представлены в координатах Диксона. Условия 
проведения эксперимента: 25°С, 0.1 М калий-фосфат-
ный буфер pH 7.5
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Таблица 1. Значения констант скоростей инактивации 
пенициллинацилазы из Escherichia coli при взаимодей-
ствии с 2-галогенацетамидами 

Субстрат k
in

∙104, мин-1

Хлорацетамид 1.1±0.1
Бромацетамид 47±2
Йодацетамид 364±34

Примечание. Условия проведения эксперимента: 
25°С, 0.1 М калий-фосфатный буфер pH 7.5, 0.1 М 
2-галоген ацетамида.
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тическое превращение ацильных доноров под дей-
ствием пенициллинацилаз удалось при понижении 
температуры (рис. 3). Так, при 4°C потеря активности 
фермента при превращении бромацетамида снижа-
ется более чем на порядок, что позволяет исполь-
зовать это соединение в качестве ацильного донора 
в реакциях, катализируемых пенициллинацилаза-
ми. При этом следует отметить, что каталитическая 
активность пенициллинацилазы из A. faecalis по от-
ношению к этой группе субстратов была существен-
но выше, чем у пенициллинацилазы из E. coli (см. 
табл. 2).

ВЫВОДЫ
Изучение возможностей использования амидов 
2-галоген-замещенных уксусных кислот в качестве 
ацильных доноров в реакциях, катализируемых пе-
нициллинацилазами, выявило способность соедине-
ний этой группы инактивировать фермент в ходе ка-
талитического превращения. Наиболее эффективное 
инактивирующее действие проявляли йодацетамид 

и бромацетамид, однако негативное влияние побоч-
ной активности можно минимизировать при пониже-
нии температуры, когда каталитическая активность 
пенициллинацилаз к этим ацильным донорам оста-
ется достаточно высокой, а вклад инактивации фер-
мента в ходе реакции становится незначительным. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда  

(грант № 17-74-10255).
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Рис. 3. Кинетика накопления продуктов реакции 
(сплошные кривые) и расходования исходных суб-
стратов (пунктирные кривые) при гидролизе 2-гало-
генацетамидов под действием пенициллинацилазы 
из Alcaligenes faecalis. Реакцию с хлорацетамидом 
проводили при 25°C, с бром- и йодацетамидом – 
при 4°C. Условия проведения экспериментов указаны 
в подписи к табл. 2

Таблица 2. Специфичность пенициллинацилаз в реак-
циях гидролиза 2-галогенацетамидов

 Фермент

Субстрат

Пенициллин-
ацилаза  
из E. coli

Пенициллин-
ацилаза  

из A. faecalis

V, мкМ/с
Хлорацетамид (25°C) 7.5±1 63±5
Бромацетамид (4°C) 10.0±1.3 58±3
Йодацетамид (4°C) 9.3±1.3 45±2

Примечание. Условия проведения эксперимента: 
0.05 M фосфатный буфер pH 7.5, с хлорацетамидом 
при 25°C, с бром- и йодацетамидом – при 4°C, концен-
трация пенициллинацилазы 25 мкМ.
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РЕФЕРАТ Линкерный гистон H1 – один из основных ядерных белков, принимающих участие в структурно-
регуляторной организации хроматина. Ряд данных указывает на то, что посттрансляционные модификации 
H1 способны модулировать активность хроматина. С помощью масс-спектрометрии высокого разрешения 
(MALDI-FT-ICR-MS) мы обнаружили существенные различия в природе и положениях посттрансляци-
онных модификаций в некоторых вариантах гистона H1 (H1.3–H1.5) из эмбриональных стволовых клеток 
и дифференцированных клеток – иммортализованных фибробластов линии NIH/3T3 и эмбриональных 
фибробластов (МЭФ). Так, метилирование K75 в вариантах H1.2–1.4, метилирование K108, K148, K151, K152 
K154, K155, K160, K161, K179 и K185 в Н1.1, а также K168 в H1.2, фосфорилирование S129, T146, T149, S159, 
S163 и S180 в H1.1, T180 в H1.2 и T155 в H1.3 идентифицированы исключительно в эмбриональных ство-
ловых клетках. Большинство сайтов ацетилирования вариантов H1.0 и H1.2 в эмбриональных стволовых 
клетках расположены в C-концевых доменах, известных своим участием в стабилизации конденсирован-
ного хроматина. Полученные данные могут послужить основой для дальнейших исследований, направлен-
ных на анализ функциональной значимости посттрансляционной модификации гистона H1 для процессов 
самообновления и дифференцировки плюрипотентных стволовых клеток.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА двумерный электрофорез, линкерный гистон Н1, масс-спектрометрия, посттрансляци-
онные модификации, эмбриональные стволовые клетки мыши.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ MALDI-FT-ICR-MS – масс-спектрометрия ионно-циклотронного резонанса 
с Фурье-преобразованием; ПТМ – посттрансляционные модификации; ЭСК – эмбриональные стволовые 
клетки; МЭФ – эмбриональные фибробласты мыши; AU-PAGE – полиакриламидный гель, содержащий 
мочевину; SDS-PAGE – полиакриламидный гель, содержащий додецилсульфат натрия; meK – метилиро-
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ВВЕДЕНИЕ 
Архитектурные белки хроматина, такие, как гистон 
H1, взаимодействуют с нуклеосомами без явной 
специфичности к последовательности ДНК, способ-
ствуя формированию локально и/или глобально из-
мененной архитектуры хроматина [1–8]. Белки се-
мейства гистонов H1 человека и мыши представлены 

семью соматическими подтипами (от H1.0 до H1.5 
и H1X) и четырьмя уникальными вариантами (H1t, 
H1T2m, HILS1 и H1oo), характерными для половых 
клеток [9–13]. Несмотря на высокую структурную 
консервативность, подтипы H1 различаются эволю-
ционной стабильностью, распределением в эухрома-
тине/гетерохроматине и аффинностью связывания 
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хроматина, что может быть результатом посттран-
сляционных модификаций (ПТМ) [14–17]. 

Хроматин эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) 
и индуцированных плюрипотентных клеток активно 
изучается в течение последних нескольких десяти-
летий в связи с огромным потенциалом использо-
вания ЭСК в биомедицине. За это время показано, 
что гетерохроматин ЭСК более «открыт», чем в диф-
ференцированных клетках [18], и это свойство, при-
водящее к глобально повышенной транскрипции, мо-
жет быть результатом снижения экспрессии белков 
H1 [19] и ПТМ ядерных белков [18–20]. 

В рамках нашего исследования с помощью соче-
тания физико-химических и биологических подхо-
дов выявлены новые ПТМ гистона H1, специфически 
присутствующие в хроматине ЭСК, но не в диффе-
ренцированных клетках мыши. Обсуждается воз-
можная роль выявленных модификаций в струк-
турно-регуляторной организации хроматина этих 
клеток. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Все процедуры на животных выполняли в соответ-
ствии с принципами гуманного использования лабо-
раторных животных по стандартам, предписанным 
Американским физиологическим обществом. Работа 
с мышами выполнялась строго в соответствии с за-
конодательными актами Российской Федерации о за-
щите животных и была одобрена Советом по этике 
Института как гуманное использование лаборатор-
ных животных.

Эмбриональные фибробласты мыши (МЭФ) выде-
лены из 13.5-дневных зародышей мыши после есте-
ственного спаривания животных. ЭСК мыши линии 
E14Tg2A приобретены в BayGenomics. Клеточная 
линия NIH/3T3 получена из Российской коллек-
ции клеточных культур Института цитологии РАН 
(Санкт-Петербург, Россия). 

Культивирование клеточных линий
Клетки NIH/3T3 и МЭФ культивировали в DMEM 
с добавлением 10% эмбриональной бычьей сыворот-
ки, L-глутамина и 1% пенициллина/ стрептомицина 
[21, 22]. ЭСК культивировали в DMEM/F12 с добав-
лением 15% фетальной бычьей сыворотки, 1% пени-
циллина/стрептомицина, L-глутамина, незаменимых 
аминокислот и лейкозингибирующего фактора (LIF) 
на обработанных желатином культуральных чашках. 
Клетки промывали PBS (pH 7.5), обрабатывали 0.05% 
трипсином (10 мин при 37°C) и собирали центрифуги-
рованием при 2000 g в течение 5 мин. Клеточный оса-
док с 6–8 чашек (d = 10 см) замораживали в жидком 
азоте и хранили при -70°С. 

Экстракция и разделение вариантов гистона Н1
Для сохранения интактных ПTM белки H1 выде-
ляли из клеток напрямую (минуя стадию выделе-
ния ядер) с помощью 5% хлорной кислоты с после-
дующим осаждением подкисленным ацетоном [7]. 
Варианты H1 разделяли методом двухмерного гель-
электрофореза в полиакриламидном геле [7, 8].

