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Разнообразие РНК в клетке

Глиобластома – одна из наиболее агрессивных опухолей головного моз-
га, характеризующаяся чрезвычайно плохим прогнозом и почти 100% 
частотой возникновения рецидивов. В обзоре рассмотрены длинные 
некодирующие РНК, кольцевые РНК, а также микроРНК, РНК, вза-
имодействующие с PIWI, малые ядерные и малые ядрышковые РНК. 
Приведена классификация этих РНК, описана их роль в различных 
сигнальных путях и физиологических процессах. Приведены примеры 
онкогенных и онкосупрессорных некодирующих РНК каждого класса 
в контексте их участия в патогенезе глиом и глиобластом. Рассмотрены 
возможности применения некодирующих РНК в качестве диагностиче-
ских маркеров и средств терапии глиобластом.

Функции различных типов нкРНК 
в клетке

Белки семейства p53 в ответе 
опухолевых клеток на ионизирующее 
излучение: развитие проблемы
О. А. Кучур, Д. О. Кузьмина, М. С. Духинова, А. А. Штиль
В ответ на ионизирующее излучение в опухолевых клетках акти-
вируются механизмы выживания, что снижает эффективность ле-
чения. В становлении радиорезистентности ключевую роль играют 
p53, p63 и p73, составляющие семейство белков-регуляторов много-
численных путей передачи внутриклеточных сигналов. В обзоре 
анализируются р53-зависимые и -независимые механизмы прео-
доления устойчивости опухолевых клеток к лучевому воздействию.
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Внеклеточные ловушки нейтрофилов (NET): 
перспективы таргетной терапии
Д. В. Волков, Г. В. Тец, Ю. П. Рубцов, А. В. Степанов, А. Г. Габибов
Противоопухолевая терапия, в том числе адоптивная иммунотерапия, неиз-
бежно сталкивается с мощным противодействием со стороны прогрессирую-
щей опухоли. Установлено, что на развитие опухоли и ее способность к мета-
стазированию прямо влияют внеклеточные ловушки нейтрофилов (neutrophil 
extracellular traps, NET), образующиеся в результате ответа на опухолевые 
стимулы. Кроме того, ядерная ДНК нейтрофилов – главный компонент NET – 
создает пространственную преграду для взаимодействия CAR-T с опухоле-
выми клетками. Для повышения эффективности действия CAR-T путем сни-
жения влияния NET крайне перспективным представляется использование 
эукариотической ДНКазы I. Рассмотрена роль NET в опухолевом микроокру-
жении и различные подходы к снижению влияния NET на опухоль.
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Генетическое разнообразие и эволюция 
биологических свойств коронавируса 
SARS-CoV-2 в условиях глобального 
распространения
А. А. Никонова, Е. Б. Файзулоев, А. В. Грачева, И. Ю. Исаков, В. В. Зверев
В обзоре представлена общая характеристика SARS-CoV-2 и вызываемо-
го им заболевания, генетическое разнообразие вируса и  его взаимосвязь 
с  биологическими свойствами SARS-CoV-2, такими, как  вирулентность 
и контагиозность. 
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РЕФЕРАТ Яды змей, представляющие собой сложные смеси пептидов и белков, действуют на различные 
жизненно важные системы организма. Одной из основных мишеней токсических компонентов ядов змей 
является сердечно-сосудистая система. Присутствующие в ядах белки и пептиды могут действовать раз-
нонаправленно, проявляя как кардиотоксические, так и кардиопротекторные эффекты. Основные классы 
таких соединений – кардиотоксины кобр, фосфолипазы А2, натрийуретические и брадикинин-потенциру-
ющие пептиды. Имеется еще группа белков, которые могут усиливать ангиогенез и включают, например, 
эндотелиальные факторы роста сосудов, обладающие гипотензивным и кардиопротекторным эффектом. 
Белки и пептиды ядов, проявляющие кардиотропные и вазоактивные эффекты, рассматривают в качестве 
перспективной основы для создания новых лекарственных препаратов, способных предотвращать или за-
медлять развитие патологических процессов при сердечно-сосудистых заболеваниях, являющихся в на-
стоящее время основной причиной смерти во всем мире. В частности, брадикинин-потенцирующий пептид 
из яда змеи Bothrops jararaca был первым соединением змеиного яда, на основе которого созданы гипотен-
зивные препараты каптоприл и эналаприл, широко применяемые в настоящее время. В представленном 
обзоре рассмотрено современное состояние исследования компонентов змеиных ядов, воздействующих 
на сердечно-сосудистую систему, проанализированы механизмы физиологического действия этих токсинов 
и перспективы их медицинского применения.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА брадикинин-потенцирующие пептиды, змеиный яд, кардиопротекторы, кардиотоксины, 
натрийуретические пептиды, сердечно-сосудистая система.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АПФ – ангиотензинпревращающий фермент; АР – адренорецептор; БПП – бра-
дикинин-потенцирующий пептид; КТ – кардиотоксин; НП – натрийуретический пептид; РНП – рецептор 
НП; ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания; ССС – сердечно-сосудистая система; ТПТ – трехпетельный 
токсин; ФЛА2 – фосфолипаза А2; ЭФРС – эндотелиальный фактор роста сосудов; ANP – предсердный НП; 
BNP – мозговой НП; CNP – НП С-типа; SRTX – сарафотоксин; VEGFR – рецептор фактора роста эндотелия 
сосудов.

УДК 615.919; 577.112

Сердечно-сосудистые эффекты 
токсинов змеиного яда: 
кардиотоксичность и кардиопротекция

А. С. Аверин1*, Ю. Н. Уткин2
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ВВЕДЕНИЕ
Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) – обшир-
ная группа заболеваний сердца и сосудов различной 
этиологии, приводящих к нарушению нормальных 
функций различных органов, а в тяжелых случаях 
к летальным исходам, являются огромным бреме-
нем для здравоохранения и экономики во всем мире. 
По оценкам ВОЗ, ежегодно от болезней сердца уми-
рают более 17 млн человек. Считается, что к 2030 
году это число превысит 23 млн. Главными причина-
ми смерти являются инсульт и ишемическая болезнь 

сердца, которые составляют 31% от всех смертель-
ных случаев. В России этот процент достигает 57%. 
В настоящее время существует большое количество 
препаратов самого разнообразного механизма дей-
ствия, применяемых при ССЗ. Однако все они обла-
дают определенными побочными эффектами. Так, 
например, антиагреганты и антикоагулянты могут 
вызывать осложнения со стороны желудочно-кишеч-
ного тракта и внутричерепные кровотечения. Среди 
побочных эффектов ингибиторов ангиотензинпрев-
ращающего фермента наиболее часто встречаются 
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артериальная гипотония, приступообразный не-
продуктивный сухой кашель, ангионевротический 
отек верхних дыхательных путей, а также холестаз, 
гиперкалиемия, протеинурия, нарушение функции 
почек. Применение β-адреноблокаторов может со-
провождаться развитием целого ряда побочных 
эффектов как кардиальных (ухудшение насосной 
функции сердца, брадикардия и т.д.), так и экстра-
кардиальных (сонливость, депрессия, бронхоспазм 
и др.). Кроме того, значительную проблему представ-
ляет недостаточная эффективность лекарственной 
терапии целого ряда ССЗ, особенно сильно прояв-
ляющаяся в случае нескольких патологий у одного 
пациента. Например, серьезным вызовом для со-
временной медицины является хроническая сердеч-
ная недостаточность, которая встречается все чаще 
и при этом во многих случаях плохо поддается кор-
рекции. Все это диктует необходимость поиска более 
эффективных лекарственных соединений с принци-
пиально новым механизмом действия, лишенных не-
достатков, присущих имеющимся препаратам.

ЯДЫ ЗМЕЙ – СОСТАВ И СВОЙСТВА
Яды змей представляют собой сложные смеси со-
единений с высокой биологической активностью и, 
как правило, с высокой избирательностью действия. 
Эти соединения способны оказывать воздействие 
на различные системы организма, однако основными 
мишенями являются нервная и сердечно-сосудистая 
системы (ССС). В зависимости от того, какая система 
поражается сильнее, яды змей делят на нейроток-
сические и гемотоксические. Нейротоксические яды 
характерны для змей семейства Elapidae, включа-
ющего кобр, крайтов, мамб, коралловых и некото-
рых других змей, и содержат в основном токсины 
неферментативной природы, блокирующие прове-
дение нервных импульсов. Гемотоксическими яда-
ми обладают в основном змеи семейства Viperidae, 
включающего гадюк, щитомордников, гремучих 
и некоторых других змей. В состав гемотоксических 
ядов входят в основном ферменты, вызывающие ко-
агулопатии. И те и другие яды могут содержать ток-
сины, воздействующие на ССС, при этом в состав 
яда одной особи могут входить до нескольких сотен 
различных пептидно-белковых компонентов. Белки 
и пептиды, содержащиеся в ядах змей и воздейству-
ющие на ССС, могут действовать разнонаправлен-
но, вызывая как кардиотоксические, так и кардио-
протекторные эффекты. Эти соединения относятся 
к разным семействам токсинов и взаимодействуют 
в организме с различными биологическими мише-
нями. Отравление ядами змей связано с рядом сер-
дечно-сосудистых эффектов, включая гипотензию, 
инфаркт миокарда, остановку сердца, гипертонию, 

бради- или тахикардию и фибрилляцию предсердий 
[1]. Учитывая множественность эффектов, можно по-
лагать, что змеиный яд является богатым источником 
веществ, влияющих на ССС. Такие соединения, об-
ладающие различными видами биологической актив-
ности, могут иметь значительную фармакологиче-
скую ценность и представлять перспективную основу 
для разработки новых лекарственных средств. 

Следует отметить, что  змеиные яды содержат 
большое число пептидов и белков, воздействующих 
на ферментные системы и форменные элементы кро-
ви. Однако в данном обзоре мы рассматриваем только 
токсины, непосредственно воздействующие на ССС. 

Змеиные токсины, действующие на ССС
Как уже отмечалось, яды змей содержат целый ряд 
соединений, воздействующих на ССС. По химической 
природе это могут быть низкомолекулярные органи-
ческие соединения (например, аденозин), пептиды 
и белки. Такие компоненты змеиного яда включают, 
в частности, брадикинин-потенцирующие пептиды 
(БПП), натрийуретические пептиды (НП), сарафо-
токсины, трехпетельные токсины (ТПТ), включая 
кардиотоксины кобр (КТ), фосфолипазы А2 (ФЛА2) 
и факторы роста эндотелия сосудов (ФРЭС) [2] (та-
блица). Эти токсины действуют на сердечную мыш-
цу, гладкие мышцы сосудов и сосудистое русло ка-
пилляров. 

Пептидные токсины
Брадикинин-потенцирующие пептиды (БПП). БПП 
состоят из 5–14 а.о. и содержат богатый остатками 
пролина участок [2, 22] (рис. 1А). В организме БПП 
ингибируют ангиотензинпревращающий фермент 
(АПФ), который расщепляет ангиотензин I, превра-
щая его в ангиотензин II, являющийся сильнодей-
ствующим сосудосуживающим и гипертензивным 
средством. Блокируя образование ангиотензина II, 
БПП снижают кровяное давление. Более того, АПФ 
также способен расщеплять брадикинин, обладаю-
щий гипотензивной активностью, а ингибирование 
фермента усиливает действие брадикинина и при-
водит к вазодилатации и снижению сердечного вы-
броса [3]. Первый в своем классе гипотензивный ле-
карственный препарат – ингибитор АПФ каптоприл 
(рис. 1Б) разработан на основе БПП тепротида из яда 
обыкновенной жарараки Bothrops jararaca. 

Следует отметить, что  АПФ – двухдоменный 
фермент. Генерация сильнодействующего вазокон-
стриктора ангиотензина II происходит в основном 
за счет действия С-домена АПФ. Оба гомологичных 
домена гидролизуют брадикинин, при этом C-домен 
несколько более эффективен [23]. В клинике обычно 
используют ингибиторы АПФ, включая каптоприл, 
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Токсины змеиных ядов, воздействующие на ССС

Токсин Молекулярная 
масса, кДа

Основная биологиче-
ская мишень Влияние на ССС

Брадикинин
потенцирующие 

пептиды
1.5–2.0

Ангиотензин
превращающий 

фермент

Снижение артериального давления за счет умень-
шения концентрации ангиотензина II и увеличения 

концентрации брадикинина [3]

Натрийуретические 
пептиды 2.5–5.5

Рецепторы натрийуре-
тических пептидов А-, 

В- и С-типа

Снижение артериального давления вследствие пони-
жения сосудистого сопротивления (за счет уменьше-
ния поступления ионов кальция в мышечные клетки) 
и снижения объема циркулирующей крови (за счет 

повышения объема выделяемой мочи) [4–6]

Сарафотоксины 2.3–2.7 Рецепторы эндотелина 
типа A (ET

A
) и B (ET

B
) 

Увеличение вазоконстрикции с последующим 
сужением бронхов и повышением сопротивления 

дыхательных путей, а также повышение гидроста-
тического давления микрососудов в легких, приво-
дящее к их отеку. Дисфункция различных отделов 
сердца, преимущественно левого желудочка [7, 8]

Трехпетельные 
токсины 6.2–8.0

Мембрана клеток, 
адренорецепторы, 
холинорецепторы

Подавление сократимости и необратимая контрак-
тура миокарда; снижение кровяного давления; 

кардиопротекция [9–11]
Белки, богатые остат-

ками цистеина (CRISP) 23–25 Потенциалзависимые 
ионные каналы

Ингибирование или активация сокращения гладкой 
мускулатуры аорты [12, 13].

Альтернагин-С 21.7 Интегрин α2β1 и 
рецептор VEGFR-2

Усиление сердечной деятельности; защита кардио-
миоцитов от отрицательного инотропизма, вызванно-

го гипоксией/реоксигенацией [14, 15]

Эндотелиальные фак-
торы роста сосудов 24–26

Рецепторные тиро-
зинкиназы VEGFR-1, 
VEGFR-2 и VEGFR-3

Кардиопротекторное действие; уменьшение 
реперфузионного повреждения сердца и размера 

инфаркта [16, 17]

Фосфолипазы А2 13–14
Клеточная мембрана, 
белковые рецепторы 

секретируемых ФЛА2

Кардиотоксичность; контрактура миокарда, релак-
сация сосудов [18–21]

Рис. 1. Аминокис-
лотные последова-
тельности БПП (А) 
и структура капто-
прила (Б). Z – оста-
ток пироглутамино-
вой кислоты

А� Б

неселективные по отношению к доменам. Однако они 
могут вызывать такой побочный эффект, как опас-
ный для жизни ангионевротический отек, связан-
ный с системным накоплением брадикинина из-за 
ингибирования обоих доменов АПФ. Следовательно, 
разработка домен-специфичного ингибитора явля-
ется крайне необходимой. Избирательность дей-
ствия на определенный домен обнаружена у неко-
торых БПП. Так, декапептид Bj-BPP-10c (рис.  1) 
в  400 раз более селективен для  активного сай-
та в  C-домене (Ki = 0.5 нМ), чем для  N-домена 
(Ki = 200 нМ) [24]. Противоположный результат по-

лучен для Bj-BPP-12b (рис. 1), более селективного 
для N-домена (Ki = 5 нМ) и в 30 раз менее эффектив-
ного в C-домене [25]. Обнаруженные нами в яде га-
дюки Azemiops feae БПП R-BPP и Y-BPP (рис. 1) [26] 
больше похожи на пептиды, проявляющие специ-
фичность к C-домену АПФ, и могут рассматриваться 
как основа для разработки препаратов, селективных 
к C-домену, которые могут структурно отличаться 
от каптоприла. 