Ферментативный гидролиз и анализ MALDI-FT-
ICR-MS
После проведения 2D-электрофореза фрагмен-
ты геля, содержащие ядерные белки, вырезали, 
измельчали и обрабатывали 40% ацетонитрилом 
в 0.1 М бикарбонате аммония при 37°С в течение 
15 мин как описано ранее [7]. Биологические образ-
цы анализировали в двух биологических и двух-

Рис. 1. 2D-электрофорез обогащенных H1 экстрактов 
клеток NIH/3T3 (A), МЭФ (Б) и ЭСК (В). Варианты H1 
идентифицированы в пяти фракциях (обозначены 2–4, 
6–7 в A), семи фракциях (4–10 в Б) и восьми фракциях 
(15–18, 20–21, 30–31 в В) клеток NIH/3T3, МЭФ и ЭСК 
соответственно. Остальные белковые фракции описа-
ны в табл. S1 [25]

А  

Б   

B   
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трех аналитических повторностях. Масс-спектры 
регистрировали в режиме положительных ионов 
в диапазоне 500–3000 м/z с использованием масс-
спектрометра MALDI-FT-ICR (Varian 902-MS), 
оснащенного сверхпроводящим магнитом 9.4 Тл 
и УФ-лазером (Nd: YAG) [7]. Спектры анализирова-
ли с использованием программных пакетов Mascot 
(www.matrixscience.com; Matrix Science, Лондон, 
Великобритания) и Protein Prospector MS-Fit 
(http://prospector.ucsf.edu) как описано ранее [7]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Целью нашей работы было сравнение ПТМ лин-
керных гистонов H1 из дифференцирован-
ных и эмбриональных стволовых клеток мыши. 
Варианты гистона H1 мы разделяли с использова-
нием сочетания AU-PAGE с SDS-PAGE, что осо-
бенно оправдано в случае идентификации заря-
женных кислотно-растворимых белков, включая 
гистоны [7, 8, 23, 24]. На рис. 1 представлены ре-
зультаты 2D-электрофоретического разделе-
ния вариантов H1 хроматина из двух типов диф-
ференцированных клеток, иммортализованных 

фибробластов мыши линии NIH/3T3 и первич-
ных эмбриональных фибробластов мыши (МЭФ), 
а также плюрипотентных клеток мыши (ЭСК ли-
нии E14Tg2А). В результате анализа электрофоре-
грамм мы идентифицировали в клетках NIH/3T3 
пять фракций, содержащих варианты Н1 (рис. 1A), 
семь фракций в МЭФ (рис. 1Б) и восемь в ЭСК 
(рис. 1В). Оставшиеся фракции включают белки се-
мейства HMG (High Mobility Group) и другие ядер-
ные белки (табл. S1 [25]). Результаты MS-анализа 
H1 представлены в табл. S2 [25] и на рис. 2–4. 
Обнаружены и проанализированы шесть изоформ 
H1 (H1.0–H1.5). Идентифицированные ПТМ подтипов 
H1 из NIH/3T3, МЭФ и ЭСК представлены в табли-
це и на рис. 5. На рис. 5 дополнительно представлены 
ранее идентифицированные ПТМ гистона H1 из ти-
муса мыши [7]. 

Метилирование 
Гистоны H1 – одна из основных групп ядерных 
белков хроматина, которые участвуют в продоль-
ном уплотнении реплицирующейся хромосомы [24]. 
В хроматине ЭСК на одну нуклеосому приходится 

Рис. 2. Масс-спектры подтипов гистона Н1 хроматина клеток NIH/3T3. Номер спектров соответствует номеру 
пятна на 2D-электро фореграм ме. Подробное описание содержания белков в каждом пятне приведено в табл. 1S 
[25]
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0.5 молекулы H1 (суммарно всех подтипов), что при-
мерно в 2 раза ниже, чем в хроматине дифференци-
рованных клеток [26]. Истощение линкерного гисто-
на H1 приводит к снижению степени компактизации 
хроматина, уменьшению глобального расстояния 
между нуклеосомами и снижению степени ПТМ не-
которых гистонов, таких, как метилирование [26]. 

Сравнительный анализ ПТМ вариантов H1 из кле-
ток NIH/3T3, МЭФ и ЭСК выявил снижение степени 
метилирования вариантов H1.4 и H1.5 в ЭСК по срав-
нению с дифференцированными клетками (рис. 5). 
Идентифицированные сайты метилирования белков 
H1 расположены, в основном, в области глобулярно-
го домена в положениях K34/K35, K63/65 и K73/75 
в зависимости от варианта H1 (таблица). 

Большинство выявленных нами таких ПТМ, 
как meK63/64, в вариантах Н1.2–H1.4, meK47 в H1.3, 
meK97 в H1.2, meK117 в H1.2 и meK27 в H1.5 уже 
описаны ранее [7, 8, 10–12]. Считается, что метили-
рование в этих положениях защищает аминогруп-
пы лизинов, вызывая увеличение сродства гистона 
к ДНК и облегчение перехода хроматина в локально 
репрессированное состояние [7, 8]. Помимо описан-
ных выше ПТМ, мы идентифицировали метилиро-

вание K75 вариантов H1.2–1.4 исключительно в ЭСК 
(рис. 5, табл. S2 [25]), расположенное в глобулярном 
домене Н1, которое также может приводить к защите 
аминогруппы лизина в этих клетках. 

Потенциальные сайты метилирования K108, K148, 
K151, K152, K154, K155, K160, K161, K179 и K185 
в Н1.1, K168 в H1.2 также идентифицированы исклю-
чительно в клетках ЭСК, тогда как метилирование 
K202 и K204 в H1.4 – только в дифференцирован-
ных клетках NIH/3T3 и МЭФ. Большинство из этих 
ПТМ расположены в мотивах (S/T)PXK или (S/T)
PXZ (где Х – любой аминокислотный остаток) вбли-
зи фосфорилированных серинов и треонинов H1. 
Потенциальная роль этих модификаций рассмотрена 
в разделе «Фосфорилирование».

Ацетилирование
Согласно нашим данным, общий уровень ацетили-
рования H1 в ЭСК оказался выше, чем в диффе-
ренцированных клетках (рис. 5). Как и ожидалось, 
мы идентифицировали несколько сайтов ацети-
лирования в N-концевом и глобулярном доменах 
H1 (таблица). В большинстве случаев точная био-
логическая роль этих модификаций не установ-
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Рис. 3. Масс-спектры подтипов гистона Н1 хроматина клеток МЭФ. Номер спектров соответствует номеру пятна 
на 2D-электрофореграмме. Подробное описание содержания белков в каждом пятне приведено в табл. S1 [25]
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Рис. 4. Масс-cпектры подтипов гистона Н1 хроматина ЭСК. Номер спектров соответствует номеру пятна 
на 2D-электрофореграмме. Подробное описание содержания белков в каждом пятне приведено в табл. S1 [25]

лена. Ацетилирование одного из наиболее изучен-
ных сайтов – acK34-H1.4, является отличительным 
признаком промоторов транскрипционно активных 
генов и помогает привлекать к промоторам ком-
плекс инициации транскрипции TFIID [27]. Однако 
мы не обнаружили acK34-H1.4 ни в одном из иссле-
дованных типах клеток. В то же время мы наблю-

дали метилирование в этой позиции варианта H1.4 
в NIH/3T3 и МЭФ, но не в ЭСК. Мы предполагаем, 
что деметилирование K34-H1.4 ЭСК может способ-
ствовать ацетилированию в этом сайте и облегчать 
рекрутирование транскрипционного фактора TFIID 
к промоторным областям. Кроме того, согласно на-
шим данным, Н1 ЭСК характеризуется наличием 
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Потенциальные ПТМ вариантов гистона Н1 хроматина NIH/3T3, МЭФ и ЭСК. Модификации, выделенные жир-
ным шрифтом, описаны ранее [8]

Клетки H1 Модификации Положение сайта модификации

NIH/3T3

H1.0
ацетилирование K12, К132, К136, К137, К149
метилирование K139, K155, K156

фосфорилирование S135, T153

H1.1
ацетилирование K17
метилирование K116, K121, K125

фосфорилирование S2, S115, T120

H1.2
ацетилирование K17
метилирование K46, K63, K90, K97, K117, K121

фосфорилирование S2, S41, S89, T96, S113

H1.3
ацетилирование K17
метилирование K47, K64

H1.4
ацетилирование K17
метилирование K34, K46, K63, K195, K197, K200, K202, K205

фосфорилирование T18, S36, S41, T45

H1.5
ацетилирование K17, K26, K12, K180
метилирование K27, K31, K51, K62, K63, K74

фосфорилирование S18, T25, S40, S57, S111, T121, T132

МЭФ

H1.0
ацетилирование K12, K180, K182, K184, K188
метилирование K14, K69, K73

фосфорилирование S66, T84, S185

H1.1
ацетилирование K17, K22, K23, K29
метилирование K35, K116, K121, K125

фосфорилирование T24, S115, T120, S123

H1.2
ацетилирование K17, K153, K156, K157, K159, K206, K210
метилирование K21, K22, K46, K106, K117, K121, K148

фосфорилирование S2, S41, T154, T173

H1.3
ацетилирование K17
метилирование K47, K64

фосфорилирование T18

H1.4
ацетилирование K17
метилирование K34, K46, K63, K195, K197, K200, K202, K205

фосфорилирование S36, S41, T45, S204

H1.5
ацетилирование K17, K26, K143
метилирование K27, K31, K45, K62, K74, K134, K144, K147, K191, K193

фосфорилирование S111, T132, T149, S192

ЭСК

H1.0 ацетилирование K12, K17, K20, К121, К122, К125, К127, К136, К137, К147, К148, К149, К155, 
К184, К188

H1.1
ацетилирование K17, K83, K87, K133, K134, K136, K137, K144, K167, K168, K183
метилирование K108, K116, K148, K151, K152, K154, K155, K160, K161, K179, K185

фосфорилирование T24, S88, S115, T120, S123, S129, T146, T149, S159, S163, S180

H1.2
ацетилирование K17, K81, K122, K127, K130, K149, K153, К156, К157, K172, K175, K176, K178
метилирование K46, K63, K75, K121, K148, K168

фосфорилирование T154, S173, T180

H1.3
ацетилирование K17, K154, K157, K158
метилирование K47, K64, K75

фосфорилирование T155

H1.4
ацетилирование K17
метилирование K46, K63, K75 

H1.5
ацетилирование K17
метилирование K45, K74
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acK83 и acK87 в H1.1 и acK81 в H1.2. Снижение поло-
жительного заряда в этой области вследствие ацети-
лирования аминогруппы остатков лизина может при-
вести к дестабилизации взаимодействий H1 с ДНК и, 
в свою очередь, способствовать образованию локаль-
но релаксированного состояния хроматина. 

Образование «открытого» хроматина также мо-
жет облегчаться ацетилированием остатков ли-
зина в С-концевых областях вариантов H1.1–H1.3. 
Более того, большинство из этих C-концевых ЭСК-
специфичных сайтов ацетилирования и метилиро-
вания вариантов H1.1–H1.3 расположены в мотивах 
(S/T)PXK или (S/T)PXZ вблизи фосфорилирован-
ных остатков серина и треонина. Их потенциальная 
биологическая роль и механизм регуляции взаимо-
действия H1-ДНК, опосредуемый ацетилировани-
ем/метилированием лизинов в мотивах (S/T)PXK 
или (S/T)РXZ, более подробно обсуждаются в раз-
деле «Фосфорилирование». 

Фосфорилирование
Нами идентифицирован ряд сайтов фосфорили-
рования гистонов H1, таких, как T24, S115, T120 
и S123 в H1.1, S2, S41, T154 и T173 в H1.2, харак-
терных как для дифференцированных клеток, 
так и для ЭСК. В то же время несколько потенциаль-
ных сайтов фосфорилирования подтипов Н1 выяв-
лено исключительно в ЭСК: S129, T146, T149, S159, 
S163 и S180 в H1.1, T180 в H1.2 и T155 в H1.3 (рис. 5, 
табл. S2 [25]). Идентифицированные сайты фосфо-
рилирования расположены в основном в С-концевых 
доменах H1, в том числе в мотивах (S/T)PXK и (S/T)
PXZ (рис. 5), которые фосфорилируются во время 
митоза и модулируют тем самым состояние хромати-
на [15, 28–34]. Вопрос о функциональной связи фос-
форилирования и/или его отсутствия в ряде сайтов 
других подтипов H1 с поддержанием плюрипотент-
ности ЭСК и способностью дифференцировки этих 
клеток остается пока открытым. 

Известно, что фосфорилирование S173 (H1.2) и 
S187 (H1.4), происходящее во время интерфазы, не-
обходимо для релаксации хроматина и активации 
транскрипции [15, 30–32]. Принимая во внимание тот 
факт, что эти остатки серина лежат в пределах об-
ластей, структурно напоминающих так называемые 
участки с механизмом двоичного метилирования/
фосфорилирования (methyl-phospho switch regions) 
коровых гистонов, метилирование K172 H1.2 в ЭСК 
может способствовать фосфорилированию соседнего 
S173. В свою очередь, pS173 может стимулировать 
ацетилирование K172, приводящее к активации 
транскрипции. 

Мы идентифицировали несколько спарен-
ных ПТМ, таких,  как meK148/pT149-H1.1 

и meK179/pS180 (H1.1 в ЭСК), meK191/pS192 
(H1.5 в МЭФ), которые расположены в основном 
в C-концевых областях белков (рис. 5). Их структур-
ная организация также напоминает области meth-
yl-phospho switch regions основных гистонов. Один 
из примеров данного типа регуляции – сайт K9/S10 
в гистоне H3 [35–38]. Регуляторное состояние сайта 
K9/S10 характеризуется стабильным meK и дина-
мическим фосфорилированием остатка S/T, который 
находится вблизи K. Фосфорилирование S10 и S28 
в H3 приводит к ацетилированию в K9 и K27 соответ-
ственно, что способствует активации транскрипции 
[39].

Кроме того, мы также идентифицировали ряд 
сайтов ацетилирования/фосфорилирования, вклю-
чая acK17/pT18 (H1.4 и H1.5 в клетках NIH/3T3), 
acK17/pT18 (H1.3 в МЭФ), acK23/pT24 (H1.1 
в МЭФ), acK184/pS185 (H1.0 в МЭФ), acK153/pT154 
(H1.2 в МЭФ и ЭСК), acK154/pT155 (H1.3 в ЭСК) 
и acK172/pS173 (H1.2 в ЭСК). Эти области ацетилиро-
вания/фосфорилирования характерны как для ЭСК, 
так и для дифференцированных клеток. Их струк-
турная организация также напоминает области 
methyl-phospho switch regions за исключением 
того, что метилирование изменяется на ацетилиро-
вание. Возможно, что и в данном случае мы имеем 
дело с участками methyl-acetyl-phospho switch-
регуляции, рассмотренными выше [40, 41], и ацети-
лирование этих сайтов также может приводить к ак-
тивации транскрипции. Однако эта гипотеза требует 
дальнейшей экспериментальной проверки. 

Цитруллирование
Ранее было показано, что цитруллирование H1.2–
H1.4 в R54 способствует приобретению и поддер-
жанию состояния плюрипотентности клеток [42]. 
Фактически это проявляется в нарушении свя-
зывания H1 с хроматином, что вызывает фор-
мирование «открытого» состояния хроматина. 
Цитруллирование – это процесс замены аргинина 
на цитруллин, которое приводит к смещению пика 
пептида ERSGVSLAALK на 0.9844 м/z в масс-
спектрах. Мы наблюдали смещенный пик низкой 
интенсивности в области 1131.64 м/z, однако вероят-
ность его правильного отнесения составляет 9.8 ppm. 
При анализе спектров мы не учитывали пики свыше 
3.0 ppm. Таким образом, мы не можем точно показать, 
имеет ли место цитруллирование R54 в наших образ-
цах H1.2–H1.4 из ЭСК. 

Формилирование
Известно, что H1.2 в положениях K63–K85 и K97 
в тканях мыши, но не в хроматине иммортализо-
ванных клеточных линий, может подвергаться фор-
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Рис. 5. Потенциаль-
ные ПТМ вариантов 
H1 из клеток NIH/3T3, 
МЭФ и E14

– ацетилирование лизина
– метилирование лизина/аргинина
– фосфорилирование треонина
– фосфорилирование серина
– окисление метионина

– S/PTXK-мотив

– Глобулярный домен белка
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милированию [43]. Мы также не идентифицирова-
ли сайты формилирования H1 в изученных нами 
клеточных линиях. Роль данной ПТМ неизвестна, 
но предполагается, что формилирование может 
катализироваться неким специфическим фермен-
том во время деметилирования остатков лизина 
амино кси дазой LSD1 [44]. 

Окисление 
Нами идентифицирован сайт окисления метиони-
на до метионинсульфоксида MetO [45] в положении 
M31 гистона H1.0 дифференцированных клеток, 
но не в ЭСК (табл. 2S [25]). Положение остатков М 
в белках часто способствует образованию гидро-
фобных связей между их атомами серы и кольцами 
ароматических остатков триптофана, фенилаланина 
или тирозина [46]. Эти гидрофобные серно-кольце-
вые связи создают структурную стабильность бел-
ков, примерно равную стабильности ионного солево-
го мостика [46]. Взаимодействие с М устанавливает 
оптимальное положение, необходимое для обеспече-
ния антиоксидантной защиты ароматических ами-
нокислот. Окисление метионина до MetO разрушает 
эту гидрофобную связь и может влиять на форми-
рование нормальной трехмерной структуры белка. 
Окисленные белки характеризуются повышенной 
гидрофобностью поверхности [47], что коррелирует 
с возрастным увеличением содержания MetO [45]. 
Отсутствие сайтов окисления H1 в ЭСК согласуется 
с неограниченным потенциалом самообновления этих 
клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленном исследовании проведено сравне-
ние потенциальных сайтов ПТМ гистона H1 в диффе-
ренцированных и эмбриональных стволовых клетках 
мыши. Выявлено сходство общих уровней метилиро-
вания/ацетилирования H1.3–H1.5, природы и поло-
жения посттрансляционных модификаций гистонов 
H1.3–H1.5 в ЭСК и дифференцированных клетках. 
При этом уровни ацетилирования H1.0 и H1.2 в ЭСК 
(в дополнение к ранее известным фактам о сниже-
нии уровня их экспрессии в хроматине ЭСК [20]) 
в целом выше, чем в гистонах дифференцированных 

клеток (pис. 5). Большинство потенциальных сай-
тов ацетилирования H1.0 и H1.2 в ЭСК расположены 
в С-концевых доменах белков, а именно в областях 
97–121 и 145–169. Эти области локализованы в двух 
известных субдоменах С-концевого фрагмента, уча-
ствующих в стабилизации конденсированного хро-
матина [20, 48]. Уменьшение положительного заряда 
N- и C-концевых областей белков H1 может осла-
бить взаимодействие H1-ДНК на входе/выходе ДНК 
из коровой частицы и предотвратить взаимодействие 
H1 с регуляторными белками хроматина, такими, 
как HMGN и HMGB1/2 [49, 50]. Известно, что белки 
HMGB1/2 способны вытеснять гистон H1 из ДНК-
белкового комплекса и тем самым облегчать ремо-
делирование нуклеосомы, обеспечивая доступность 
ДНК для факторов транскрипции [51]. Смещение 
H1 из нуклеосомы должно привести к образованию 
«открытой» структуры хроматина, что свойственно 
стволовым клеткам.