Помимо ингибирования АПФ, некоторые БПП 
кинетически модулируют активность аргининосук-
цинатсинтазы in vitro и in vivo, что в итоге вызыва-
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ет выработку оксида азота (NO) в эндотелиальных 
клетках и снижение артериального давления [27]. 
Модуляция аргининосукцинатсинтазы приводит 
не только к стимуляции выработки оксида азота, 
но и усиливает синтез протекторных молекул, таких, 
как полиамины (спермин, спермидин и путресцин) 
и агматин, который, как показано в одной из наших 
работ, может приводить к  положительному ино-
тропному эффекту даже в  условиях пониженной 
активности Са2+-АТР-азы саркоплазматического 
ретикулама [28], что характерно для сердечной недо-
статочности [29]. Недавно показано, что один из БПП 
защищает клетки нейробластомы SH-SY5Y от окис-
лительного стресса, вызванного пероксидом водо-
рода [30]. Следует отметить, что реперфузия после 
инфаркта вызывает развитие окислительного стрес-
са, что приводит к тяжелой сердечной дисфункции. 
Следовательно, биологически активные соединения, 
уменьшающие окислительный стресс, можно рас-
сматривать как многообещающую терапевтическую 
стратегию при сердечных заболеваниях. Вполне воз-
можно, что БПП могут выступать в роли таких со-
единений. Кроме того, БПП обладают прямым дей-
ствием на компоненты сердечно-сосудистой системы. 
Так, показано, что в некоторых случаях отсутству-
ет корреляция между величиной угнетения АПФ 
и гипотензивным эффектом [31], а БПП яда кобры 
Naja haje haje дозозависимо снижает сократимость 
предсердий крысы [32]. Обнаружено также, что БПП 
Bj-PRO-5a может вызывать вазодилатацию, взаимо-
действуя с мускариновыми холинорецепторами M1 
и рецепторами брадикинина BK

B2
 и запуская синтез 

NO эндотелием [33]. Имеются данные о том, что БПП 
могут усиливать эффект брадикинина, увеличивая 
чувствительность его рецепторов, однако механизм 
такого действия не  выяснен [34]. Таким образом, 
за общим гипотензивным действием БПП стоит мно-
жество физиологических механизмов как централь-
ных, так и реализуемых на периферии.

Натрийуретические пептиды. Ряд пептидов зме-
иного яда имитирует эффекты эндогенных пепти-
дов. К таким соединениям относятся, в частности, 
натрийуретические пептиды (НП). НП содержат 
примерно от  20 до  50 а.о. и  имеют в  своей основе 
консервативную аминокислотную последователь-
ность из 17 а.о., ограниченную дисульфидной связью 
(рис. 2). Существуют три изоформы НП млекопита-
ющих, а именно предсердные НП – ANP, мозговые 
НП – BNP, НП С-типа – CNP. К НП также относится 
уродилатин, который представляет собой удлинен-
ный ANP, полученный из предшественника с ис-
пользованием альтернативной системы процессин-
га. Кроме того, иногда различают НП D-типа (DNP) 

и желудочковые (ventricular) НП (VNP). DNP – это 
уникальный НП, выделенный только из яда узкого-
ловой мамбы Dendroaspis angusticeps. В настоящее 
время экспрессия VNP подтверждена лишь в сердце 
примитивных костистых рыб [35]. Предсердные НП 
являются ключевыми гормонами в регуляции гомео-
стаза давление–объем. Эти пептиды взаимодейству-
ют с мембранно-связанными рецепторами НП (РНП) 
в сердце, сосудистой сети и почках, снижая кровяное 
давление и объем циркуляции. Эффекты НП могут 
быть достаточно многообразными: так у мышей эндо-
генные BNP и CNP увеличивают частоту сердечных 
сокращений [36], в то время как в миокарде крысы 
CNP вызывает снижение сократимости [37]. Общее 
свойство НП – способность вызывать увеличение 
продукции NO и активировать протеинкиназу G, 
в значительной части случаев этим и опосредуется 
их вазорелаксантный эффект [4, 38], хотя некоторые 
НП могут вызывать расслабление и на препаратах 
аорты, лишенных эндотелия [38, 39]. Таким образом, 
НП вызывают целый спектр физиологических эф-
фектов, которые потенциально можно использовать 
для коррекции ССЗ. Например, внутривенная ин-
фузия НП улучшает гемодинамический статус у па-
циентов с сердечной недостаточностью, но иногда 
сопровождается тяжелой гипотонией, что требует 
создания аналогов НП, не обладающих этим побоч-
ным действием. 

НП обнаружены в ядах змей различных видов, 
включая узкоголовую мамбу D. angusticeps [40], гре-
мучих змей C. atrox, C. oreganus abyssus [4] и др. [41, 
42] (рис. 2). Их действие приводит к расслаблению 
сосудов и снижению сократимости миокарда [4, 6]. 
НП ядов представляют интерес в качестве основы 
для создания НП с более длительным периодом по-
лураспада и улучшенной избирательностью в отно-
шении сосудов и почек [43]. В этой связи НП змеи-
ного яда рассматривают в качестве хорошей основы 
для конструирования НП с терапевтическим потен-
циалом. К настоящему времени на основе НП ядов 
разработано несколько аналогов с перспективой кли-
нического использования, из них наиболее удачным 
оказался цендеритид [5]. Цендеритид представляет 
собой химерный пептид, состоящий из НП C-типа 
человека, соединенного с C-концевым фрагментом 
НП из яда узкоголовой мамбы D. angusticeps (рис. 2). 
Цендеритид был разработан для совместной акти-
вации двух рецепторов НП, в частности гуанилил-
циклаз pGC-A и pGC-B, с целью улучшения функ-
ции почек, но без клинически значимой гипотензии. 
Показано, что  цендеритид хорошо переносился 
здоровыми добровольцами без побочных эффектов 
и активировал сGMP, что соответствовало актива-
ции рецептора НП. Выявлено минимальное сниже-
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ние артериального давления наряду с натрийурезом 
и диурезом. Предварительные эксперименты на па-
циентах с  сердечной недостаточностью показали 
хорошую переносимость и отсутствие побочных эф-
фектов. Цендеритид имеет определенные перспекти-
вы для широкого применения в клинике при сердеч-
ной недостаточности.

Сарафотоксины. Сарафотоксины (SRTX) – корот-
кие пептидные токсины, обнаруженные в ядах змей 
рода Atractaspis, проявляющие сильные сосудосу-
живающие свойства. Эти пептиды, имеющие высо-
кую степень идентичности с эндотелинами, распоз-
нают рецепторы эндотелина и связываются с ними. 
Сарафотоксины из яда Atractaspis engaddensis содер-
жат 21 а.о. с двумя дисульфидными связями (рис. 3), 
токсины других видов змей имеют удлиненный 
С-концевой фрагмент. Они стимулируют рецепторы 
эндотелина и увеличивают вазоконстрикцию, за ко-
торой следует дисфункция левого желудочка, брон-
хоспазм и увеличение сопротивления дыхательных 
путей. SRTX-B связывается с рецепторами эндоте-
лина с высоким сродством, он вызывает остановку 
сердца и смерть мышей в течение нескольких минут 
после внутривенного введения. 

В формировании сократительного ответа сосудов 
на сарафотоксины преобладающую роль играет вход 
внеклеточного кальция через кальциевые каналы 
L-типа, относительно небольшую роль играют вну-
триклеточные запасы, высвобождающиеся через ри-
анодиновые и IP-3-каналы [8]. 

Эффект SRTX-C может быть разнонаправлен-
ным, так на интактных папиллярных мышцах пра-
вого желудочка кролика регистрируется небольшой 
отрицательный инотропный эффект, в  то  время, 
как при удалении эндотелия, ингибировании сиг-
нальных каскадов оксида азота или простагланди-
нов наблюдается мощный рост сократимости [44]. 
В миокарде человека SRTX-C вызывал рост сокра-

тимости, сопряженный с проявлением аритмии, наи-
более выраженный в правом предсердии по сравне-
нию с другими типами миокардиальной ткани [45]. 
Интракоронарное введение SRTX-C приводило 
к снижению сердечного выброса и замедлению вре-
менных параметров сокращения сердца у свиней [46]. 
При этом, если классические короткие сарафотокси-
ны A. engaddensis вызывают нарушения в работе ле-
вого желудочка, то SRTX-m из яда A. microlepidota 
microlepidota [47] приводит к нарушению функции 
правого желудочка [7].

В научных исследованиях сарафотоксины исполь-
зуются для мечения рецепторов эндотелина и созда-
ния моделей вазоспазма [48]. 

Рис. 2. Аминокислотные последовательности НП. Идентичные аминокислотные остатки подчеркнуты. Дисуль-
фидная связь показана линией, соединяющей остатки цистеина. hANP и hBNP – атриальный и мозговой НП чело-
века соответственно. hCNP – НП С-типа человека. DNP – НП из яда мамбы Dendroaspis angusticeps (UniProtKB – 
P28374), CA-CNP – НП C-типа из яда Crotalus atrox (P0CV87), COA-NP2 – из яда C. oreganus abyssus (B3EWY2), 
PNP – НП из яда змеи Pseudocerastes persicus (P82972) 

Рис. 3. Аминокислотные последовательности эндоте-
линов и сарафотоксинов. Дисульфидные связи показа-
ны в виде линий, соединяющих остатки цистеина. END1 
(UniProtKB – P05305) и END2 (P20800) – эндотелины 
1 и 2 человека, соответственно. SRTX-A (UniProtKB – 
P13208), SRTX-B (P13208), SRTX-C (P13208), SRTX-E 
(P13208) и SRTX-D (P13211) – сарафотоксины A, B, C, 
E и D из яда A. engaddensis, соответственно. SRTX-i1 
(P0DJK0) – сарафотоксин i1 из яда A. irregularis; 
SRTX-m (Q6RY98) – сарафотоксин m из яда A. 
microlepidota microlepidota
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Белковые токсины, не обладающие 
ферментативной активностью
Трехпетельные токсины. Трехпетельные токси-
ны (ТПТ) образуют одно из наиболее обширных се-
мейств токсинов змеиных ядов. ТПТ состоят из 57–82 
а.о.; структурно молекулы ТПТ представлены тремя 
β-структурными петлями, отходящими от компакт-
ного гидрофобного ядра, которое стабилизировано 
четырьмя консервативными дисульфидными связя-
ми. Биологические свойства ТПТ весьма разнообраз-
ны, в том числе целый ряд ТПТ оказывает воздей-
ствие на ССС [11]. 

Цитотоксины, называемые также кардиотоксина-
ми (КТ), представляют собой ТПТ, состоящие при-
мерно из 60 а.о. и содержащие четыре дисульфидные 
связи (рис. 4). Общим свойством цитотоксинов явля-
ется их прямое взаимодействие с мембраной, в ре-
зультате которого образуется ионная пора, что вы-
зывает деполяризацию клетки и ее гибель. Наиболее 
ярко это проявляется в сердце и именно с этим свя-
зано альтернативное название данной группы – кар-
диотоксины. Несмотря на то что КТ очень сходны 
по аминокислотной последовательности [49], их био-
логическая активность может значительно отличать-
ся [50, 51]. В большинстве исследований показано, 
что КТ начинают действовать в концентрации менее 
1 мкМ, вызывая первоначально рост сокращения, 
сменяющийся угнетением с одновременным повы-
шением напряжения покоя [9, 52, 53]. Сравнение раз-
личных типов ткани миокарда показало, что воздей-
ствие КТ на ткань желудочка более выражено, чем 
на предсердия [54, 55]. Как правило, развившаяся 
в результате этого воздействия контрактура необ-
ратима и приводит к клеточной смерти [10, 53, 56–58]. 
Первоначальная деполяризация клетки вызывает 
увеличение внутриклеточной концентрации кальция 

за счет внутри- и внеклеточных источников [53]. Роль 
отдельных кальцийтранспортирующих механизмов 
в реализации эффектов КТ может меняться в зави-
симости от особенностей миокарда. Так, в неонаталь-
ных кардиомиоцитах крысы L-ток является ведущим 
механизмом увеличения уровня внутриклеточного 
кальция [57], в то время как во взрослых кардиоми-
оцитах [53] и в миокарде морской свинки [10] блоки-
рование данного механизма не предотвращало раз-
витие контрактуры. Следует отметить, что эффект 
КТ зависит от концентрации внеклеточного кальция, 
высокие концентрации которого (около 10 мМ) бло-
кируют эффекты КТ [10, 53, 57]. В результате воз-
действия КТ происходит длительное увеличение 
внутриклеточной концентрации кальция, при этом 
внутри клетки активируются пептидазы и кардио-
миоцит теряет свою структуру [53, 57], что вызывает 
цепь патологических процессов, ведущих к гибели 
клетки [53] по механизму некроза [58]. 

В кровеносных сосудах, как и в других типах мы-
шечной ткани, КТ вызывают контрактуру, причем 
на кольцах аорты, предсокращенных фенилэфрином, 
можно наблюдать транзиентный релаксационный 
эффект, вызванный активацией клеток эндотелия 
[59]. В сократительном ответе принимают участие 
как вход внеклеточного кальция [59], так и выброс 
из  внутриклеточных депо [60]. Эффекты КТ 
как на гладкомышечных, так и на эндотелиальных 
клетках предотвращаются высокими концентрация-
ми кальция [61, 62]. 

Несмотря на то что КТ являются высокотоксичны-
ми соединениями и от них сложно ожидать положи-
тельного влияния на сердце и сосуды, тем не менее, 
описаны КТ (фракция 1 N. naja siamensis), дающие 
положительный инотропный ответ и в дозе до 100 
мкг/мл не вызывающие контрактуры [10], что может 

Рис. 4. Пространственные структуры некоторых трехпетельных токсинов. Кардиотоксин II N. oxiana (код PDB – 
1CB9), β-кардиотоксин Ophiophagus hannah (3PLC), адренотоксин ρ-Da1a D. angusticeps (4IYE), слабый токсин 
WTX N. kaoutiha (2MJ0). Структуры кардиотоксина II и токсина WTX установлены методом ЯМР, структуры 
β-кардиотоксина и адренотоксина – c помощью рентгеноструктурного анализа. Дисульфидные связи выделены 
желтым 

1CB9 3PLC 4IYE 2MJ0
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быть полезным при патологии миокарда, сопрово-
ждающейся снижением насосной функции сердца. 
В настоящее время в качестве лекарственных пре-
паратов, обладающих положительным инотропным 
эффектом, применяют только сердечные гликозиды, 
которые по данным исследования DIG дают особен-
но хороший эффект у пациентов с хронической сер-
дечной недостаточностью со сниженной фракцией 
выброса левого желудочка [63]. Таким образом, ис-
следование новых соединений, обладающих кардио-
тоническим эффектом, остается актуальной задачей. 
Однако данные об исследованиях КТ с таким профи-
лем действия на моделях патологического миокарда, 
например на крысах SHR, у которых снижена сокра-
тимость сердца, отсутствуют. Также КТ могут быть 
полезными при исследовании механизмов дистро-
фической кальцификации сосудов [64]. В этом слу-
чае КТ используется в качестве методического под-
хода для запуска каскада патологических событий, 
на фоне которых можно изучать вазопротекторные 
механизмы.