Таким образом, открытая структура хроматина 
плюрипотентных стволовых клеток может форми-
роваться как путем снижения общего уровня экс-
прессии H1, так и в результате посттрансляционных 
модификаций вариантов H1.0 и H1.2, приводящих 
к нарушению их связывания с ДНК и, как следствие, 
к образованию хроматина с более рыхлой струк-
турой. Биологическая роль наиболее известных 
в настоящее время модификаций H1 пока не ясна. 
Необходимы дальнейшие исследования, чтобы опре-
делить индивидуальные и совокупные роли этих 
ПТМ. Эти знания помогут нам глубже понять моле-
кулярные процессы, лежащие в основе функциони-
рования хроматина плюрипотентных клеток. 

Исследования поддержаны Российским 
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нано- и биотехнологий СПбГПУ» на базе ФГАОУ 
ВО «СПбПУ»  при финансовой поддержке 

Министерства образования и науки Российской 
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РЕФЕРАТ Репрограммирование соматических клеток к плюрипотентному состоянию – сложный, много-
этапный процесс, в регуляции которого участвует множество факторов, в том числе активно изучаемые 
в последнее время некодирующие РНК, в частности микроРНК. МикроРНК играют важную роль во мно-
гих процессах, включая и репрограммирование клеток. Нами изучена возможность репрограммирования 
фибробластов крысы с делецией участка ДНК, кодирующего кластер из 14 микроРНК (начиная с miR-743a 
и до miR-465). Показано, что делеция этого участка значительно снижает эффективность репрограммиро-
вания клеток. Клетки, полученные в ходе репрограммирования, отличаются от эмбриональных и индуци-
рованных плюрипотентных стволовых клеток крысы, что свидетельствует о незавершенности процесса 
репрограммирования. Таким образом, можно предположить, что данный кластер микроРНК либо отдель-
ные его представители участвуют в регуляции процесса репрограммирования клеток крысы к плюрипо-
тентному состоянию.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА микроРНК, плюрипотентные стволовые клетки, репрограммирование, CRISPR/Cas9.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; мкРНК – микроРНК; 
ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; CRISPR – Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic 
Repeats; PAM – мотив, прилежащий к протоспейсеру (Protospacer Adjacent Motif); ОТ-ПЦР – обратная 
транскрипция с последующей полимеразной цепной реакцией; ЩФ – щелочная фосфатаза.

ВВЕДЕНИЕ
Плюрипотентные стволовые клетки – это клетки, 
способные дифференцироваться в производные всех 
трех зародышевых листков. Одним из способов полу-
чения плюрипотентных стволовых клеток являет-
ся репрограммирование соматических клеток путем 

сверхэкспрессии факторов плюрипотентности Oct4, 
Sox2, Klf4 и c-Myc [1]. В результате получают так на-
зываемые индуцированные плюрипотентные клетки 
(ИПСК), которые широко применяются для изучения 
процессов раннего развития и дифференцировки, мо-
делирования наследственных заболеваний, а также 
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в качестве перспективного источника клеточных про-
изводных, используемых в регенеративной медици-
не. Механизмы, отвечающие за процесс репрограм-
мирования, хорошо изучены, известны изменения 
в экспрессии генов, организации хроматина и метабо-
лизме. Кроме того, в данном процессе участвуют ми-
кроРНК (мкРНК) – класс малых некодирующих РНК 
длиной от 18 до 23 нуклеотидов, осуществляющих 
посттранскрипционную регуляцию экспрессии генов. 
мкРНК играют важную роль в регуляции множества 
процессов, включая развитие организма и диффе-
ренцировку клеток. В настоящее время обнаружено 
множество мкРНК, экспрессирующихся в плюрипо-
тентных стволовых клетках человека, мыши и кры-
сы. Наиболее изученные мкРНК, участвующие в про-
цессе репрограммирования, относятся к кластерам 
miR-290-295, miR-302-367 и семейству miR-200 [2]. 
При этом участие многих других мкРНК в репро-
граммировании клеток, а также их функции оста-
ются неизвестными. Ранее нами был проведен ана-
лиз экспрессии мкРНК в эмбриональных стволовых 
клетках (ЭСК), ИПСК и эмбриональных фибробла-
стах крысы. В результате на X-хромосоме выявлен 
кластер мкРНК (начиная с miR-743a и до miR-465) 
с повышенным уровнем экспрессии в плюрипотент-
ных клетках по сравнению с фибробластами [3]. 
Кроме того, экспрессия некоторых мкРНК данного 
кластера снижается в ходе спонтанной дифференци-
ровки плюрипотентных клеток. Полученные данные 
позволили нам предположить, что эти мкРНК могут 
участвовать в процессах самообновления и поддер-
жания плюрипотентного состояния стволовых кле-
ток, а также в их репрограммировании. Для проверки 
участия данных мкРНК в процессе репрограммиро-
вания мы получили фибробласты крысы, несущие 
делецию участка генома, кодирующего изучаемые 
мкРНК. Делеция данного участка нарушает процесс 
репрограммирования к плюрипотентному состоянию, 
что свидетельствует в пользу участия этого кластера 
мкРНК либо некоторых его представителей в регуля-
ции этого процесса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Направляющие РНК, фланкирующие целевой уча-
сток с мкРНК, подбирали с использованием он-
лайн платформы Benchling (https://benchling.
com/crispr). В итоге выбраны следующие прото-
спейсеры: 5’-CTTAGTTAACAGATTAGGAC-3’ 
(PAM-TGG), 5’-TTGCTAGAGTAATACCAACT-3’ 
(PAM-TGG). Олигонуклеотиды встраивали в век-
тор pX-458-2sgRNA по сайтам BbsI и BsaI. Вектор 
pX-458-2sgRNA получен путем гидролиза эндону-
клеазами рестрикции XbaI и KpnI вектора pX333 
(Addgene Plasmid #64073), выделения и очистки 

фрагмента размером 444 п.н. и встройке данного 
фрагмента в вектор pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) 
(Addgene Plasmid #48138), гидролизованный XbaI 
и KpnI.

Фибробласты крысы культивировали при 37˚С 
и 5% CO2

 в смеси сред DMEM и F12 (1 : 1) (Lonza) с до-
бавлением 10% эмбриональной бычьей сыворотки 
(Gibco, США), GlutaMAX (Gibco), смеси 100 ед./мл 
пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (Gibco). 
Для получения делеции фибробласты (4 × 105) сам-
цов крысы электропорировали плазмидой pX-458-
2sgRNA (5 мкг) с клонированными направляющими 
РНК с помощью прибора Neon Transfection System 
(Invitrogen, США). На следующий день клетки со-
ртировали на приборе S3e Cell Sorter (Bio-Rad, США) 
и субклонировали в 96-луночные планшеты. Через 
7–14 дней лунки просматривали под микроскопом 
и отбраковывали содержащие несколько островков 
роста, чтобы исключить поликлональные линии. 
Моноклональные линии размножали, выделяли ДНК 
и анализировали с помощью ПЦР и секвенирования 
по Сэнгеру. Последовательности праймеров приве-
дены в табл. 1.

Для репрограммирования фибробласты (5 × 104) 
трансдуцировали двумя препаратами лентиви-
русов, кодирующих факторы плюрипотентности 
Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc и тетрациклиновый транс-
активатор. За 1 ч до трансдукции в среду добав-
ляли 4 мкг/мл полибрена (Sigma-Aldrich, США). 
Препараты лентивирусов получали с использова-
нием векторов TetO-FUW-OSKM (Addgene Plasmid 
#20321) и FUdeltaGW-rtTA (Addgene Plasmid 
#19780) и векторов, кодирующих белки, необходимые 
для упаковки вирусных частиц, psPAX2 (Addgene 
Plasmid #12260) и pMD2.G (Addgene Plasmid #12259), 
по протоколу, описанному ранее [4]. На следую-
щие сутки после трансдукции в среду добавляли 
2 мкг/мл доксициклина (Sigma-Aldrich), на чет-
вертые сутки фибробласты пересаживали на слой 
митотически неактивных эмбриональных фибро-
бластов мыши и культивировали в среде N2B27, 
состоящей из смеси N2 (DMEM/F12 с добавкой N2) 
(Gibco) и B27 (Neurobasal с добавкой B27) (Gibco), 

Таблица 1. Последовательности праймеров для ПЦР-
анализа линий клеток с делецией целевого локуса 

Праймер Последовательность, 5’–3’
FL1 CATACCTCAGAAACGCAAAAC
FL2 AGTTAATATCGAAAAGCCACC
IN1 CAGAATATATGGCTTATTGGA
IN2 GTTTTATACATACGCACACC
IN3 TATAAGAATGAAAGACGCCAAAC
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а также GlutaMAX, смеси 100 ед./мл пеницилли-
на и 100 мкг/мл стрептомицина, 0.1 мМ 2-меркап-
тоэтанола (Sigma-Aldrich), 1000 ед./мл LIF мыши 
(StemRD), 1 мкМ PD0325901 (StemRD) и 3 мкМ 
CHIR99021 (StemRD). Репрограммирование проводи-
ли в трех повторностях. На 10–14 день репрограмми-
рования некоторые колонии частично механически 
пересаживали на отдельные ячейки для размноже-
ния и дальнейшего анализа, на 20 день окрашивали 
на щелочную фосфатазу (ЩФ) по протоколу, описан-
ному ранее [4]. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание осущест-
вляли как описано ранее [4]. Для анализа исполь-
зовали следующие первичные антитела: SSEA1 
(sc-21702, 1:25), Oct4 (sc-5279, 1:200) и Sox2 (sc-20088, 
1:200) (Santa Cruz Biotechnology, США). Для визуа-
лизации использовали вторичные антитела к имму-
ноглобулинам кролика или мыши, конъюгированные 
с флуоресцентными красителями Alexa 488 и Alexa 
568 (Life Technologies, США).

РНК выделяли с использованием реагента TRIzol 
(Invitrogen) по протоколу производителя. Реакцию 
обратной транскрипции проводили с использова-
нием 500 нг РНК, обратной транскриптазы M-MLV 
(Invitrogen) и Random Hexamer primers (Thermo 
Scientific, США). Полученную кДНК анализирова-
ли на приборе LightCycler480 (Roche, Швейцария) 
с использованием набора БиоМастер HS-qPCR 
SYBR Blue («Биолабмикс», Россия). Реакцию ам-
плификации проводили при следующих условиях: 
95˚С, 5 мин; 40 циклов – 95˚С, 15 с и 60˚С, 1 мин. 
Последовательности праймеров приведены в табл. 2.

Поиск потенциальных мишеней проводили с ис-
пользованием программ TargetSpy v1.1 [5], miRanda 
v3.3a [6] и TargetScan v7.0 [7]. Выбирали только ге-
ны-мишени, предсказанные всеми тремя програм-
мами и имеющие пониженный уровень экспрессии 
в ЭСК и ИПСК крысы по сравнению с фибробласта-
ми. Данные об экспрессии мРНК получены ранее [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследованный нами кластер мкРНК локализуется 
в участке 37 длинного плеча Х-хромосомы и состоит 
из 14 мкРНК: miR-743a, miR-743b, miR-742, miR-883, 
miR-471, miR-3551, miR-741, miR-463, miR-880, miR-
878, miR-881, miR-871, miR-3580, miR-465 (рис. 1А). 
Гипотезу об участии данного кластера мкРНК в про-
цессе репрограммирования к плюрипотентному со-
стоянию мы проверяли с использованием нокаута 
этих мкРНК путем делеции участка генома, их ко-
дирующего. Делецию получали с помощью системы 
CRISPR/Cas9 с двумя направляющими РНК, флан-
кирующими делетируемый участок. В результате 
получены 94 субклонированные линии фибробла-

стов самцов крысы, из которых семь несли делецию 
целевого участка ДНК (рис. 1Б). Наличие делеции 
в субклонированных линиях проверяли методом 
ПЦР с использованием фланкирующих праймеров. 
Кроме того, проверяли присутствие транслокации 
делетируемого участка с использованием вложенных 
праймеров (рис. 1В). В некоторых линиях наличие 
делеции подтверждали секвенированием по Сэнгеру 
(рис. 1Г). 

Экспрессию экзогенных факторов плюрипотент-
ности активировали параллельно в линиях фибро-
бластов с делецией кластера мкРНК и в контрольной 
линии клеток, которую, во-первых, использовали 
для получения линий с нокаутом, а, во-вторых, элек-
тропорировали плазмидой pX-458-2sgRNA, не ко-
дирующей направляющие РНК. Эффективность ре-
программирования фибробластов с нокаутом мкРНК 
оказалась значимо ниже по сравнению с контрольной 
линией (рис. 2А). В ходе репрограммирования неко-
торые колонии как из контрольных, так и из экспе-
риментальных лунок механически частично пере-
саживали для дальнейшего анализа. Морфология 
клеток, полученных в контрольном эксперимен-
те, соответствует морфологии ЭСК крысы. Данные 
ИПСК-подобные клетки успешно культивируются, 
сохраняют морфологию и положительно окрашива-

Таблица 2. Последовательности праймеров для анали-
за экспрессии маркеров плюрипотентного состояния

Ген Последовательность, 5’–3’

endo-Oct4 CACACTCTACTCGGTCCCTT
TGCTTTCAATTCCTCCCCA

endo-Sox2 TATCGAGATAAACATGGCAA
CAGAATCAAAACCCAGCAA

endo-Klf4 TCCGATCTACATTTATGACC
TTATTGCACATCTGAAACCAC

endo-c-
Myc

TCAAAGCCTAACCTCACAA
GCAGTTAACATTATGGCTGA

Nanog TACCTCAGCCTCCAGCAGAT
GCAATGGATGCTGGGATACT

Esrrb GGCGTTCTTCAAGAGAACCA
CCCACTTTGAGGCATTTCAT

Tdgf1 TTGGACTTGTTGCTGGGATA
CGGAAGGCACAAGCTGGA

Tcl1a CCGATTAAATATCTCACTCAC
TCTCTTATTTCTTGGCATCT

Utf1 TTGCTCCCCAGTCTCTGAAT
GAGAAACGGTTTGGTCGAAG

Dnmt3l AAGACCCATGAAACCTTGAACC
GTTGACTTCGTACCTGATGACC

Pecam1 TCCTAAGAGCAAAGAGCAAC
TGGGCTTGTCTGTGAATGT

Dppa3 TGGGGAAATCTCTTCTAATTGCT
CTTCTAAATCAAACTACCAGGCTT
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ются на ЩФ после отмены экспрессии экзогенных 
факторов плюрипотентности (рис. 2Б). Они экс-
прессируют маркеры плюрипотентного состояния, 
что подтверждается иммунофлуоресцентным окра-
шиванием и ОТ-ПЦР в реальном времени (рис. 2В,Г). 

Клетки, полученные при репрограммировании 
фибробластов с нокаутом кластера мкРНК miR-
743a–miR-465, имеют эпителиальную морфологию, 
что говорит о прохождении начального этапа репро-
граммирования – мезенхимально-эпителиального 

перехода. Однако эти клетки в отличие от контроль-
ной линии образуют неплотные колонии. Процесс 
репрограммирования происходит не полностью, 
клетки гибнут в отсутствие доксициклина, что сви-
детельствует о зависимости от экспрессии экзоген-
ных факторов плюрипотентности. Стоит отметить, 
что клетки с нокаутом кластера miR-743a–miR-465 
положительно окрашиваются на ЩФ и SSEA1, под-
тверждая прохождение начальных этапов репро-
граммирования плюрипотентности (рис. 2Б,В). В этих 

Рис. 1. А – схема ис-
следуемого кластера 
мкРНК. Горизонталь-
ными стрелками обо-
значены праймеры, 
вертикальными – сайты 
внесения двухцепочеч-
ных разрывов. Б – ре-
зультаты выявления 
делеции в субклониро-
ванных линиях. Исполь-
зованы праймеры FL1 
и FL2. В – анализ поли-
клональности субклони-
рованных линий (слева) 
и наличия транслокации 
(справа) с использова-
нием пар праймеров 
FL1–IN3 и IN1–IN2 соот-
ветственно. к+ и к- – по-
ложительный и отрица-
тельный контроли ПЦР. 
Г – примеры секвениро-
вания по Сэнгеру ПЦР-
продуктов, полученных 
с праймеров FL1 и FL2, 
при наличии делеции 
целевого участка. ДТ – 
дикий тип

A

Б

1 т.п.н.

1 т.п.н.

1 т.п.н.

1 т.п.н.

В к+ к- к+ к-

к-

Г ДТ

S15

S26

S45
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Рис. 2. А – эффективность репрограммирования линий фибробластов – контрольной и с нокаутом. Звездочкой 
обозначены статистически значимые отличия, *p<0.05, критерий Манна–Уитни. Б – репрезентативные изобра-
жения колоний, полученных в результате репрограммирования, а также ЭСК крысы. Фазовый контраст сверху, 
окраска на ЩФ снизу. В – иммунофлуоресцентное окрашивание колоний, полученных в результате репрограм-
мирования. Масштаб 100 мкм. Г – ОТ-ПЦР-анализ экспрессии маркеров плюрипотентного состояния. Звездоч-
ками обозначены статистически значимые отличия экспрессии генов в клетках с нокаутом по сравнению с кон-
тролем, *p<0.05, **p<0.005, t-критерий Стьюдента

клетках наблюдается также экспрессия маркеров 
плюрипотентности, но ее уровень значительно ниже, 
чем в контрольной группе клеток (рис. 2Г).