К группе ТПТ относятся также кардиотоксин-по-
добные белки ядов змей [65], взаимодействующие 
с различными типами адренорецепторов (АР), широ-
ко представленными в сердечно-сосудистой системе. 
Так, из яда узкоголовой мамбы D. angusticeps выде-
лен ряд токсинов, специфически взаимодействую-
щих с разными подтипами адренорецепторов: ρ-Da1a 
(рис. 4) блокирует избирательно АР подтипа α1А [66, 
67], а ρ-Da1b блокирует все три подтипа α2 АР [68, 
69]. Так называемые мускариновые токсины МТ1 
и МТ2 обратимо связываются с α1 АР [70]. Из яда 
черной мамбы D. polylepis выделены токсины MTβ 
и CM-3, сходные с ρ-Da1а, которые, однако, с боль-
шим сродством взаимодействуют с β- и δ-подтипами 
α1 АР [71]. 

Из яда королевской кобры Ophiophagus hannah 
выделен β-кардиотоксин (рис. 4), способный бло-
кировать β1 и β2 АР [72]. Это приводит к снижению 
частоты сердечных сокращений in vivo и  in vitro 
без заметной цитотоксичности, что может быть свя-
зано с неспособностью β-кардиотоксина к прямому 
взаимодействию с мембраной в силу определенных 
особенностей строения [73]. Позднее было показа-
но наличие цитотоксического эффекта на культуре 
гладкомышечных клеток и его отсутствие на скелет-
ных клетках и сердечных миоцитах [74]. Интересно, 
что в последнем исследовании обнаружили прямой 
отрицательный инотропный и лузитропный эффек-
ты, при этом внутриклеточная концентрация каль-
ция в систоле практически не менялась. Эти данные 
могут свидетельствовать о наличии прямых, не свя-
занных с  активацией АР, механизмов действия 
β-кардиотоксина, а также о способности АР менять 

чувствительность миофиламентов к ионам кальция. 
Присутствие в группе ТПТ соединений, с высокой 
специфичностью взаимодействующих с отдельны-
ми подтипами АР, может иметь большое значение 
в  фармакологических исследованиях, поскольку 
каждый из трех подтипов играет свою роль в пато-
логиях ССС и их коррекции. Так, блокирование β АР 
является одним из основных направлений терапии 
при различных формах гипертонической болезни 
и хронической сердечной недостаточности [75, 76]; 
активацию АР α1 можно рассматривать как ком-
пенсаторный путь при десенсибилизации пути АР β 
[77–79]; а активацию α2 – как кардиопротекторный 
путь, предотвращающий адренергическую перегруз-
ку сердца [80, 81] и, как показано в работах с нашим 
участием, блокирующий возникновение аритмий 
и Са-перегрузок в кардиомиоцитах [82, 83]. 

Одну из групп ТПТ составляют так называемые 
необычные (non-conventional) токсины, содержащие 
дополнительную дисульфидную связь в N-концевом 
фрагменте и, как правило, характеризующиеся низ-
кой токсичностью. Интересно, что один из представи-
телей этой группы – токсин WTX – при внутривен-
ном введении снижал артериальное давление у крыс 
[84], воздействуя на холинергическую передачу. 

Еще группа ТПТ представлена токсинами, вли-
яющими на функционирование различных ионных 
каналов и рецепторов, которые присутствуют в ССС. 
Однако, поскольку данные о действии этих токсинов 
на ССС отсутствуют, в нашем обзоре они не обсуж-
даются. 

Токсины других типов. Известен еще ряд токсинов, 
воздействующих на ССС и не обладающих фермен-
тативной активностью, к которым, в частности, от-
носятся токсины семейства CRISP (Cysteine-RIch 
Secretory Proteins), представляющие собой белки 
с молекулярной массой 23–25 кДа и содержащие во-
семь дисульфидных связей. Так, абломин из яда A. 
blomhoffi и некоторые подобные токсины блокирова-
ли сокращение гладкой мускулатуры артерий кры-
сы, вызванное высокой концентрацией ионов калия. 
Предполагается, что абломин ингибирует потенци-
алзависимый вход внеклеточного кальция, вызыва-
ющий сокращение сосудов [13]. Натрин яда N. atra 
вызывает сократительную реакцию в лишенной эн-
дотелия грудной аорте мышей [85]. Дальнейшие экс-
перименты показали, что натрин может блокировать 
активируемые кальцием калиевые каналы с высокой 
проводимостью BK

Ca
, которые играют значительную 

роль в регуляции тонуса сосудов. Помимо этого, на-
трин может блокировать скелетную изоформу риа-
нодинового рецептора [86] и потенциал-управляемые 
калиевые каналы K

v
1.3 [87].
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Весьма интересное действие на ССС оказывает 
белок альтернагин-С, выделенный из яда ботропса 
Rhinocerophis alternatus [88]. Этот белок способен 
индуцировать экспрессию фактора роста эндотелия 
сосудов, пролиферацию и миграцию эндотелиаль-
ных клеток, усиливать ангиогенез и  увеличивать 
жизнеспособность миобластов. Следовательно, этот 
пептид может играть решающую роль в механиз-
мах регенерации тканей. Исследование влияния 
альтернагина-С на сердечную функцию in vitro пре-
сноводных рыб показало, что белок усиливает сер-
дечную деятельность, способствуя значительному 
увеличению силы сокращения, скорости сокраще-
ния и расслабления с одновременным уменьшением 
значений времени до пикового напряжения и улуч-
шению насосной способности [14]. Альтернагин-C 
улучшает сердечную функцию, увеличивая эффек-
тивность транспорта ионов кальция, что приводит 
к положительному инотропизму и хронотропизму 
[14]. Следовательно, этот белок может улучшить ре-
гуляцию сердечного выброса, что указывает на воз-
можность его применения в терапии сердечной со-
кратительной дисфункции. Изучено также влияние 
альтернагина-С на гипоксию/реоксигенацию в изо-
лированных полосках желудочка сердца рыбы, а так-
же на морфологические изменения и плотность кро-
веносных сосудов [15]. Обработка альтернагином-С 
обеспечивала защиту кардиомиоцитов от  отри-
цательного инотропизма, вызванного гипоксией/
реоксигенацией. Этот белок также стимулировал 
ангиогенез и улучшал связь между возбуждением 
и сокращением в условиях гипоксии. Эти результаты 
указывают новую терапевтическую стратегию лече-
ния заболеваний, связанных с ишемией.

Ряд белков змеиного яда имитируют эффекты эн-
догенных факторов, регулирующих физиологиче-
ские функции организма. Что касается ССС, интерес 
представляет группа белков, которые могут усили-
вать ангиогенез и увеличивают проницаемость сосу-
дов; таких, как, например, эндотелиальные факторы 
роста сосудов (ЭФРС), обладающие гипотензивным 
[17] и кардиопротекторным эффектом [16]. В каче-
стве рецепторов ЭФРС выступают три рецепторные 
тирозинкиназы, известные как VEGFR-1, VEGFR-2 
и VEGFR-3. VEGFR-1 и VEGFR-2 находятся в основ-
ном на эндотелиальных клетках сосудов и опосре-
дуют несколько основных ангиогенных активностей, 
таких, как пролиферация эндотелиальных клеток. 
Реперфузионное повреждение сердца включает 
в числе различных механизмов коронарную эндоте-
лиальную дисфункцию. ЭФРС активирует эндоте-
лиальные клетки и оказывает кардиопротекторное 
действие. В ядах змей присутствуют белки, вызы-
вающие в эндотелиальных клетках ЭФРС-подобные 

эффекты. Выделен и  охарактеризован ряд таких 
белков [16], взаимодействующих с  рецепторами 
ЭФРС. При этом некоторые белки змей избиратель-
но взаимодействовали с VEGFR-2, например ваммин 
из  V. ammodytes, другие проявляли избиратель-
ность к VEGFR-1, как ЭФРС из T. flavoviridis [89]. 
Обнаружено, что белок из V. lebetina, подобно ЭФРС, 
при реперфузии в значительной степени уменьшал 
реперфузионное повреждение и  размер инфар-
кта за счет стимуляции рецепторов VEGFR-2 [16]. 
Однако его активность была несколько меньше, чем 
у ЭФРС. Вполне возможно, что в ядах змей имеются 
белки с такой же, как у ЭФРС, кардиопротекторной 
активностью, но лишенные присущих им побочных 
эффектов. 

Белковые токсины – ферменты
Из множества ферментов, присутствующих в зме-
иных ядах, к настоящему времени только для фос-
фолипаз А2 (ФЛА2) показано прямое воздействие 
на ССС. ФЛА2 яда змей относятся к классу секрети-
руемых липолитических ферментов, гидролизующих 
эфирную связь глицерофосфолипидов в положении 
Sn2 с образованием лизофосфолипидов и свободных 
жирных кислот [90], которые служат источником 
для синтеза вторичных посредников, участвующих 
в физиологических процессах клеток. Однако дей-
ствие продуктов липолиза не является определяю-
щим для кардиотоксичности [91], скорее, ведущую 
роль играют повреждения клеточной мембраны [92]. 
Помимо этого, часть физиологических эффектов 
опосредуется через взаимодействие с белками-ре-
цепторами секретируемых ФЛА2 [93]. ФЛА2 змеино-
го яда способны снижать кровяное давление за счет 
выработки арахидоновой кислоты, предшественни-
ка метаболитов циклооксигеназ (простагландинов 
или простациклинов). Следует отметить, что при си-
стемном введении высоких доз ФЛА2 могут наблю-
даться нарушения в структуре ткани миокарда [21, 
94] и ее функционировании, такие, как брадикардия 
и атриовентрикулярная (предсердно-желудочковая) 
блокада [95, 96]. Интересно, что часть кардиотокси-
ческих эффектов, наблюдаемых в исследованиях 
на животных in vivo, обусловлена нарушением со-
става внутренней среды организма [97, 98]. ФЛА2, 
полученные из яда разных змей, могут существенно 
отличаться по своей кардиотоксичности: так ФЛА2 
O. hannah и  N. nigricollis вызывают нарушение 
внутриклеточных структур и контрактуру [94, 96, 
99], в отличие от ФЛА2 из яда N. naja atra, не об-
ладающей кардиотоксичностью [99]. Инотропный 
эффект может быть разнонаправленным, как пра-
вило, после короткого роста сократимость снижа-
ется, сопровождаясь увеличением напряжения по-
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коя, которое может перейти в контрактуру [20, 21, 
99]. Воздействуя на сосуды, ФЛА2 обычно оказыва-
ют вазорелаксантный эффект, который не зависит 
от эндотелия и частично опосредуется повышением 
сGMP в гладкомышечных клетках [18, 19]. Эффекты 
ФЛА2 можно в значительной степени ослабить су-
рамином [100] и блокатором фосфолипазной актив-
ности п-бромфенацилбромидом [21, 97]. Как в слу-
чае КТ, эффекты ФЛА2 можно блокировать высокой 
концентрацией ионов кальция, в то время как бло-
каторы кальциевых каналов малоэффективны [19, 
96]. В миокарде ФЛА2 и КТ вызывают контрактуру, 
тогда как в сосудах ФЛА2 вызывает релаксацию.

ПЕРСПЕКТИВЫ ЗМЕИНЫХ ТОКСИНОВ ДЛЯ 
СОЗДАНИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ 
И ВОЗМОЖНЫЕ ПРОБЛЕМЫ
Токсины змеиных ядов с высокой эффективностью 
и избирательностью воздействуют на различные си-
стемы живых организмов, включая ССС, что дела-
ет их весьма привлекательными в качестве основы 
для конструирования лекарственных препаратов. 
Основные недостатки токсинов – высокая токсич-
ность и необратимость действия, т.е. невозможность 
возвращения системы, на которую они подейство-
вали, к исходному состоянию. Из представленных 
выше данных следует, что существует множество 
кардиотропных или вазоактивных змеиных токси-
нов, обладающих высокой активностью по отноше-
нию к ССС, которые в перспективе могут быть ис-
пользованы в качестве основы для создания новых 
лекарственных препаратов. Некоторые из этих бел-
ков и пептидов уже показали себя высокоселектив-
ными инструментами при изучении физиологиче-
ских процессов. Другие использовались в качестве 
зондов потенциальных терапевтических мишеней 
или в качестве основы при разработке терапевтиче-
ских агентов. 

Нами уже рассмотрен гипотензивный препа-
рат каптоприл (рис. 1), созданный на основе струк-
туры брадикинин-потенцирующего пептида юж-
ноамериканской жарараки. Еще один препарат 
на основе этого пептида – эналаприл ((S)-1-[N-[1-
(этоксикарбонил)-3-фенилпропил]-L-аланил]-L-
пролин), широко применяемый в настоящее время 
при гипертонии. 

В качестве примера препарата с перспективой 
применения в медицине можно привести цендери-
тид, полученный присоединением 15 а.о. С-концевой 
части натрийуретического пептида, выделенного 
из яда D. angusticeps, к полноразмерному натрий-
уретическому пептиду С-типа человека. Его можно 
будет применять при сердечной недостаточности. 
Цендеритид уже прошел первую и вторую стадии 
клинических исследований, правда на небольшом 
количестве участников, и показал свою перспектив-
ность для поддержания функции левого желудочка 
при инфаркте миокарда. 

Хорошие перспективы имеются у альтернагина-С 
и его аналогов, а также у аналогов эндотелиальных 
факторов роста сосудов из ядов змей для создания 
препаратов, предотвращающих реперфузионные 
повреждения. Однако предстоит установить актив-
ность in vivo этих белков и выяснить их устойчивость 
в организме. К настоящему времени отсутствуют ка-
кие-либо данные о клинических исследованиях этих 
белков.