В число мишеней исследуемых мкРНК вхо-
дят гены сигнального пути TGF-β, ингибирование 
которого способствует репрограммированию [9]. 
Значительную долю составляют гены сигнального 
пути Wnt, ингибирование которого на ранних стади-
ях необходимо для успешного репрограммирования 
клеток [10]. Присутствуют также известные ингиби-

торы процесса репрограммирования Cdkn1a и Zeb1 
[11, 12].

мкРНК играют важную роль в регуляции множе-
ства процессов, в том числе и в репрограммировании 
клеток к плюрипотентному состоянию. В настоящее 
время изучена лишь малая часть мкРНК, экспресси-
рующихся в плюрипотентных клетках и вовлечен-
ных в процесс репрограммирования. Появление си-
стем редактирования генома значительно ускорило 
прогресс в изучении функций как белоккодирующих 
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генов, так и некодирующих РНК. В отличие от ин-
гибиторов мкРНК, основанных, например, на LNA-
олигонуклеотидах, система CRISPR/Cas9 позволяет 
добиться более специфичного и постоянного нокаута 
мкРНК. Кроме того, использование CRISPR/Cas9 де-
лает возможным нокаут целого кластера мкРНК.

Исследованный кластер мкРНК расположен вбли-
зи белоккодирующего гена Slitrk2. Схожие кластеры 
мкРНК обнаружены у других видов млекопитающих, 
в том числе у мыши и человека [13]. Предполагается, 
что у разных видов эти кластеры мкРНК имеют 
общего предка, но значительные различия в после-
довательностях пре-мкРНК и seed-регионов сви-
детельствуют о быстрой эволюции этих мкРНК [13, 
14]. Высокий уровень экспрессии данных кластеров 
мкРНК выявлен в семенниках мыши и человека, 
а их участие в регуляции сперматогенеза у мышей 
показано путем делеции некоторых из них [13–15]. 
Функционально подтверждено существование общих 
генов-мишеней у данных мкРНК мыши и человека, 
несмотря на различия в их нуклеотидных последо-
вательностях [14]. Стоит также отметить, что мкРНК 
данного кластера способны функционально ком-
пенсировать взаимное отсутствие [13]. В отличие 
от мыши, уровень экспрессии некоторых мкРНК 
у крысы, в частности mir-741, сравним в семенниках 
и плюрипотентных клетках, что может свидетель-
ствовать о видоспецифичных особенностях плюрипо-
тентных клеток крысы [3, 15]. Тем не менее, в огром-
ном пуле потенциальных генов-мишеней могут быть 

представлены общие гены, участвующие в процессе 
репрограммирования у разных видов. Таким обра-
зом, этот кластер мкРНК может принимать участие 
в репрограммировании не только клеток крысы, 
но это требует дальнейшего изучения.

Нарушение процесса репрограммирования при де-
леции участка ДНК, содержащего кластер из 14 
мкРНК (с miR-743a по miR-465), позволяет предпо-
ложить вовлеченность всех или некоторых из них 
в данный процесс. Стоит отметить, что делеция 
такого значительного по размеру района могла за-
тронуть либо неизвестные регуляторные элементы, 
либо неаннотированные гены. Тем не менее, наше 
исследование можно рассматривать как первый шаг 
в изучении данного кластера мкРНК в процессе ре-
программирования клеток к плюрипотентному со-
стоянию. 
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РЕФЕРАТ Бактериофаг MS2 был использован для таргетной доставки индуктора апоптоза, Tl+, в ткань 
опухоли. Таргетная доставка обеспечивалась iRGD-пептидом, лигандом интегринов, локализуемых пре-
имущественно на поверхности эндотелиоцитов новообразованной сосудистой сети в опухолевой ткани 
и некоторых опухолевых клетках. Синтезированный пептид конъюгировали с капсидными белками MS2. 
Ионы Tl+ из TlNO3 проникали внутрь частиц фага и прочно связывались с его РНК. Препараты MS2, моди-
фицированного пептидом и наполненного Tl+, вызывали гибель культивируемых клеток двух типов рака 
молочной железы человека и некроз ксенографтов этих опухолей. Ни конъюгат бактериофага MS2 с пеп-
тидом без Tl+, ни заполненный Tl+ фаг без пептида, ни он же с неконъюгированным пептидом в растворе 
не вызывали таких эффектов. Препарат не проявлял острой токсичности в терапевтической дозе. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бактериофаг MS2, iRGD-пептид, ионы таллия (I), рак молочной железы, таргетная те-
рапия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ED50 – эффективная доза (effective dose), при которой эффект составляет 50% 
от максимально возможного; LD50 – доза вещества, введение которой вызывает гибель 50% животных; 
SDS – sodium dodecyl sulphate (додецилсульфат натрия); БОЕ – бляшкообразующие единицы; ВЭЖХ – 
высокоэффективная жидкостная хроматография; ДМАИ – диметиладипимидат; РМЖ – рак молочной 
железы.
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Бактериофаг MS2 – средство доставки 
для таргетной химиотерапии солидных 
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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы усилия разработчиков противо-
опухолевых лекарств сконцентрированы на препа-
ратах направленного действия на основе как новых, 
так и уже известных цитостатиков [1]. Наиболее 
эффективным способом доставки считается ис-
пользование наноконтейнеров, модифицированных 
специфичными лигандами (липосом, мицелл, поли-
мерных наночастиц, вирусоподобных частиц, виру-
сов), заполняемых лекарственными соединениями 
[2]. Однако применение инновационных средств до-
ставки не решает проблему множественной лекар-

ственной устойчивости опухолей, способную свести 
на нет все усилия по повышению эффективности ле-
карственных соединений [3]. 

Показано, что ионы Tl+ обладают мощным цито-
токсическим действием и подавляют функциониро-
вание белковых насосов лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток [4]. Включение Tl+ в «не проте-
кающий» наноразмерный контейнер, снабженный 
системой направленной доставки, позволит создать 
эффективное средство для разрушения опухолей 
при значительном снижении токсического воздей-
ствия Tl+ на организм в целом. В 1980-х гг. удалось 
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наполнить Tl+ частицы вируса осповакцины [5]. 
Механизм наполнения заключался в образовании 
прочного соединения между Tl+ и вирусной РНК [6]. 
В качестве наноконтейнера нами был выбран бак-
териофаг MS2, способный размножаться только 
в клетках Escherichia coli, несущих F-пили и не яв-
ляющихся симбионтами либо патогенами человека 
[7]. Направленность доставки обеспечивали конъюга-
цией капсидных белков фага с пептидом (Gly)3-iRGD, 
содержащим фрагмент cycloSS-(CRGDKGPDC) 
(iRGD), ответственный за связывание с интегрина-
ми, локализованными преимущественно на внешних 
мембранах эндотелиоцитов вновь формируемой па-
тологической сосудистой сети солидных опухолей 
и на ряде опухолевых клеток [8]. В нашей работе 
проведена экспериментальная проверка эффектив-
ности наполненного Tl+ фага MS2 с адресным пепти-
дом в качестве потенциального противоопухолевого 
препарата. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение бактериофага MS2 описано в работе [9]. 
Количество бляшкообразующих единиц (БОЕ) в 1 мл 
препарата фага определяли методом титрования 
в агаровых слоях.

Пептид (Gly)
3
-iRGD получали методом ав-

томатического твердофазного синтеза исходя 
из 9-флуоренил(метоксикарбонил)-аминокислот 
(ChemPep, США) (синтезатор 433А, Applied 
Biosystems, метод FastMoc). Формирование S–S-
мостика проводили путем окисления I

2
 [10]. Пептид 

очищали ВЭЖХ на обращенной фазе (колонка C18 
Triart, 21 × 250 мм, 10.0 мкм, YMC, Швейцария, рабо-
чая станция Agilent 1100, Agilent, США) в градиен-
те концентрации CH

3
CN (BioSolve, Израиль) в воде 

в присутствии 0.1% уксусной кислоты. По данным 
аналитической ВЭЖХ на обращенной фазе (колонка 
C18 Triart, 2.1 × 50 мм, 2.0 мкм (YMC), рабочая стан-
ция Agilent 1200) с УФ- и масс-спектрометрической 
детекцией чистота препарата пептида не ниже 95%.

Конъюгацию пептида (Gly)
3
-iRGD с капсидными 

белками фага MS2 проводили с использованием го-
мобифункционального реагента диметиладипими-
дата (ДМАИ, Sigma, США) в молярном соотношении 
белок фага : пептид: ДМАИ 1 : 20 : 80 по методике 
[11]. Бактериофаг отделяли от избытка реагентов 
осаждением 25% раствором полиэтиленгликоля 6000 
(«Диа-М», Россия) с 1 М NaCl. Осажденный бактерио-
фаг суспендировали в деионизованной воде. 