В заключение следует отметить, что, несмотря 
на имеющиеся недостатки, ряд пептидов и белков 
змеиных ядов, воздействующих на ССС, имеет хо-
рошие перспективы в качестве основы для создания 
новых лекарственных препаратов. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 20-14-50134.
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РЕФЕРАТ Противоопухолевая терапия, в том числе адоптивная иммунотерапия, неизбежно сталкивается 
с мощным противодействием со стороны прогрессирующей опухоли. Если гематологические злокачествен-
ные новообразования к настоящему моменту поддаются терапии с помощью CAR-T-лимфоцитов (T-cells, 
modified by chimeric antigen receptor), то солидные опухоли значительно более устойчивы к этому виду 
терапии. Согласно последним исследованиям, ведущая роль в ускользании солидных опухолей от цито-
токсической активности иммунных клеток принадлежит опухолевому микроокружению, в состав кото-
рого входят несколько типов клеток, в том числе нейтрофилы, самые многочисленные клетки иммунной 
системы. Установлено, что на развитие опухоли и ее способность к метастазированию прямо влияют вне-
клеточные ловушки нейтрофилов (neutrophil extracellular traps, NET), образующиеся в результате ответа 
на опухолевые стимулы. Кроме того, ядерная ДНК нейтрофилов – главный компонент NET – создает про-
странственную преграду для взаимодействия CAR-T с опухолевыми клетками. В этой связи для повышения 
эффективности действия CAR-T путем снижения влияния NET крайне перспективным представляется 
использование эукариотической ДНКазы I. Нами рассмотрена роль NET в опухолевом микроокружении 
и различные подходы к снижению влияния NET на опухоль.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА онкологические заболевания, микроокружение опухоли, нейтрофилы, нетоз.

проксимальный по отношению к нормальной ткани 
слой, где располагаются лимфатические и крове-
носные сосуды, иммунные клетки и проксимальные 
лимфоидные элементы. К дополнительным уровням 
организации клеток, которые влияют на развитие 
опухоли, относятся метастатические очаги. Границей 
опухолевого микроокружения принято считать 
так называемый замыкающий слой. Сложная морфо-
логическая структура опухолевого новообразования 
требует разработки таргетной терапии, основанной 
на понимании механизмов проникновения терапев-
тических агентов непосредственно к трансформиро-
ванным клеткам [1–5]. 

Значительную часть опухолевого микроокруже-
ния (tumor microenvironment, TME) составляют им-
мунные клетки хозяина, среди которых наиболее 
многочисленной группой являются нейтрофилы. 
Воспалительные процессы возникают в области опу-
холевого роста, а сигналы, выделяемые опухолевыми 
и опухоль-ассоциированными клетками, привлека-
ют нейтрофилы, которые превращаются в опухоль-
ассоциированные нейтрофилы (tumor-associated 
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ВВЕДЕНИЕ
Злокачественные солидные опухоли образуют, в от-
личие от гематологических, замкнутую структуру, 
состоящую из нескольких слоев. Злокачественные 
клетки, находящиеся в центре опухоли и несущие 
на  поверхности рецепторы адгезии, соединены 
между собой туннельными контактами и взаимо-
действуют друг с другом с помощью аутокринных 
и паракринных сигналов, передаваемых с помощью 
растворимых факторов и  внеклеточного матрик-
са. Ближе к периферии опухоли расположен слой, 
формирующий другую нишу, в состав которой вхо-
дят сосуды, опухоль-ассоциированные фибробласты 
и стромальные клетки, получающие сигналы через 
рецепторы адгезии и растворимые факторы. Еще 
дальше от центра опухоли находится замыкающий 
слой, куда доходят сигналы стимуляции или ингиби-
рования от опухолевых клеток. Этот слой включает 
новообразованные сосуды, внутриопухолевые лим-
фатические узлы, иммунные клетки, опухоль-ассо-
циированные фибробласты, внеклеточный матрикс 
и нервные окончания. Самым наружным считается 
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neutrophils, TAN). Они принадлежат к супрессор-
ным клеткам миелоидного ряда (myeloid derived 
suppressor cells, MDSC). MDSC возникают не толь-
ко в опухолях, но при онкологических заболеваниях 
именно они препятствуют развитию полноценной за-
щитной противоопухолевой реакции. TAN получают, 
в том числе и сигналы гибели (суицида), что прово-
цирует специфический для них вид клеточной смер-
ти, сопровождающийся высвобождением большого 
количества геномной ДНК, связанных с ней белков 
и ферментов, которые образуют NET. Состав NET ва-
рьирует в зависимости от типа начального стимула/
комбинации стимулов. Неизменной частью NET яв-
ляется сетка хромосомной ДНК. Это привело к мысли 
о том, что для эффективного разрушения NET можно 
применять ДНКазы. Действительно, последние ис-
следования показывают, что введение ДНКазы I экс-
периментальным мышам замедляет рост первичной 
опухоли, ингибирует метастатический потенциал 
опухолевых клеток и увеличивает продолжитель-
ность жизни животных. Многообещающие резуль-
таты, полученные при введении очищенной ДНКазы 
I мышам, стимулировали создание новых способов 
доставки ДНКазы I в организм. 

ОБРАЗОВАНИЕ NET И ИХ СОСТАВ
Внеклеточные ловушки нейтрофилов были откры-
ты как  один из  защитных механизмов действия 
нейтрофилов при  бактериальных инфекциях [6]. 
Выбрасываемые NET задерживают распростране-
ние и убивают патогенных микробов в кровотоке [6, 
7]. Позднее NET обнаружили и в биоптатах опухолей 
различного типа. При этом наличие NET коррели-
ровало с неблагоприятным прогнозом [8–11]. Это от-
крытие привело к интенсивному исследованию роли 
NET в онкогенезе. 

В наиболее изученном пути, ведущем к выбро-
су NET (рис. 1), передача сигналов киназой, регу-
лируемой внеклеточными сигналами (extracellular 
signal-regulated kinase, ERK), приводит к активации 
NADPH-оксидазы (NADPH oxidase, NOX) (рис. 1, 
I) и продукции супероксидных радикалов, которые 
превращаются в пероксид водорода с помощью супе-
роксиддисмутазы (рис. 1, II) [12]. Миелопероксидаза 
(MPO) превращает пероксид водорода в  хлорно-
ватистую кислоту, активируя эластазу нейтрофи-
лов (neutrophil elastase, NE) (рис. 1, II). NE отвеча-
ет за деградацию цитоскелета и ядерной мембраны, 
позволяя ядерному содержимому смешаться с ци-
топлазмой (рис. 1, II) [13]. Превращение остатков 
аргинина в составе гистонов в цитруллины (цитрул-
линизация), катализируемое активированной белок-
аргининдезиминазой (protein arginine deiminase, 
PAD), и протеолитическое расщепление MPO и NE 

Рис. 1. Сигнальный путь NOX-зависимого нетоза. Раз-
личные стимулы, связанные с опухолью, вызывают 
повышение цитоплазматической концентрации Ca2+ 
в TAN, что служит для активации PKC и NOX и приводит 
к внутриклеточной продукции ROS (I). При воздействии 
SOD и MPO ROS превращаются в HClO и активиру-
ется NE (II). NE способствует деградации NM, а за-
тем PAD4, MPO и NE обеспечивают деконденсацию 
хроматина и его смешивание с цитоплазматически-
ми гранулами (III), а затем полученная смесь в виде 
NET выбрасывается во внеклеточное пространство 
во время нетоза (IV). Сокращения: TAA – опухоль-
ассоциированный антиген, cfDNA – внеклеточная ДНК, 
TAA-Abs – антитела против TAA, FcγR – рецептор 
константного фрагмента IgG, TLR – Тoll-подобный 
рецептор, CXCL – цитокин семейства CXC, CXCR – 
рецептор CXCL, ER – эндоплазматический ретикулум, 
GR – гранула, G-CSF – гранулоцитарный колоние-
стимулирующий фактор, G-CSFR – рецептор G-CSF, 
CS – система комплемента, C5a – компонент ком-
племента 5a, C5aR – рецептор C5a, SN – сегментиро-
ванное ядро, NM – ядерная мембрана, NE – эластаза 
нейтрофилов, MPO – миелопероксидаза, SOD – су-
пероксиддисмутаза, ROS – активные формы кислоро-
да, PKC – протеинкиназа C, NOX – NADPH-оксидаза, 
cCHR – конденсированный хроматин, PAD4 – белок-
аргининдезиминаза 4, dCHR – деконденсированный 
хроматин, NET – внеклеточные ловушки нейтрофилов
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приводят к деконденсации хроматина (рис. 1, III) [14]. 
Волокна хроматина связываются с гранулами и ци-
топлазматическими белками, а затем выбрасываются 
из клетки (рис. 1, IV). 

Продукция активных форм кислорода (reac-
tive oxygen species, ROS) – ключевое событие не-
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тоза (рис.  1, I). Дыхательная цепь митохондрий 
и NOX независимо вносят вклад в образование ROS. 
Несколько различных рецепторов запускают обра-
зование NET, активируя NOX, при классическом 
«суицидальном» нетозе [15] (рис. 1, I). Точно так же 
форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA), имити-
руя диацилглицерин, активирует протеинкиназу C 
(PKC) [16] и передачу сигналов ERK, что аналогич-
но индукции NET патогенными бактериями и гриба-
ми. Примечательно, что варианты применения PMA 
для индукции нетоза у нейтрофилов в культуре мо-
гут существенно различаться [17]. 

NOX-независимый путь нетоза основан на продук-
ции ROS митохондриями, чему способствуют щелоч-
ные значения pH, которые увеличивают приток Са2+ 
[18]. Ca2+ в свою очередь активирует один из типов 
калиевых каналов малой проводимости SK3 (small 
conductance calcium-activated potassium channels, 
SK), что критично для NOX-независимого нетоза 
[19]. Активация PAD4 и цитруллинирование гисто-
нов ярко выражены при NOX-независимом нетозе. 
Ионофоры кальция, такие, как иономицин и A23187 
(Calcimycin), активируют PKC-ζ и затем PAD4 [16], 
что вызывает NOX-независимый нетоз. В некоторых 
условиях NOX-независимое высвобождение ядерной 
и митохондриальной ДНК происходит из живых ней-
трофилов. Показано, что рибонуклеопротеидные им-
мунные комплексы, действуя на нормальные нейтро-
филы или иммуносупрессорные нейтрофилы низкой 
плотности, индуцируют выработку митохондриаль-
ных ROS и выделение NET, содержащих митохон-
дриальную ДНК, из живых клеток [20]. При сепсисе 
активированные тромбоциты прикрепляются к ней-
трофилам и вызывают экструзию NET из живых 
клеток [21]. 

Несмотря на различную роль продукции ROS и ак-
тивности ферментов в индукции нетоза, различные 
пути активации приводят к образованию NET, на-
деленных сходной бактерицидной активностью [22].

Помимо ионофоров и PMA существует еще более 
10 веществ-индукторов нетоза, которые можно ис-
пользовать in vitro для анализа данного процесса [10]. 
Протеомный анализ индуцированных различными 
стимулами NET обнаружил в их составе 330 белков, 
74 присутствовали вне зависимости от способа ин-
дукции нетоза, представляя пул обязательных ком-
понентов, который характеризует NET любого типа 
[23, 24]. 

РОЛЬ NET В ОПУХОЛЕВЫХ ПРОЦЕССАХ 
Данные о связи NET с развитием рака стимулиро-
вали интенсивное изучение функций этих структур 
в разных типах опухолей. Вскоре появились сообще-
ния о прямом влиянии NET на пролиферацию опу-

холевых клеток через протеазы или активирующие 
сигналы [25–28]. 

Опухолевые клетки – одна из причин нетоза
Показано, что опухолевые клетки способны индуци-
ровать нетоз in vivo и in vitro [11], а также выявлена 
связь TAN с образованием NET [11, 29–31]. К при-
меру, in vitro установлено, что линия клеток рака 
поджелудочной железы (AsPC-1) индуцирует обра-
зование NET [32], и основная роль в нетозе приписы-
вается внеклеточным белкам этой линии. В той же 
работе показано, что NET усиливают эндогенный 
тромбиновый потенциал нормальной плазмы и ин-
дуцируют миграцию, инвазию и ангиогенез раковых 
клеток [32]. Внеклеточные РНК карциномы легких 
Льюиса вызывают образование NET, согласно дан-
ным другого исследования in vitro [33]. 

Нейтрофилы мышей с хроническим миелолейко-
зом, раком молочной железы и легких более склон-
ны к нетозу, чем нейтрофилы здоровых животных. 
Высокая склонность нейтрофилов к образованию 
NET при этих патологиях коррелирует с системным 
действием опухолей на организм [34, 35]. 

Рекрутирование нейтрофилов кондиционирован-
ной средой от гипоксических раковых клеток наблю-
дали in vitro. Миграция клеток была опосредована 
высокими уровнями хемокинов и  HMGB1, также 
способных генерировать NET в TME [31]. Недавно 
Tohme и соавт. [31] показали, что NET способствуют 
росту опухолевых клеток за счет усиления их ми-
тохондриальных функций. Более того, имплантиро-
ванные под кожу контрольных мышей опухоли рос-
ли быстрее, чем у животных с нокаутом гена PAD4 
(PAD4-KO). Число метастазов в печени мышей с де-
фицитом PAD4 было меньше, чем у животных кон-
трольной группы. Внутрибрюшинное введение ре-
комбинантной ДНКазы I мышам без нокаута PAD4 
также приводило к  снижению числа метастазов. 
Иммунофлуоресцентное окрашивание срезов опухо-
лей PAD4-KO выявило очень низкую инфильтрацию 
нейтрофилов по сравнению с контролем. В целом, эти 
данные подчеркивают центральную роль рекрути-
рования нейтрофилов и образования NET в росте 
и прогрессии опухоли. Park и соавт. [11] также об-
наружили тесную связь между метастатическими 
опухолевыми клетками, привлечением нейтрофилов 
и образованием NET. Установлено, что метастатиче-
ские клетки рака молочной железы провоцируют не-
тоз, который поддерживает метастазы за счет NET. 
Цитокин CXCL1 опосредует рекрутирование ней-
трофилов в опухоли мышей, которым ортотопически 
подсаживали клетки рака молочной железы – 4T1 
(образуют метастазы) и 4T07 (не образуют метаста-
зы). В первичных опухолях 4T1 обнаружено больше 
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нейтрофилов, чем в 4T07. Уменьшение же CXCL1 
в клетках 4T1 снизило инфильтрацию опухоли ней-
трофилами. Путем иммунофлуоресцентного окраши-
вания срезов ткани легкого показано, что образова-
ние NET происходит сразу после инъекции клеток 
4T1 в хвостовую вену. Более того, метастатические 
клетки выделяли гранулоцитарный колониестиму-
лирующий фактор (granulocyte colony-stimulating 
factor, G-CSF), который вызывал вокруг них нетоз, 
а антитела, блокирующие G-CSF, сильно снижали 
образование NET [11]. 

NET вовлечены в нарушение кровообращения
У трансгенных мышей линий RIP1-Tag2 (спонтан-
ная инсулинома) и MMTV-PyMT (рак молочной же-
лезы) обнаружены изменения кровеносных сосудов 
и усиленная инфильтрация нейтрофилов в сердце 
и почках, напоминающие системные повреждения 
у онкологических больных. Кроме того, в почках та-
ких животных обнаружены тромбоцитарно-нейтро-
фильные комплексы, свидетельствующие о форми-
ровании NET. Причем эти комплексы отсутствовали 
у всех проанализированных здоровых мышей [36]. 
Ранее показали, что тромбоциты побуждают нейтро-
филы высвобождать NET, тем самым способствуя 
уничтожению бактерий [21]. Olsson и соавт. выясни-
ли, что накопление NET в сосудах связано с актива-
цией провоспалительных молекул адгезии ICAM-1, 
VCAM-1 и E-селектина, а также провоспалительных 
цитокинов IL-1b, IL-6 и хемокина CXCL1. Введение 
ДНКазы I для разрушения NET восстановило перфу-
зию в почках и сердце до уровня у здоровых мышей, 
а также предотвратило закупорку кровеносной сети 
этих органов. Результаты исследования убедительно 
свидетельствуют о том, что NET опосредуют нега-
тивные побочные эффекты опухолей на дистальные 
органы, нарушая в них функцию сосудов и усиливая 
воспаление [36]. 

NET и тромбоциты играют ключевую роль в ги-
перкоагуляции крови при раке поджелудочной же-
лезы (pancreatic adenocarcinoma, PA), что приво-
дит к повышенному риску венозной тромбоэмболии 
и тромбоза, ассоциированного с  раком, в ортото-
пической модели PA у мышей C57BL/6 и у паци-
ентов [37]. Berger-Achituv и соавт. [8] обнаружили 
TAN в диагностических биопсиях детей с сарко-
мой Юинга. В двух образцах NET продуцировались 
за счет TAN. Метастазы и ранний рецидив после 
высоких доз химиотерапии, наблюдаемые у этих па-
циентов, указывают на возможную роль NET в про-
грессировании саркомы Юинга [8]. Важную роль 
NET при  онкологических заболеваниях подчер-
кивает также их связь с изменением свертывания 
крови у пациентов с опухолями. NET стимулируют 

тромбоз, связанный с раком, – симптом, который со-
путствует очень плохому прогнозу [26, 38]. Уровни 
циркулирующих NET измеряли и у пациентов с ге-
патоцеллюлярной карциномой (ГЦК), оценивая уро-
вень соответствующих маркеров (комплексов ДНК–
гистоны, двухцепочечной ДНК, NE). Аналогичным 
образом измеряли содержание маркеров актива-
ции контактной фазы (фактор XIIa и высокомоле-
кулярный кининоген). NET и маркеры активации 
контактной фазы у пациентов с ГЦК были выше, 
чем у здоровых доноров [39]. Обнаружена корре-
ляция между высокими уровнями маркеров NET 
и гиперкоагуляцией у пациентов со злокачествен-
ными образованиями поджелудочной железы [32]. 
Более того, на поздних стадиях заболевания уровни 
цитруллинированного гистона H3 (histone H3 citrul-
linated, H3-cit) в плазме пациентов были выше, чем 
у здоровых доноров, а в нейтрофилах было повы-
шено содержание H3-cit. Кроме того, уровень H3-cit 
в плазме онкологических больных действительно 
коррелирует с уровнями NE, MPO, интерлейкинов-6 
и -8 – активаторов нетоза [40, 41].

Повышенное содержание NET коррелирует 
с наличием опухолевого процесса
Спонтанная неоплазия кишечника у мышей коррели-
рует с накоплением иммуносупрессорных проонко-
генных нейтрофилов низкой плотности с фенотипом 
N2, активацией рецептора комплемента C3a и обра-
зованием NET [42].

Обнаружена положительная корреляция между 
повышенным уровнем NET в плазме и различными 
опухолевыми процессами, например, NET найдены 
в тканях легких, периферической крови и мокроте 
пациентов с раком легкого [33]. У пациентов с ко-
лоректальным раком уровни NET, продуцируемых 
нейтрофилами после стимуляции in vitro, были зна-
чительно выше, чем в контрольной группе, и были 
связаны с плохим клиническим исходом [10]. NET 
выявлены при раке молочной железы, а также в ме-
тастатических поражениях легкого, причем наи-
более высоким их содержание (%) было у пациен-
тов с трижды негативным раком молочной железы 
[11]. Обнаружено также увеличение количества 
TAN и NET в гистопатологических образцах мета-
стазов в печень пациентов с колоректальным раком 
[41] по  сравнению с  тканью печени здоровых до-
норов. Кроме того, высокие уровни цитруллиниро-
ванных гистонов в опухолях указывают на нетоз. 
Предоперационные уровни MPO-ДНК, надежного 
маркера системного нетоза [41], в сыворотке паци-
ентов были выше, чем у здоровых индивидов, и ас-
социировались с неудовлетворительным прогнозом. 
Таким образом, уровни MPO-ДНК в сыворотке мож-
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но рассматривать как возможный прогностический 
маркер [31].

NET и опухолевые клетки прикрепляются друг 
к другу 
Помимо локальных опухолевых и системных эффек-
тов, NET могут способствовать метастазированию, 
захватывая циркулирующие опухолевые клетки (cir-
culating tumor cells, CTC) (pис. 2, IV) [43]. У мышей 
с внутрибрюшинным сепсисом, имитирующих после-
операционное воспаление, наблюдали адгезию рако-
вых клеток к NET и усиленную экспрессию интегри-
на бета-1 как в опухолевых клетках, так и в NET, что, 
по-видимому, можно считать ключевым фактором 
адгезии CTC к NET. Обработка ДНКазой I наруша-
ла данный процесс [44]. В мышиных моделях нетоз 
и  захват CTC легких вызывали микрометастазы 
в печень [45]. Наконец, NET способствовали разви-
тию и прогрессии метастазов в печень после хирур-
гического вмешательства [41]. Показана способность 
различных линий раковых клеток (HT1080, U-87MG, 
H1975, DU 145, PC-3 и A-431) прикрепляться in vitro 
к NET, полученным из нейтрофил-подобных клеток, 
через поверхностные интегрины α

5
β

1
, α

v
β

3
 и α

v
β

5
 [46]. 

Избыток циклического пептида RGD ингибировал 
адгезию опухолевых клеток к NET до уровня, наблю-
даемого при гидролизе NET ДНКазой I.

NET провоцируют метастазирование 
Помимо всех ранее описанных функций, NET «про-
буждают» спящие опухолевые клетки (pис. 2, I). 
Недавно установили участие NET в рецидивирова-
нии опухоли [47]. Хроническое воспаление легких, 
вызванное табачным дымом или назальным введе-
нием липополисахарида – активатора нетоза, спо-
собствовало активации спящих опухолевых кле-
ток и формированию метастазов. NET связывались 
с внеклеточным матриксом и провоцировали расще-
пление и ремоделирование ламинина с образованием 
нового поверхностного эпитопа, который иницииро-
вал пролиферацию покоящихся клеток, посредством 
активации интегрина и передачи сигналов через ки-
назы FAK / ERK / MLCK / YAP. При этом разру-
шение NET ДНКазой I in vitro и in vivo подавляло 
метастазирование. Оценена способность изолирован-
ных NET изменять фенотип клеток рака молочной 
железы человека на прометастатический [47]. NET 
изменяют типичную морфологию клеток MCF7 с эпи-

Рис. 2. Комплексное влияние NET 
на опухолевые клетки и компонен-
ты TME. Гранулы NET содержат 
ферменты, которые активируют 
опухолевые клетки, меняя их фе-
нотип на метастатический (I); NET, 
а также супрессорные молекулы 
(PD-L1), которые, взаимодействуя 
с цитотоксическими клетками, вы-
зывают супрессию их активности 
(II); нити ДНК, основной компо-
нент NET, окутывают опухолевые 
клетки, создавая стерическое 
препятствие для взаимодействия 
с цитотоксическими клетками 
(III); опухолевые клетки выходят 
из микроокружения в кровенос-
ные сосуды, и в дистальных тканях 
за счет NET происходит захват этих 
циркулирующих клеток, что под-
держивает метастазирование (IV). 
dCHR – деконденсированный хро-
матин, NET – внеклеточные ловуш-
ки нейтрофилов, GR – гранула, 
PD-L1 – лиганд программируемой 
гибели 1, PD-1 – рецептор PD-L1, 
CTL – цитотоксическая клетка, 
CTC – циркулирующая опухолевая 
клетка, NAN – нейтрофил после 
нетоза
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телиальной на мезенхимальную, при которой уси-
ливаются миграционные свойства опухоли с такими 
типичными признаками эпителиально-мезенхималь-
ного перехода (epithelial-mesenchymal transition, 
EMT), как повышение уровня N-кадгерина и фибро-
нектина. Уровень E-кадгерина при этом снижался. 
Примечательно, что NET положительно регулиру-
ют экспрессию генов нескольких факторов, связан-
ных с провоспалительными и прометастатическими 
свойствами. Сопоставление данных, представленных 
в атласе генома рака, с результатами секвенирова-
ния РНК в образцах рака молочной железы выяви-
ло значительную корреляцию между экспрессией 
проопухолевых генов и экспрессией генов, продукты 
которых участвуют во взаимодействии с нейтрофи-
лами. Следовательно, в клетках рака молочной же-
лезы человека NET управляют прометастатическим 
фенотипом посредством активации программы EMT.

NET препятствуют деятельности цитотоксических 
клеток
Еще одна важная функция NET – способность 
«скрывать» опухолевые клетки от цитотоксических 
иммунных клеток. Недавно показали, что хемокины 
группы CXCL, выделяемые опухолевыми клетка-
ми, провоцируют нетоз у TAN [48]. Образующиеся 
NET обволакивают опухоль, используя нити ДНК, 
и образуют физическое препятствие для взаимодей-
ствия T- и NK-клеток с опухолями (рис. 2, III). Кроме 
того, как обнаружено недавно, NET могут содержать 
супрессорные молекулы (например, PD-L1) и нега-
тивно влиять на активность цитотоксических лим-
фоцитов (рис. 2, II) [49]. Особую роль в исследовании 
NET должны занять работы по терапии онкопато-
логий с помощью перепрограммированных Т-клеток 
с индуцированной цитолитической активностью. Все 
более реальной становится CAR-T-терапия гема-
тологических опухолей человека с использованием 
подходов персонифицированной медицины [50, 51]. 
Вместе с тем, возможности CAR-T-терапии солид-
ных опухолей весьма ограничены [52]. Вполне ве-
роятно, что в этом случае NET могут быть важной 
мишенью, обеспечивающей преодоление барьеров 
на пути к эффективной CAR-T-терапии.

МЕТОДЫ ДЕТЕКЦИИ И ВОЗДЕЙСТВИЯ НА NET
На основании последних исследований NET можно 
назвать многообещающей терапевтической мишенью 
при онкологических заболеваниях. Судя по важной 
роли NET в увеличении метастатического потенци-
ала злокачественных клеток, ингибирование образо-
вания и активности NET в опухолях может сделать 
прогноз выживаемости пациентов более оптимистич-
ным [11]. 

Маркеры NET
Для проведения клинического скрининга NET не-
обходимо иметь стандартизованный протокол опре-
деления референтных уровней нетоза. Однако ме-
тод, обладающий 100% надежностью, еще не описан. 
Простейшие средства обнаружения NET in vivo 
включают количественное определение таких свя-
занных с NET веществ, как циркулирующая внекле-
точная ДНК, H3-cit, NE и MPO, в крови. Например, 
с помощью простого анализа окрашивания нуклеино-
вой кислоты в образцах сыворотки пациентов с коло-
ректальным раком и раком молочной железы опре-
делено количество свободно циркулирующей ДНК 
[53, 54]. Хотя известно, что количество циркулирую-
щей ДНК коррелирует с размером опухоли молочной 
железы и ее злокачественностью [55], метод измере-
ния нетоза путем прямого окрашивания ДНК недо-
статочно специфичен. Повышенное количество вне-
клеточной ДНК (cell-free DNA, cfDNA) в сыворотке 
больных раком может быть связано и с другими фак-
торами, такими, как апоптотические и некротические 
клетки, микроорганизмы, проникающие в системный 
кровоток при повышении проницаемости стенки ки-
шечника [56]. Измерение циркулирующих конъюга-
тов MPO-ДНК более специфично для образования 
NET, чем оценка только внеклеточной ДНК [57]. H3-
cit возникает в результате PAD4-опосредованного 
цитруллинирования во  время образования NET 
и представляет собой наиболее специфичный мар-
кер циркулирующих NET [58]. Кроме того, H3-cit 
может иметь прогностическое значение, поскольку 
высокое содержание H3-cit в плазме является значи-
мым показателем повышенной смертности пациентов 
с поздней стадией рака [40]. Другие же маркеры NET, 
включая NE и MPO, не имеют строгой корреляции 
с онкологическими патологиями, поскольку могут 
высвобождаться в ходе дегрануляции нейтрофилов 
без образования NET. Таким образом, на сегодняш-
ний день самым надежным индикатором нетоза яв-
ляется H3-cit. 

NET как терапевтическая мишень
Согласно приведенным в обзоре Jorch и Kubes [59] 
данным, подавляющее большинство эксперимен-
тальных и клинических исследований NET прове-
дено при неопухолевых патологиях, таких, как ауто-
иммунные, легочные заболевания или осложнения 
аутоиммунных состояний. Особый интерес в изуче-
нии роли NET вызывают аутоиммунные патоло-
гии, характеризующиеся высоким уровнем антител 
к ДНК [60–64]. Так при системной красной волчанке 
(СКВ) сывороточная ДНКаза I важна для гидролиза 
хроматина NET. Более того, у некоторых пациентов 
с СКВ дисфункция ДНКазы I вызывает тяжелые по-
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вреждения почек, что подчеркивает важность балан-
са между формированием и деградацией NET [65]. 
Обнаружение связей между NET и ДНКазой I, а так-
же NET с развитием опухолей стимулировало иссле-
дования, направленные на выяснение возможности 
использования ДНКазы I в терапии онкологических 
заболеваний. Для этого рекомбинантную ДНКазу I 
вводили мышам, в организме которых развивались 
опухоли. Введение активного фермента таким жи-
вотным негативно влияло на рост новообразований. 
Например, лечение ДНКазой I снизило вызванные 
образованием NET нарушения кровообращения 
и перфузии внутренних органов в моделях рака мо-
лочной железы [36]. Более того, в мышиной модели 
внутрибрюшинного сепсиса, имитирующего после-
операционную воспалительную среду, ДНКаза I 
нарушает взаимодействие NET и циркулирующих 
опухолевых клеток in vivo [44]. Системное введение 
ДНКазы I также уменьшает число метастазов у мы-
шей, моделирующих метастатический рак легкого 
[45], а наночастицы, покрытые ДНКазой I, оказывают 
даже более сильный эффект за счет стабилизации 
фермента. Наночастицы ДНКазы I гидролизовали 
NET in vitro и блокировали образование метастазов 
рака молочной железы в легкие in vivo, хотя не вли-
яли на  рост первичной опухоли [11, 66]. Недавно 
разработан новый способ увеличения активности 
ДНКазы I в плазме. С этой целью использовали опос-
редованный вектором на основе аденоассоцииро-
ванного вируса перенос гена ДНКазы I в гепатоциты 
[67]. Однократная внутривенная инъекция вирусных 
частиц привела к подавлению развития метастазов 
в мышиной модели колоректального рака и способ-
ствовала увеличению числа CD8+ Т-клеток в опу-
холях [68, 69]. Эти обнадеживающие результаты 
на животных являются основанием для клинических 
исследований по использованию ДНКазы I в качестве 
противоопухолевого препарата.