Заполнение бактериофага Tl+ проводили с исполь-
зованием TlNO3 (Sigma-Aldrich, США). Бактериофаг 
MS2, конъюгированный с пептидом (iRGD-MS2), 
в количестве 1011 БОЕ инкубировали в 3 мл 0.5 мкМ 
раствора TlNO3 (5 ч при 38оС) с последующим осаж-

дением, как указано выше, и диализом против фос-
фатно-солевого буфера (0.14 М NaCl, 0.01 M фосфат 
натрия, рН 7.4).

Количество включенных в вирионы и присут-
ствующих в среде Tl+ определяли согласно [12]. 
Суспензию наполненных Tl+ частиц фага центрифу-
гировали в течение 10 мин при 5000 об/мин для уда-
ления осадка солей таллия, разводили 50 мМ бу-
фером трис-HCl, рН 9.0 до концентрации (условно) 
108 БОЕ/мл, денатурировали нагреванием в течение 
30 мин при +70оС с РНКазой в 0.05% SDS, затем ре-
гистрировали тушение флуоресценции (длины волн 
возбуждения – 340 нм, эмиссии – 465 нм, спектро-
флуориметр UV-1900, Shimadzu, Япония) натриевой 
соли 1,3,6,8-пирентетрасульфоновой кислоты (BOC 
Sciences APP, США) ионами Tl+. По калибровочной 
кривой зависимости степени тушения флуоресцен-
ции 1,3,6,8-пирентетрасульфоновой кислоты от [Tl+] 
рассчитывали количество Tl+ в препарате фага. 
Количество Tl+ в буферном растворе после диализа 
определяли без предварительной денатурации.

Цитотоксическое действие iRGD-MS2-Tl+ на клет-
ках в культуре исследовали на линиях MCF-7 
(гормонзависимый рак молочной железы (РМЖ)) 
и МDA-MB-231 (гормоннезависимый РМЖ). Клетки 
культивировали в бессывороточной среде (MSC1 
Pan BioTech) и в той же среде с 5% фетальной сы-
воротки телят. Препарат iRGD-MS2-Tl+ вносили 
в 10-кратных разведениях, начиная с концентрации 
108 БОЕ/мл. В качестве контроля использовали пре-
парат iRGD-MS2 (фаг, конъюгированный с пептидом, 
без Tl+). Погибшие клетки подсчитывали после окра-
шивания Эвансом синим. 

Противоопухолевое действие препарата iRGD-
MS2-Tl+ тестировали на мышах nude c MCF-7- или 
МDA-MB-231-ксенографтами. Мышам внутрикож-
но вводили 105–106 клеток MCF-7 или МDA-MB-231, 
а через 14 дней мышам опытных групп в течение 10 
дней 1 раз в день вводили внутрибрюшинно по 200 мкл 
суспензии, содержавшей iRGD-MS2-Tl+ в количе-
стве, соответствующем 108 БОЕ/кг, контрольным – 
iRGD-MS2, MS2-Tl+ или MS2-Tl+ + iRGD (в растворе, 
2 мкг/кг) в таком же количестве и объеме раствора. 
В каждой опытной и контрольной группах было по 11 
животных. Некротическую активность препарата 
определяли как отношение площади некротизирован-
ной ткани к общей площади опухоли через 12 дней по-
сле окончания введения препаратов фага по результа-
там анализа цифровых изображений гистологических 
срезов, сканированных на ScanScope CS2. 

Предварительное исследование острой токсич-
ности препарата iRGD-MS2-Tl+ проводили на 10 
крысах (самках) WKY (Wistar-Kyoto) весом 200–
250 г. Крыс содержали в условиях 12-часового све-
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тового дня на стандартном лабораторном корме 
и воде ad libitum. Однократно внутрикожно вводили 
108 БОЕ/животное в объеме 500 мкл. Регистрировали 
состояние животных в течение 3 недель с момента 
введения препарата. 

Эксперименты на животных проводили в со-
ответствии с Международными рекомендациями 
Европейской конвенции по защите позвоночных жи-
вотных, используемых при экспериментальных ис-
следованиях, и правилами надлежащей лаборатор-
ной практики (GLP) в РФ, утвержденных приказом 
Минздрава РФ № 267 от 19.06.2003. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате инкубации бактериофага MS2 (как мо-
дифицированного, так и не модифицированного пеп-
тидом iRGD) в среде с TlNO3 получены препараты 
MS2, содержавшие Tl+ в количестве 2.0 × 10-9 г-экв 
таллия в расчете на 108 БОЕ. Количество Tl+ на 1 БОЕ 
составило 2.0 × 10-17 г-экв (≈4 фг на 1 БОЕ, т.е. 400 нг 
в 108 БОЕ). В буферном растворе, против которого 
диализовали наполненный таллием бактериофаг, 
Tl+ не обнаружен, что свидетельствует о его прочном 
связывании с РНК фага внутри частиц MS2.

Как видно из рис. 1, в бессывороточной среде пре-
парат iRGD-MS2-Tl+ проявлял цитотоксическое 

действие на клетки и гормонзависимого, и гормон-
независимого РМЖ. В случае гормонзависимого 
РМЖ (клетки MCF-7) ED

50 
препарата iRGD-MS2-Tl+ 

составляла чуть менее 105 БОЕ/мл культуральной 
жидкости, а статистически значимое превышение 
цитотоксического эффекта препарата по сравнению 
с контролем наблюдалось вплоть до концентрации 
10 БОЕ/мл. Клетки гормоннезависимого РМЖ МDA-
MB-231 были более устойчивыми к действию препа-
рата: ЕD

50
 для этих клеток в бессывороточной среде 

составляла 106–107 БОЕ/мл, а статистически значи-
мое превышение цитотоксического эффекта препа-
рата над контролем наблюдалось до концентрации 
104 БОЕ/мл. В среде с сывороткой цитотоксическое 
действие iRGD-MS2-Tl+ проявлялось намного слабее, 
что может свидетельствовать о конкуренции между 
компонентами сыворотки и частицами iRGD-MS2-Tl+ 
за проникновение в клетки. 

У мышей с ксенографтами MCF-7 и МDA-MB-231 
через 12 дней после введения препарата iRGD-
MS2-Tl+ наблюдалось уменьшение объема опухоли 
по сравнению с контрольными группами животных 
(рис. 2). Гистохимически показано некротизирующее 
действие iRGD-MS2-Tl+ на соответствующие опухо-
ли. Из рис. 3 видно, что препарат iRGD-MS2-Tl+ вы-
зывал некроз ткани опухоли (р < 0.05) более эффек-
тивно, чем препараты фага с пептидом, но без Tl+, 
фага с Tl+, но без пептида, фага с Tl+ и с неконъюги-
рованным пептидом в растворе. 

Исследование острой токсичности препара-
та iRGD-MS2-Tl+ на крысах WKY (Wistar-Kyoto) 
показало, что однократное введение препара-
та iRGD-MS2-Tl+ в дозе 108 БОЕ/животное, т.е. 
1.6–2.0 мкг Tl/кг, не привело к гибели ни одного жи-
вотного за 3 недели наблюдения. Не выявлено замет-
ных изменений в поведении животных. Суммарная 

Рис. 1. Результаты токсического действия препарата 
iRGD-MS2-Tl+ на культуры опухолевых клеток (% гибе-
ли клеток)
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Рис. 2. Ксенографт опухоли MDA-MB-231 у мышей 
nude до (А) и после (Б) лечения препаратом 
iRGD-MS2-Tl+
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доза Tl+, обеспечивающая достижение терапевтиче-
ского эффекта (4 мкг/кг), была меньше его LD50 (20 
мг/кг) в 5000 раз. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Направленная доставка токсичного иона металла 
с помощью фагового дисплея на основе частиц iRGD-

MS2-Tl+ в сосудистую сеть опухолевой ткани вы-
зывает эффективный распад всей массы опухоли 
при значительном снижении вероятности токсиче-
ского воздействия на организм в целом. Это позволя-
ет рекомендовать iRGD-MS2-Tl+ к доклиническим 
исследованиям с целью создания лечебного препа-
рата для терапии рака молочной железы. Поскольку 
пептидный лиганд iRGD взаимодействует с интегри-
нами aνb3

 и aνb5
 на поверхности эндотелиоцитов пато-

логической сосудистой сети [8], этот препарат может 
быть эффективен и в отношении других солидных 
опухолей, в которых идет интенсивный патологиче-
ский неоангиогенез. 

Работа частично поддержана финансированием 
от ООО «Биотехнология». Разработка методик 
синтеза пептида (Gly)

3
-iRGD и его конъюгации 

с бактериофагом MS2 выполнена в рамках 
Программы фундаментальных научных 

исследований государственных академий наук 
на 2013–2020 годы. Синтез пептида выполнен 

на оборудовании ЦКП «Протеом человека» (ИБМХ). 
Эксперименты на животных проводили в НМИЦ 

онкологии имени Н.Н. Петрова Минздрава РФ. 
Авторы благодарят А.А. Чистова (ИБМХ, ИБХ) 

за проведение анализа iRGD-пептида. 