Применение ингибиторов молекул, участвующих 
в нетозе и препятствующих образованию NET, ко-
торые уже используют при неопухолевых патоло-
гиях, логично расширить на онкологических боль-
ных после клинического тестирования. В спектр этих 
препаратов входят ингибиторы NE, используемые 
при  хронической обструктивной болезни легких, 
и ингибиторы PAD4. Эти соединения могут улуч-
шить клинический исход больных раком [25] даже 
несмотря на то, что коммерчески доступные ингиби-
торы PAD4, например, Cl-амидин, имеют короткий 
период полураспада в сыворотке крови [70]. В каче-
стве альтернативного ингибитора образования NET 
предложено применять простагландин E

2
 (PGE

2
), ко-

торый через рецепторы EP
2
 или EP

4
 негативно вли-

яет на нетоз как у мышей, так и у пациентов, кото-

рым трансплантировали гемопоэтические стволовые 
клетки [71]. Показано также, что PGE

2
 ингибирует 

образование NET, индуцированное как раковыми 
клетками, так и PMA, вероятно, за счет повышения 
концентрации внутриклеточного cАМP и снижения 
концентрации внутриклеточного Ca2+, необходимого 
для образования NET, а также, что антитромбин зна-
чительно снижает образование NET, вызванное опу-
холевыми клетками [72]. Кроме перечисленных ин-
гибиторов нетоза, ингибитор NET хлорохин снижает 
агрегацию тромбоцитов в крови, уровень циркулиру-
ющего тканевого фактора (фактора свертывания III) 
и уменьшает гиперкоагуляцию у мышей с опухолью. 
Аналогичные эффекты выявлены у пациентов со 
злокачественными новообразованиями [37].

К  сожалению, до  сих пор еще только ведутся 
клинические испытания, и не определен оптималь-
ный способ воздействия на  NET (NCT03781531, 
NCT04177576,  NCT04294589,  NCT01491230, 
NCT01533779). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Уникальная роль NET в онкогенезе, включающая 
способность инициировать неопластическую транс-
формацию, ускорять рост опухоли и метастазиро-
вание, а также повышать устойчивость к противо-
опухолевой терапии, делает их перспективной 
терапевтической мишенью. Появляется все больше 
исследований, направленных на применение раз-
личных подходов к разрушению NET в онкологии, 
в том числе использование ДНКазы I. Использование 
ДНКазы I подразумевает, что деградации будет под-
вергаться не только NET, но и внеклеточная ДНК, 
что должно обеспечить более эффективное ингиби-
рование опухолевого процесса. Оптимальный способ 
борьбы с NET пока не определен, а будущие иссле-
дования должны быть сосредоточены на изучении 
регуляции нетоза и баланса между образованием 
и разрушением NET, чтобы воздействовать на NET, 
не нарушая функций иммунной системы. К тому же 
существуют данные, согласно которым в качестве 
элемента, препятствующего онкотерапии, следует 
рассматривать не только NET, но и плотные межкле-
точные контакты, которые поддерживают целост-
ность солидных эпителиальных опухолей и  пре-
пятствуют проникновению объемных агентов, в том 
числе T-клеток и NK-клеток, в глубь опухоли. В об-
ластях межклеточного контакта эпителиальных кле-
ток функционирует белок десмоглеин 2, который обе-
спечивает структурное сцепление соседних клеток 
[73]. Разработаны рекомбинантные белки, названные 
«открывателями контактов», которые связывают 
десмоглеин 2, вызывая временное и специфическое 
открытие плотных контактов, что позволяет различ-



22 | ACTA NATURAE |  ТОМ 13  № 3 (50)   2021

ОБЗОРЫ

ным терапевтическим средствам проникать в опу-
холи [74, 75]. Возможно, совместное использование 
ДНКазы I и «открывателей контактов» могло бы уве-
личить эффективность противоопухолевой терапии, 
поскольку способствовало бы эффективному про-

никновению агентов, в том числе цитотоксических 
клеток, в глубь злокачественного новообразования. 

Работа выполнена при поддержке МОН РФ  
(грант № 075-15-2020-773).
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РЕФЕРАТ Увеличение эффективности фотодинамического действия красителей, применяемых в фотоди-
намической терапии, является важным направлением современной биомедицины. Можно выделить два 
основных подхода к повышению эффективности фотосенсибилизаторов – направленную доставку к наи-
более уязвимой мишени, а также увеличение поглощательной способности молекулы. Оба подхода можно 
реализовать путем создания конъюгатов красителей с наночастицами. В данном обзоре мы сосредоточимся 
на особенностях второго подхода, когда наночастицы выполняют функцию светосборщика и безызлуча-
тельно передают энергию электронного возбуждения молекуле фотосенсибилизатора. В качестве примера 
мы рассмотрим гибридные комплексы фотосенсибилизатор–квантовая точка с переносом энергии согласно 
индуктивно-резонансному механизму. На основе анализа опубликованных данных предложен принцип 
оптимизации дизайна гибридных комплексов, описаны параметры, влияющие на эффективность переноса 
энергии и генерации активных форм кислорода в таких системах.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА FRET, фотосенсибилизатор, люминесцентная наночастица, фотодинамическая терапия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АФК – активные формы кислорода; ГК – гибридный комплекс; ЛНЧ – люминес-
центная наночастица; КТ – полупроводниковая квантовая точка; ФДТ – фотодинамическая терапия; ФС – 
фотосенсибилизатор; Фц – фталоцианин.
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ВВЕДЕНИЕ
Тераностика, сочетающая фотодинамическую тера-
пию (ФДТ) и флуоресцентную диагностику, является 
перспективным направлением современной медици-

ны, использующим свет для выявления и ликвида-
ции опухолей, других нежелательных образований, 
очагов микробного и  грибкового заражения кожи 
и слизистых [1, 2]. Фотодинамические реакции осу-
ществляются молекулами красителя, способными 
поглощать квант света, переходить в долгоживущее 
триплетное состояние и в процессе его дезактивации 
продуцировать активные формы кислорода (АФК) 
и  свободные радикалы. АФК обладают высокой 
окислительной активностью и могут использоваться 
для нарушения функциональности отдельных био-
молекул и жизнедеятельности целых клеток. Такие 
красители получили название фотосенсибилизато-
ров (ФС). Как правило, это сложные гетероцикли-
ческие соединения, обладающие рядом полос по-
глощения в видимой области спектра. В настоящее 
время осуществляется масштабный поиск высоко-
эффективных ФС с целью использования явления 
фотосенсибилизации для лечения онкологических 
и инфекционных заболеваний. Ряд синтетических 
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ФС уже успешно применяется в клинике для борьбы 
с некоторыми видами рака, в стоматологии и т.д. [3].

Один из главных критериев отбора красителей 
для ФДТ – значительная поглощательная способ-
ность ФС в красной и ближней инфракрасной об-
ластях спектра, поскольку глубина проникновения 
света этого диапазона в биологические ткани счита-
ется наибольшей. Далеко не всегда выполнение это-
го критерия возможно только за счет модификации 
структуры молекулы ФС и потому требует привле-
чения дополнительных светосборщиков. Поглотив 
свет нужного спектрального диапазона, светосбор-
щик передаст энергию на ФС и тем самым усилит его 
фотодинамическое действие.

Основным механизмом передачи энергии в  та-
ких гибридных комплексах (ГК) считается безыз-
лучательный (Ферстеровский резонансный перенос 
энергии, FRET). Соответственно, к антенне также 
предъявляется ряд требований. В частности, условие 
резонанса накладывает определенные ограничения 
на спектральные характеристики донора и акцепто-
ра энергии. Учитывая, что спектральные свойства 
компонентов ГК в  значительной степени зависят 
от их структурных свойств, которые к тому же могут 
изменяться при образовании комплекса, мы получа-
ем сложную многокомпонентную систему, оптими-
зация дизайна которой представляет одну из самых 
актуальных задач прикладной биофизики.

В настоящее время люминесцентные наночасти-
цы (ЛНЧ) наиболее популярны как светосборщики 
для молекул ФС [4]. Это объясняется тем, что нано-
частицы можно использовать одновременно и как ан-
тенну, и как диагностический маркер, и как плат-
форму для направленной доставки. Двум последним 
аспектам применения наночастиц посвящено доста-
точное количество обзоров [5–7]; тогда как фунда-
ментальным проблемам использования наночастиц 
в качестве светосборщика уделяется меньше внима-
ния [8–10].

Среди ЛНЧ наибольшее распространение в фо-
тобиологии получили апконверсионные [11, 12], 
кремниевые [13] и углеродные [14, 15] наночастицы. 
Несмотря на проблематичность биосовместимости 
[16], существует большое количество работ, посвя-
щенных применению полупроводниковых нано-
частиц (квантовых точек, КТ) в качестве доноров 
энергии для  ФС. Вопрос взаимосвязи спектраль-
ных и структурных свойств для КТ решен наиболее 
полно, что позволяет детально исследовать перенос 
энергии в ГК с их участием.

В обзоре рассмотрены особенности дизайна ГК 
на основе КТ и ФС с учетом механизма образова-
ния комплекса, стехиометрии комплекса и строения 
компонентов ГК, а также влияние этих параметров 

на  эффективность переноса энергии и генерации 
АФК в комплексах. Показано, что с увеличением 
соотношения компонентов комплекса ФС:ЛНЧ, не-
смотря на усиление переноса энергии, фотодинами-
ческие свойства ФС снижаются вследствие высокой 
локальной концентрации на поверхности наночастиц. 
Усиление люминесцентных свойств КТ за счет за-
щитных оболочек может привести к уменьшению 
эффективности переноса энергии в ГК из-за уве-
личения расстояния между донором и акцептором 
энергии. На  основе полученных закономерностей 
предложена методика, позволяющая целенаправ-
ленно синтезировать высокоэффективные ГК, имея 
целью максимальное усиление генерации активных 
форм кислорода фотосенсибилизатором в составе ГК. 
Выводы, сформулированные в работе, в значитель-
ной степени справедливы по отношению к ГК на ос-
нове ЛНЧ всех типов.

1. КОМПОНЕНТЫ ГИБРИДНОГО КОМПЛЕКСА

1.1. Тетрапиррольные фотосенсибилизаторы 
второго поколения
Высокоэффективный с точки зрения выхода АФК 
фотосенсибилизатор должен обладать следующими 
характеристиками. Во-первых, энергия его триплет-
ного состояния должна быть достаточной для осу-
ществления фотодинамической реакции с участием 
молекулярного кислорода; отбор ведется в направле-
нии увеличения выхода триплетного состояния и его 
длительности. Во-вторых, ФС должен находиться 
в мономерном состоянии, поскольку агрегаты ФС 
не так эффективно генерируют АФК. В-третьих, ФС 
должен обладать большой поглощательной способно-
стью, желательно в области «оптического окна» био-
логических тканей.

Очевидно, что фотодинамические свойства опре-
деляются строением молекулы ФС. Мы  рассмо-
трим взаимосвязь структурных и фотофизических 
свойств ФС на примере красителей тетрапиррольной 
природы, наиболее распространенных ФС второго 
поколения.

Родоначальником тетрапиррольного ряда явля-
ется порфин. Спектр поглощения порфина состоит 
из интенсивной полосы Соре на границе УФ- и ви-
димой области, а также четырех низкоинтенсивных 
узких полос в видимой области (Q

I
–Q

IV
; нумерация 

начинается с длинноволновой). Существует несколь-
ко основных способов модификации структуры моле-
кулы порфина, позволяющих получить ФС с высокой 
фотодинамической активностью (рис. 1А):

А) последовательное гидрирование двух двойных 
связей, которые формально не входят в сопряжен-
ную систему, вызывает смещение полосы Q

I
 в длин-
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новолновую область спектра (батохромный сдвиг) 
и увеличение ее интенсивности более чем на порядок. 
Гидрирование дает начало классам дигидропорфи-
ринов (хлоринов) и тетрагидропорфиринов (бакте-
риохлоринов);

Б) замена углерода в  метинных группах СН 
на атом азота (тетразапорфирины) или включение 
бензольных колец в макроцикл молекулы красите-
ля (тетрабензопорфирины) приводит к увеличению 
интенсивности полос Q

I
 и Q

III
, а также к их бато

хромному сдвигу. Наибольший эффект наблюдает-
ся при совмещении этих двух подходов, т.е. в классе 
тетразатетрабензопорфиринов или фталоцианинов 
(Фц);

В) координация макроциклом молекулы порфина 
различных элементов за счет неподеленных элек-
тронных пар центральных атомов азота. Для порфи-
ринов наиболее типичны комплексы с двухвалент-
ными металлами. Образование металлокомплекса 
приводит к вырождению четырех полос поглощения 
в видимой области спектра в две, интенсивность ко-
торых значительно увеличивается. Такая ситуация 
характерна для  всех красителей порфиринового 
ряда, не имеющих гидрированных пиррольных ко-
лец. При встраивании атома металла в макроцикл Фц 
наблюдается незначительный батохромный сдвиг по-
лос Q

I
 и Q

II
, причем величина батохромного сдвига 

возрастает с увеличением порядкового номера ме-
талла [17].

Модификация структуры порфиринов также из-
меняет характеристики возбужденного триплетного 
состояния. Так, при переходе от порфиринов к хло-
ринам выход возбужденного триплетного состояния 
несколько уменьшается [18]. Тяжелые и парамагнит-
ные атомы металлов в составе Фц увеличивают ве-
роятность синглет-триплетного перехода, поэтому 
такие Фц обладают высоким выходом возбужденного 
триплетного состояния [19]. Кроме того, увеличива-
ется вероятность безызлучательной дезактивации 
в основное состояние за счет вовлечения d-оболочек 
металла в систему сопряжения [20]; соотношение 
между константами этих процессов определяется 
природой металла и боковых заместителей [21].

Растворимость ФС тетрапиррольного ряда в воде 
осуществляется путем включения на  периферии 
макроцикла боковых заместителей. Обычно это низ-
комолекулярные лиганды, придающие молекуле 
полярность и/или заряд [22]. Максимальное коли-
чество боковых заместителей, которые могут быть 
введены в молекулу тетрапиррола, определяется 
количеством мест связывания на пиррольных (бен-
зольных в случае бензопорфиринов) кольцах и равно 
восьми как для орто-, так и для мета-замещения [23]. 
Для кремниевых ФС (или комплексов ФС с трехва-
лентными металлами) доступно введение аксиаль-
ных лигандов [24]. Боковые заместители существенно 
влияют на оптические и фотофизические свойства 
ФС [17, 25, 26]. Широкий выбор заместителей с опре-

Рис. 1. А – структура молекулы порфина и возможные способы ее модификации. Б – спектры поглощения фта-
лоцианинов цинка, модифицированных различным количеством холиновых групп R
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деленными свойствами, а также возможность варьи-
рования степени замещения позволяют создавать 
замещенные ФС для различных областей промыш-
ленности (катализаторы, сенсоры, элементы солнеч-
ных батарей) и медицины.