Материалы статьи отражены в Патенте РФ 
№ 2599462 «Способ полисигнальной активации 
апоптоза клеток злокачественных солидных 

опухолей», заявках в Патентное ведомство 
США (№ 15/757,285 от 02.03.2018) и Европейское 

патентное ведомство (РСТ – WO 2017052419). 
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Рис. 3. Площадь некротизированной ткани опухолей 
у мышей с ксенографтами РМЖ. Группа «1» – опыт-
ные животные, получавшие препарат iRGD-MS2-Tl+; 
группа «0» – контрольные животные, получавшие пре-
параты iRGD-MS2, MS2-Tl+ или MS2-Tl+ с неконъюгиро-
ванным (растворенным) iRGD-пептидом
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сылать в редакцию в электронном виде: 
1) текст в формате Word 2003 for Windows;
2) рисунки в формате TIFF;
3) текст статьи с рисунками в едином pdf-файле;
4)  перевод на английский язык названия статьи, фамилий 

и инициалов авторов, названий организаций, рефера-
та, ключевых слов, сокращений, подписей к рисункам, 
русскоязычных ссылок;

5)  сопроводительное письмо, в котором надо указать, 
что представленный материал ранее нигде не был опу-
бликован и не находится на рассмотрении на предмет 
публикации в других изданиях; 

6)  лицензионный договор (форму договора можно скачать 
с сайта www.actanaturae.ru).

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

 • УДК в левом верхнем углу. Шрифт – курсив, размер 9.
 • Название статьи. Шрифт – полужирный. Заглавие 
не должно быть слишком длинным или коротким и мало-
информативным. Оно должно отражать главный резуль-
тат, суть и новизну работы. Название не должно превы-
шать 100 знаков.
 • Инициалы и фамилии авторов (в обзорах не более 5 ав-
торов).

 • Указывается электронный адрес автора, ответственно-
го за переписку с редакцией, включая работу с коррек-
турой. Автор, ответственный за переписку, выделяется 
значком *. 
 • Приводится полное название научной организации и ее 
ведомственная принадлежность. Если научных учрежде-
ний два и более, необходимо цифровыми надстрочными 
индексами связать название учреждения и фамилии ав-
торов, в нем работающих. 

 • Реферат. Структура реферата должна быть четкой и от-
ражать следующее: постановка проблемы, описание экс-
периментальных методов, возможность практических при-
ложений, возможность постановки новых задач. Средний 
объем реферата составляет 20 строк (примерно 1500 зна-
ков).
 • Ключевые слова (3–6). В них следует отразить: предмет 
исследования, метод, объект, специфику данной работы.
 • Список сокращений. 
 • Введение.
 • Раздел «Экспериментальная часть».
 • Раздел «Результаты». 
 • Раздел «Обсуждение» (или «Результаты и обсуждение»). 
 • Раздел «Выводы» (или «Заключение»). В конце раздела 
указываются названия организаций, финансировавших 
работу, в скобках – номера грантов. 
 • Раздел «Список литературы». 

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО НАБОРУ И ОФОРМЛЕНИЮ ТЕКСТА 
 • Рекомендуется использование редактора Microsoft Word 
2003 for Windows. 
 • Шрифт – Times New Roman. Стандартный размер 
шрифта – 12. 
 • Интервал между строками 1.5.
 • Нецелесообразно использовать более одного пробела 
между словами. 
 • Запрещено использовать при наборе текста автоматиче-
ское создание сносок, автоматический перенос или авто-
матический запрет переносов, создание списков, автома-
тический отступ и т.п. 
 • При создании таблицы рекомендуется использовать воз-
можности Word (Таблица – Добавить таблицу) или MS 
Excel. Таблицы, набранные вручную (с помощью большо-
го числа пробелов, не используя ячейки), не могут быть 
использованы. 
 • Между инициалами и фамилией всегда ставится про-
бел: А.А. Иванов (кроме перечисления авторов в загла-
вии статьи, где пробелы ставятся и между инициалами – 
А. А. Иванов). 
 • Все даты в виде «число.месяц.год» набиваются следую-
щим образом: 02.05.1991. 

 • Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов, 
адресов, заголовков и подзаголовков, названий 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 таблицах), 
примечаний к таблице, краткой аннотации, сокращений 
(мес. – месяц, г. – год, т. пл. – температура плавления), 
но не ставится в подстрочных индексах: Т

пл
 – темпера-

тура плавления, Т
ф. п

 – температура фазового перехода. 
Исключение: млн – миллион – без точки. 
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 • Десятичные цифры набираются только через точку, 
а не через запятую (0.25 вместо 0,25). 
 • Сокращения единиц измерений пишутся только русски-
ми буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).

 • Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус», «ин-
тервал» или «химическая связь» пробелами не отбиваются.
 • В качестве знака умножения используется только «×». 
Знак «×» ставится только в том случае, если справа 
от него стоит число. Символом «∙» обозначаются ком-
плексные соединения в химических формулах, а также 
нековалентные комплексы (ДНК∙РНК и т.п.).
 • Используются только «кавычки», но не “кавычки”. 
 • В формулах используются буквы латинского и греческо-
го алфавитов.
 • Латинские названия родов и видов животного мира пи-
шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а также 
названия вирусов и бактериофагов в латинской транс-
крипции – прямым шрифтом. 

 • Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи-
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым 
шрифтом.

 • Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных 
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP и т.д.) 
пишутся в латинской транскрипции прямым шрифтом.
 • Нумерация азотистых оснований и аминокислотных 
остатков пишется без дефиса (T34, Ala89).
 • При выборе единиц измерения необходимо придержи-
ваться международной системы единиц СИ.
 • Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа, 
МДа).
 • Количество пар нуклеотидов обозначается сокращения-
ми (п.н., т.п.н.).
 • Количество аминокислотных остатков обозначается со-
кращением (а.о.).
 • Биохимические термины (в частности, названия фер-
ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IUPAC.
 • Сокращения терминов и названий в тексте должны быть 
сведены к минимуму. 
 • Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах 
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
 • Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами 
в формате TIFF, при необходимости – в заархивированном 
виде.
 • Иллюстрации должны иметь разрешение не ниже 300 
dpi для цветных и полутоновых изображений и не менее 
600 dpi для черно-белых иллюстраций. 
 • Недопустимо использование дополнительных слоев. 

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ, 
ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Статьи публикуются по мере поступления. Члены редкол-
легии имеют право рекомендовать к ускоренной публикации 
статьи, отнесенные редколлегией к приоритетным и полу-
чившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят экспертизу 
членов редколлегии и направляются на внешнее рецен-
зирование. Выбор рецензента является прерогативой ре-

дакции. Рукопись направляется на отзыв специалистам 
в данной области исследований, и по результатам рецен-
зирования редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
необходимость доработки или отклонение. 

Возвращение рукописи авторам на доработку не означает, 
что статья принята к печати. После получения доработанного 
текста рукопись вновь рассматривается редколлегией. До-
работанный текст автор должен вернуть вместе с ответами 
на все замечания рецензента. 

Переработанная рукопись должна быть возвращена 
в редакцию в течение одной недели после получения ав-
торами отзывов. 

На всех стадиях работы с авторами, редакторами и ре-
цензентами редакция использует электронно-почтовую 
связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
к указанному в рукописи электронному адресу и должны 
своевременно сообщать о произошедших изменениях.

Корректуры статей редакция рассылает авторам по элек-
тронной почте в виде pdf-файла. На стадии корректуры не до-
пускаются замены текста, рисунков или таблиц. Если это 
все же необходимо, то данный вопрос решается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
в порядке их цитирования, нумеруются и приводятся в ква-
дратных скобках. Ссылке на работу в таблице или в подписи 
к рисунку присваивается порядковый номер, соответствую-
щий расположению данного материала в тексте статьи.

Для книг: фамилия и инициалы автора, полное назва-
ние книги, место издания, издательство, год издания, том 
или выпуск и общее количество страниц.

Кулаев И.С., Вагабов В.М., Кулаковская Т.В. Высокомоле-
кулярные неорганические полифосфаты: биохимия, клеточ-
ная биология, биотехнология. М.: Научный мир, 2005. 216 с. 

Ссылки на книги, переведенные на русский язык, долж-
ны сопровождаться ссылками на оригинальные издания 
с указанием выходных данных.

Для периодических изданий: фамилия и инициалы ав-
тора, название журнала, год издания, том, номер, первая 
и последняя страницы статьи. Указываются фамилии пер-
вых 10 авторов, например:
Ross M.T., Grafham D.V., Coffey A.J., Scherer S., McLay K., 
Muzny D., Platzer M., Howell G.R., Burrows C., Bird C.P., 
et al. // Nature. 2005. V. 434. № 7031. P. 325–337. 

Ссылки на авторефераты диссертаций должны содер-
жать фамилию и инициалы автора, название диссертации, 
место выполнения работы, год защиты диссертации.

Шкурников М.Ю. Влияние нагрузок различной интен-
сивности на концентрацию белка теплового шока с молеку-
лярной массой 70 кДа. М.: ФГУ ВНИИФК, 2009.

Ссылки на патенты должны содержать фамилии 
и инициалы авторов, вид патентного документа (авторское 
свидетельство или патент), номер, название страны, вы-
давшей документ, индекс международной классификации 
изобре тений, год выдачи патента.

Для связи с редакцией следует использовать  
следующий электронный адрес: actanaturae@gmail.com,  
телефон: (495) 727-38-60.
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