Несмотря на то что химическая модификация мо-
лекул ФС делает их более водорастворимыми, ги-
дрофобная природа макроцикла определяет вероят-
ность агрегации данных молекул в водных растворах. 
Доказано существование нескольких типов агрегатов 
тетрапирролов [27]. Агрегаты Н-типа (олигомерные) 
и D-типа (димерные) имеют узкую полосу поглоще-
ния в видимой области, смещенную в синюю область 
спектра по сравнению с полосой поглощения мономер-
ной формы (рис. 1Б). Молекулы тетрапиррола в та-
ких агрегатах образуют структуру типа «сэндвич»; 
агрегаты не флуоресцируют, так как возбужденное 
состояние дезактивируется безызлучательно за счет 
внутримолекулярной конверсии. Агрегаты J-типа 
(полимерные) имеют широкую полосу поглощения, 
смещенную в красную область спектра по сравнению 
с полосой поглощения мономерной формы; агрегаты 
образованы молекулами ФС, взаимодействующими 
торцевыми частями. Возможно одновременное суще-
ствование молекул порфиринов в обеих формах (рав-
новесие мономер/агрегат) во всех типах агрегатов, 
а также переходы между этими состояниями [28–30]. 
Агрегация может вызываться изменением ряда пара-
метров внешней среды (рН и ионная сила раствора) 

[31, 32], увеличением концентрации ФС [33], а также 
инициироваться образованием комплекса тетрапир-
ролов с молекулами другой природы [34]. Вероятность 
агрегации также зависит от наличия и природы цен-
трального атома металла в макроцикле ФС.

1.2. Коллоидные квантовые точки
Квантовые точки объединяют физические и хими-
ческие свойства молекул с оптоэлектронными свой-
ствами полупроводников. КТ представляет собой лю-
минесцирующий полупроводниковый нанокристалл, 
характерные размеры которого находятся в диапазо-
не 3–10 нм (рис. 2А). Известно, что вследствие кван-
тово-размерных эффектов свойства наноматериалов 
качественно отличаются от свойств объемного анало-
га [35]. Если размер объекта не превышает Боровский 
радиус экситона, характерный для данного материа-
ла, то носитель заряда внутри объекта оказывается 
в трехмерной потенциальной яме [36]. Это приводит 
к модификации энергетического спектра (рис. 2Б). 
Классический спектр полупроводника с валентной 
зоной, запрещенной зоной и  зоной проводимости 
преобразуется в набор дискретных энергетических 
уровней с характерным зазором h2/8π2mr2, где h – 
постоянная Планка, m – эффективная масса носите-
ля заряда, а r – радиус КТ. Между этими уровнями 
возможны переходы электрона, сопровождающиеся 
поглощением или излучением кванта света в види-
мом диапазоне длин волн.

10 нм
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Рис. 2. А – электронная микрофотография наночастиц CdSe/ZnS. Б – энергетические спектры объемного и на-
норазмерного полупроводника в сравнении с энергетическим спектром органического флуорофора. П – зона 
проводимости, В – зона валентности, Е

з
 – запрещенная зона, S

0
, S
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и S

2
 – основной, первый и второй возбужден-

ный электронный уровень соответственно. Вертикальные стрелки обозначают электронные переходы, пунктир-
ные стрелки – переход на нижний возбужденный уровень, сопровождающийся тепловой диссипацией энергии



28 | ACTA NATURAE |  ТОМ 13  № 3 (50)   2021

ОБЗОРЫ

За счет поглощенной энергии электрон переходит 
на высокоэнергетический уровень, так что в кристал-
ле КТ образуется экситон – электрон-«дырочная» 
пара. Дезактивация возбужденного состояния осу-
ществляется путем рекомбинации экситона с излу-
чением избыточной энергии и виде кванта света.

Поскольку зазор между энергетическими уров-
нями КТ зависит от размера частицы, то при уве-
личении радиуса кристалла спектр люминесценции 
КТ испытывает батохромный сдвиг. Таким образом, 
варьируя размер кристалла, можно подобрать КТ 
с необходимыми спектральными свойствами для кон-
кретных исследовательских задач.

Квантовые точки поглощают свет в широком диа-
пазоне длин волн с коэффициентами молярной экс-
тинкции порядка 105–106 л/моль∙см. Это вызвало 
большой интерес к КТ как перспективным люминес-
центным меткам для биологических исследований. 
Однако для успешного применения в биологии не-
обходимо преодолеть два существенных недостат-
ка КТ: низкий квантовый выход люминесценции (φ) 
и гидрофобность полупроводникового материала.

Основная причина низких значений φ – дефекты 
кристаллической решетки на поверхности нанокри-
сталла, которые играют роль «ловушек» (англ. trap 
states) для носителя заряда [36]. Локализация носи-
теля заряда в такой «ловушке» препятствует излу-
чательной рекомбинации экситона. Говорят, что КТ 
переходит в так называемое «выключенное» состо-
яние, которое у отдельного кристалла может состав-
лять до 100 с [37]. 

Впервые количество дефектов на  поверхности 
КТ снизили в 1990 году с помощью покрытия на-
нокристалла CdSe защитной оболочкой из ZnS [38]. 
Далее мы будем называть люминесцирующую цен-
тральную часть многослойной КТ ее ядром. Сульфид 
цинка также является полупроводником, но более 
широкозонным, что создает потенциальный барьер 
для носителя заряда и способствует локализации 
экситона в ядре КТ. Кроме того, защитная оболочка 
представляет собой физический барьер между ядром 
КТ и окружающей средой, что делает оптические 
свойства КТ менее чувствительными к химическим 
реакциям на ее поверхности. К 1996 году развитие 
методов покрытия ядра КТ защитной оболочкой обе-
спечило появление образцов относительно моноди-
сперсных нанокристаллов с φ ~ 50% [39]; современ-
ные методы синтеза КТ позволяют получить образцы 
нанокристаллов с φ ~ 80–90% [40]. Нужно отметить, 
что величина φ нелинейно зависит от толщины за-
щитной оболочки КТ: показано, что защитная обо-
лочка, состоящая более чем из трех слоев ZnS, вызы-
вает тушение люминесценции КТ с ядром CdSe [41]. 
Есть мнение, что с увеличением количества атомных 

слоев в оболочке увеличивается вероятность образо-
вания собственных дефектов [42].

Кроме того, применение КТ в биологических ис-
следованиях предполагает перевод гидрофобных 
нанокристаллов в водную фазу. Обычно для этого 
используют методы заместительной химии, когда 
молекулы-прекурсоры, покрывающие КТ в процес-
се их синтеза, заменяют на амфифильные лиганды 
с необходимыми свойствами.

Адсорбироваться на поверхность нанокристалла 
могут любые молекулы с нуклеофильными группами. 
Органическая оболочка может быть многослойной: 
на слой низкомолекулярных гидрофобных лигандов 
дополнительно адсорбируют амфифильный полимер, 
который и определяет поверхностные свойства КТ. 
Помимо водорастворимости, органическая оболочка 
в значительной степени обеспечивает пассивацию 
дефектов кристаллической решетки [43]. Однако 
органические лиганды могут покрывать не всю по-
верхность КТ, поэтому некоторые дефекты кристал-
лической решетки сохраняются [36]. Кроме того, ли-
ганды могут служить причиной образования новых 
энергетических уровней: известно, что тиолы тушат 
люминесценцию КТ из CdSe вследствие появления 
энергетического уровня, лежащего ниже первого воз-
бужденного уровня КТ [36].

Длительность люминесценции КТ составля-
ет, как  правило, 5–20 нс, что  вполне достаточно 
для осуществления эффективного переноса энергии. 
Кинетика затухания люминесценции КТ характе-
ризуется двумя-тремя временными компонентами. 
На данный момент отсутствует ясное понимание при-
чин комплексности кинетики затухания люминес-
ценции КТ [35]. Наиболее распространенная гипотеза 
связывает каждую временную компоненту с эмиссией 
из определенного энергетического состояния. Об этом 
свидетельствует сложная структура экситонного пика 
поглощения КТ [44]. В простейшем случае (биэкспо-
ненциальная зависимость) быстрая компонента со-
ответствует излучательной рекомбинации экситона, 
а более медленная – излучению, опосредованному 
дефектами кристаллической решетки [45, 46]. В этой 
модели спектр люминесценции КТ состоит из двух 
взаимно перекрывающихся полос, которые не всегда 
могут быть разделены. Вклад медленной компонен-
ты падает с уменьшением температуры [45] и кван-
тового выхода люминесценции [40]. В таком случае 
кинетика затухания люминесценции идеальных КТ 
без дефектов представляла бы собой моноэкспоненту; 
действительно, в некоторых образцах КТ обнаружена 
всего одна временная компонента [37, 47]. Чем больше 
различных дефектов в кристаллах (особенно у КТ со 
структурой ядро/оболочка), тем больше временных 
компонент в кинетике затухания люминесценции [39].
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Альтернативной причиной появления нескольких 
временных компонент в кинетике затухания люми-
несценции КТ может быть полидисперсность ча-
стиц по размеру. Увеличение размера КТ приводит 
не только к батохромному сдвигу спектра люминес-
ценции, но и к соответствующему сдвигу экситонной 
полосы в спектре поглощения [48], к уменьшению 
длительности люминесценции [49] и куполообраз-
ному по  характеру изменению величины φ [50]. 
Следовательно, в образце, содержащем несколько 
фракций КТ разного размера, будет наблюдаться 
уширенный спектр люминесценции, являющийся 
суперпозицией спектров от разных фракций КТ, ко-
торые обладают собственными значениями квантово-
го выхода и длительности люминесценции. Как пра-
вило, из-за сложности интерпретации временных 
компонент, в качестве длительности люминесценции 
КТ используют средневзвешенную величину по всем 
компонентам.

2. МЕХАНИЗМЫ КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЯ
Создать гибридные комплексы ЛНЧ–ФС в водном 
растворе можно за счет следующих типов взаимодей-
ствий: электростатического, ковалентного или группы 
взаимодействий, объединяемых под понятием сорб-
ции (рис. 3). При образовании связей любого из этих 
типов наблюдаются изменения спектральных свойств 
ФС; свойства ЛНЧ изменяются крайне редко и не свя-
заны с самим процессом сборки ГК [51–53].

2.1. Электростатическое взаимодействие
ГК часто образуются при смешивании водных рас-
творов ЛНЧ и ФС за счет электростатического при-
тяжения разноименно заряженных компонентов 
(рис. 3, 1.1–1.2). Изменения спектральных свойств 
ФС в таком случае должны определяться возму-
щением электронной плотности и могут различать-
ся по своему характеру в зависимости от природы 
и стехиометрического отношения компонентов ГК. 
Опубликованы сведения о  следующих эффектах 
комплексообразования:
1) батохромный сдвиг спектров поглощения и/или 
флуоресценции ФС [54–59],
2) гипсохромный сдвиг спектров поглощения и флуо-
ресценции ФС [52, 60–62],
3) гипохромизм [52, 56, 57, 60],
4) уменьшение квантового выхода флуоресценции 
[60, 62],
5) увеличение [60, 63] квантового выхода триплетного 
состояния,
6) увеличение [60, 62] времени жизни триплетного 
состояния.

Увеличение выхода триплетных состояний 
ФС обычно объясняют так  называемым «эффек-

том тяжелого атома». Эффект заключается в том, 
что в присутствии атомов тяжелых металлов (Cd, 
Te) увеличивается вероятность внутримолекулярной 
конверсии ФС в триплетное состояние, что приво-
дит также к уменьшению квантового выхода флу-
оресценции ФС. В отдельных случаях при образо-
вании ГК ион кадмия из  КТ может встраиваться 
в макроцикл безметалльного ФС [62, 64]. Отмечено 
[65], что величина изменений оптических свойств 
ФС возрастает с увеличением размера кристалла 
КТ. Наличие защитной оболочки из сульфида цинка 
должно снижать влияние атомов тяжелых металлов 
в ядре КТ на свойства ФС.

2.2. Неспецифическая сорбция
ГК, образованные за  счет электростатического 
притяжения разноименно заряженных наноча-
стиц и фотосенсибилизаторов, не требуют сложных 
протоколов приготовления и являются достаточно 
устойчивыми. Однако замечено, что  смешивание 
одноименно заряженных компонентов в некоторых 
случаях также приводит к образованию ГК [66–70]. 
Следовательно, в самосборке ГК могут участвовать 

Рис. 3. Наиболее распространенные способы об-
разования гибридного комплекса квантовая точка–
фотосенсибилизатор. 1.1–1.2 – электростатическое 
взаимодействие, 2.1–2.2 – абсорбция и адсорбция, 
соответственно, 3.1–3.2 – ковалентное взаимодей-
ствие, 4 – координирование. Серым цветом показано 
кристаллические ядро КТ, синим – полимерная обо-
лочка, красным – оболочка из низкомолекулярных 
лигандов. Оранжевой точкой обозначены заряженные 
функциональные группы на полимере/лиганде, зеле-
ной – ковалентная связь
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взаимодействия, отличные от электростатических, 
которые мы будем далее объединять под термином 
«сорбция».

В зависимости от строения органической оболоч-
ки КТ возможны два варианта сорбции ФС. Если 
поверхность КТ покрыта слоем низкомолекуляр-
ных лигандов, то молекулы ФС за счет перифери-
ческих [64] или аксиальных [71–73] гидрофобных 
заместителей встраиваются в этот монослой. В та-
ком случае речь идет о поверхностном связывании 
(адсорбции, рис. 3, 2.2). Взаимодействие такого рода 
ослабевает с ростом разветвленности заместителя 
[73]. Интересно, что эффективность переноса энер-
гии сначала увеличивается с длиной заместителя 
в результате более прочного взаимодействия, однако 
далее снижается, если длина заместителя начина-
ет превышать длину низкомолекулярного лиганда 
на поверхности КТ [72].

Частный случай адсорбции – прямое взаимо-
действие молекулы ФС с кристаллом КТ (рис. 3, 4). 
Можно считать доказанным образование коорди-
национной связи между третичным атомом азота 
в составе молекулы ФС и атомами кристаллической 
решетки CdSe/ZnS КТ в толуоле [74–78]. При этом 
необходим плотный контакт между ФС и кристаллом 
КТ, чему может препятствовать внешняя органиче-
ская оболочка наночастицы. В то же время образо-
вание координационной связи не должно сопрово-
ждаться обязательным вытеснением органических 
лигандов молекулой ФС, поскольку адсорбция может 
происходить на лишенных лигандов участках по-
верхности наночастицы. Молекула порфирина, оче-
видно, может адсорбироваться на КТ как плоскостью 
макроцикла с участием всех боковых пиридиловых 
колец, так и торцом с участием одного-двух пири-
диловых заместителей. Об этом говорит повышение 
эффективности переноса энергии W в ГК с увеличе-
нием количества пиридиловых заместителей в моле-
куле порфирина с 1 до 4, но величина W оказывается 
сравнимой у монопиридилпорфирина и бипиридил-
порфирина с противоположным расположением пи-
ридиловых колец.

При  образовании ГК наблюдали гипсохромное 
смещение спектра флуоресценции порфирина, а так-
же увеличение длительности его флуоресценции [79]. 
По мнению авторов, выраженность эффектов умень-
шалась с  увеличением концентрации порфирина 
в растворе из-за увеличения доли молекул порфири-
на, не связанных с КТ. Кроме того, при образовании 
ГК наблюдали батохромное смещение полосы Соре, 
которое, возможно, вызвано изменением структуры 
π-системы электронов при координации атома азо-
та пиридила на атом цинка КТ, или более высокой 
диэлектрической проницаемостью среды вблизи по-

верхности наночастицы по сравнению с раствором 
толуола.

Возможность координационного взаимодействия 
предложена для объяснения образования ГК между 
отрицательно заряженной квантовой точкой из CdTe 
(покрытие из 3-меркаптопропионовой кислоты) и те-
трасульфофталоцианином алюминия, также не-
сущим отрицательный заряд [80]. Предполагается, 
что молекула ФС координируется атомом алюминия 
на карбоксильную группу КТ. Идея была распро-
странена на КТ из CdTe, покрытые тиогликолевой 
кислотой [81, 82].

Особый интерес представляют комплексы ФС 
с ЛНЧ, покрытыми полимерной оболочкой [70, 83–
90]. Считается, что молекулы ФС в таких комплексах 
могут встраиваться в объем полимера, поэтому в дан-
ном случае речь идет об абсорбции (рис. 3, 2.1). Этот 
вывод сделан на том основании, что гидродинамиче-
ский радиус ЛНЧ (вместе с полимерной оболочкой) 
превышает расстояние между донором и акцепто-
ром, необходимое для наблюдающегося эффективно-
го переноса энергии по механизму FRET.

При  образовании ГК за  счет сорбции отмеча-
ли разнонаправленные изменения спектральных 
свойств ФС в зависимости от типа молекулы ФС [78, 
85, 87, 89, 91, 92] или отсутствие каких-либо измене-
ний, что связывают с адсорбцией, когда встраивание 
минимально [64]. При сорбции может наблюдаться 
агрегация молекул ФС [93].

Как  правило, триплетный выход ФС растет 
при сорбции на ЛНЧ [67, 92] (однако не всегда [68]; 
в [91] наблюдали уменьшение времени жизни три-
плетного состояния ФС). Это может быть связано 
с тем, что при встраивании молекулы ФС внутрь ор-
ганической оболочки КТ уменьшается вероятность 
тушения триплетного состояния ФС кислородом [78].

2.3. Ковалентное связывание
Комплексы наночастиц и ФС, полученные на осно-
ве ковалентного взаимодействия, имеют ряд пре-
имуществ перед ГК, стабилизированными иными 
типами взаимодействий (рис. 3, 3.1–3.2). Во-первых, 
взаимодействие осуществляется между конкретны-
ми функциональными группами ФС и органической 
оболочки КТ, поэтому известна точная локализа-
ция ФС в ГК. Это позволяет предсказать некоторые 
фотофизические свойства ГК. Во-вторых, такой ГК 
потенциально более стабилен в присутствии биологи-
ческих объектов и сред. Все это обусловило большой 
интерес к ковалентно сшитым ФС и наночастицам 
[53, 65, 94–100].

Образование ковалентной связи легко контролиро-
вать по появлению соответствующих линий в спек-
трах комбинационного рассеяния или  в  спектрах 
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поглощения в ИК-области [65, 94, 96]. В то же время 
при использовании распространенных методов сшив-
ки сложно контролировать соотношение ФС:ЛНЧ 
в конечном продукте. Кроме того, в случае сшивки 
через амино- и карбоксильную группы возможно об-
разование ГК электростатически взаимодействую-
щих компонентов, которое сложно предотвратить. 
По этим причинам в ряде работ не удалось сравнить 
свойства ковалентно сшитого ГК и его электростати-
чески стабилизированного аналога [94, 96, 98].

Более значимая проблема состоит в том, что лин-
кер, образующийся между молекулой ФС и поверх-
ностью ЛНЧ, дополнительно увеличивает расстояние 
между ними. Это отрицательно сказывается на эф-
фективности переноса энергии, которая быстро сни-
жается при увеличении расстояния между донором 
и акцептором энергии. Из рис. 3 видно, что при ис-
пользовании полимерной оболочки влияние этого эф-
фекта может быть критическим.

В большинстве работ изменения спектральных 
характеристик ФС при образовании ГК одинаковы 
для ковалентного и электростатического способов 
связывания: гипсохромный сдвиг спектра поглоще-
ния ФС и гипохромизм [94, 95, 97] или батохромный 
сдвиг спектра поглощения ФС и гипохромизм [98]. 
Отмечается отсутствие изменений спектральных 
свойств ФС при образовании ковалентной связи [96].

3. ОПТИМИЗАЦИЯ ДИЗАЙНА ГИБРИДНЫХ 
КОМПЛЕКСОВ
Создание гибридных комплексов на основе ЛНЧ под-
разумевает увеличение эффективности генерации 
АФК фотосенсибилизатором при возбуждении в тех 
областях спектра, где сам ФС обладает низкой погло-
щательной способностью. Поскольку такое усиление 
фотодинамических свойств ФС достигается за счет 
безызлучательного переноса энергии, оптимизацию 
дизайна ГК в первую очередь связывают с оптимиза-
цией переноса энергии по механизму FRET. Однако 
нужно отметить, что набор свойств ГК, способствую-
щий эффективному переносу энергии, вообще гово-
ря, может не совпадать с набором свойств ГК, способ-
ствующим усилению фотодинамической активности 
ФС в составе ГК. По этой причине мы рассмотрим два 
указанных аспекта оптимизации ГК отдельно.

3.1. Эффективность переноса энергии
Так как перенос энергии приводит к увеличению ско-
рости дезактивации возбужденного состояния донора 
энергии, степень тушения люминесценции ЛНЧ яв-
ляется основным критерием, позволяющим количе-
ственно оценить эффективность переноса.

Рассмотрим наиболее простую систему кванто-
вая точка–тетрапиррольный ФС, стабилизирован-

ную за счет координации ФС на поверхность нано-
кристалла. Предметом оптимизации будет перенос 
энергии, способствующий увеличению поглощатель-
ной способности ФС в сине-зеленой области спектра. 
Согласно теории безызлучательного индуктивно-ре-
зонансного переноса энергии, эффективность этого 
процесса (W) может быть увеличена за счет:
А) увеличения интеграла перекрывания (J) спектров 
люминесценции ЛНЧ и поглощения ФС;
Б) увеличения квантового выхода люминесценции 
ЛНЧ;
В) уменьшения расстояния ЛНЧ–ФС;
Г) увеличения коэффициента молярной экстинкции 
молекулы ФС;
Д) увеличения стехиометрического отношения 
ФС:ЛНЧ.

Увеличить величину J можно путем смещения 
спектра люминесценции КТ в  более длинновол-
новую область ближе к  спектру поглощения ФС. 
Поскольку положение спектра люминесценции КТ 
легко задается в процессе их синтеза, при фикси-
рованном положении спектра поглощения ФС лег-
ко подобрать КТ, обеспечивающую максимальное 
значение величины J. Однако батохромный сдвиг 
спектра люминесценции КТ происходит за счет уве-
личения размера частицы, что приводит к увеличе-
нию расстояния КТ–ФС и уменьшению эффектив-
ности переноса энергии W (рис. 4). Как правило, это 
сопровождается уменьшением квантового выхода 

Расстояние, нм

Э
ф

ф
е

кт
ив

но
ст

ь 
пе

р
е

но
са

 э
не

р
ги

и

R
КТ

W = 0.955

W = 0.792

W = 0.5

W = 0.007

Рис. 4. Зависимость эффективности переноса энер-
гии W в ГК от размера R

КТ
 ядра квантовой точки (при 

условии возможности образования координационной 
связи непосредственно между молекулой ФС и ядром 
КТ). Значение радиуса Ферстера (R

0
) выбрано рав-

ным 5 нм. Показан пример ГК с ковалентно пришитым 
к полимерной оболочке КТ фотосенсибилизатором 
(общий радиус КТ 11.5 нм)
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люминесценции КТ, что также должно отрицатель-
но сказаться на величине W. Хотя квантовый выход 
люминесценции КТ можно увеличить за счет нара-
щивания оболочки из более широкозонного полу-
проводника, такая модификация приведет не только 
к увеличению выхода люминесценции, но и к допол-
нительному росту размера кристалла и, соответ-
ственно, увеличению расстояния донор-акцептор 
энергии. Альтернативный способ заключается в под-
боре материалов кристаллической решетки ядра КТ. 
Наличие же на КТ органической оболочки, с одной 
стороны, экранирует поверхность кристалла от мо-
лекул растворителя, поэтому выход люминесценции 
КТ должен увеличиться; с другой стороны, в зависи-
мости от природы молекул органической оболочки 
на поверхности кристалла могут образоваться до-
полнительные дефекты, и квантовый выход люми-
несценции уменьшится.

Возможно увеличение величины J за счет гип-
сохромного смещения спектра поглощения ФС, 
так как в этом случае для создания ГК можно ис-
пользовать КТ меньшего размера. Действительно, 
уменьшение размера КТ приведет к  увеличению 
квантового выхода люминесценции КТ и уменьше-
нию расстояния КТ–ФС, что увеличит значение W. 
Однако применение подобной стратегии означает, 
что красная область спектра не будет использоваться 
для генерации АФК. Кроме того, в предельном слу-
чае смещения спектров в синюю область отпадает не-
обходимость использования КТ, так как многие без-
металльные ФС очень хорошо поглощают синий свет 
за счет полосы Соре.

Таким образом, сложные системы на  основе 
КТ обладают рядом параметров, которые нель-
зя оптимизировать одновременно вследствие их 
взаимоисключающего влияния друг на  друга. 
Следовательно, добиться наибольшей эффективно-
сти переноса энергии можно только за счет компро-
миссных значений параметров ФС и КТ.

Однозначно увеличивает величину W изменение 
только двух параметров – увеличение коэффициен-
та молярной экстинкции ФС и стехиометрического 
отношения ФС:ЛНЧ.

Коэффициент молярной экстинкции ФС в видимой 
области спектра обычно увеличивают путем введе-
ния в макроцикл атома металла. Поскольку при об-
разовании металлокомплекса существенно увели-
чивается время жизни триплетного состояния ФС, 
то это дополнительно способствует усилению фото-
динамической активности ФС. Альтернативные пути 
увеличения коэффициента молярной экстинкции 
ФС – замена углерода на азот в метинных мостиках 
макроцикла, увеличение ароматичности макроцик-
ла за счет бензольных колец и гидрирование двой-

ных связей – приводят еще и к дополнительному 
батохромному смещению спектра поглощения ФС. 
Следовательно, для сохранения максимальной ве-
личины интеграла перекрывания J необходимо до-
полнительно сдвинуть спектр люминесценции КТ 
в длинноволновую область. Эффекты, вызванные та-
ким смещением, могут привести к уменьшению эф-
фективности переноса энергии в ГК.

Стехиометрическое отношение ФС:ЛНЧ можно 
увеличивать до некого предельного значения, кото-
рое зависит от способа комплексообразования. Если 
ГК стабилизирован за  счет ковалентной сшивки, 
то [ФС:ЛНЧ]

max
 определяется количеством функци-

ональных групп на органической оболочке КТ (т.е. их 
плотностью и площадью поверхности КТ). Если ГК 
стабилизирован за счет электростатических взаи-
модействий, то [ФС:ЛНЧ]

max
 определяется количе-

ством заряженных групп на органической оболочке 
КТ, а также количеством заряженных групп на мо-
лекуле ФС. Уже здесь появляется неоднозначность: 
чем больше зарядов на ФС, тем прочнее взаимодей-
ствие, но в то же время на поверхности КТ поместит-
ся меньше молекул ФС.

Если ГК стабилизирован за счет сорбционных вза-
имодействий, то [ФС:ЛНЧ]

max
 определяется площа-

дью поверхности ЛНЧ, а также гидрофильно-гидро-
фобным балансом молекулы ФС. В случае объемной 
полимерной оболочки наночастицы [ФС:ЛНЧ]

max 
бу-

дет намного больше, чем при использовании моно-
слоя из низкомолекулярных лигандов; однако до-
полнительные молекулы ФС будут находиться 
достаточно далеко от центра КТ, так что эффектив-
ность переноса энергии на эти молекулы ФС будет 
минимальной. На рис. 4 представлена ситуация, где 
ФС ковалентно пришит к полимерной оболочке КТ; 
видно, что при общем радиусе наночастицы 11.5 нм 
и величине R

0
 = 5 нм эффективность переноса энер-

гии на данную молекулу ФС составит не более 0.7%.
Теоретически, к росту эффективности переноса 

энергии может привести увеличение значения фак-
тора χ2, описывающего взаимную ориентацию в про-
странстве дипольных моментов переходов донора 
и акцептора. Значения χ2 могут изменяться в преде-
лах от 0 до 4. В растворах, где вследствие враща-
тельной диффузии ориентация молекул случайна, 
χ2 принимают равным 2/3. Так поступают и в случае 
ГК, поскольку большая часть КТ не обладает ани-
зотропией люминесценции. Тем не менее, в общем 
случае ориентация моментов переходов в ГК может 
отличаться от случайной. Предполагается, что ис-
следование анизотропии флуоресценции ФС и ЛНЧ 
может помочь оценить возможные взаимные ориен-
тации дипольных моментов переходов и тем самым 
уточнить значение χ2 [101]. 
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3.2. Фотодинамические свойства 
фотосенсибилизатора
Успешный акт переноса энергии вызывает переход 
молекулы ФС в возбужденное состояние. Следствием 
переноса энергии может быть увеличение выхода 
АФК или увеличение интенсивности флуоресценции 
ФС. Увеличение поглощательной способности ФС, 
выражающееся в виде роста интенсивности его сен-
сибилизированной флуоресценции, может использо-
ваться для расчета эффективности переноса энергии 
W [58, 75, 82]. Однако более корректным считается 
использование спектральных характеристик донора 
энергии для расчета величины W, так как усиление 
фотодинамических свойств ФС в ГК сильно зависит 
от стехиометрического отношения ФС:ЛНЧ.

Известно, что в разбавленном растворе при уве-
личении концентрации ФС интенсивность его флу-
оресценции сначала линейно возрастает, однако 
в достаточно концентрированных растворах сначала 
выходит на плато, а затем снижается (рис. 5) [102]. 
Этот эффект можно назвать самотушением флуорес-
ценции ФС. К самотушению флуоресценции ФС мо-
жет приводить агрегация ФС и эффекты внутренне-
го фильтра. Агрегация ФС рассмотрена в разделе 1.1. 
Эффекты внутреннего фильтра заключаются в экра-
нировании возбуждающего света слоями раствора 
ФС, которые находятся ближе к передней стенке 
кюветы (1), и перепоглощении флуоресценции (2). 
Последнее возможно, так как тетрапиррольные ФС 
обладают небольшим стоксовым сдвигом (~ 10 нм), 
так что спектры поглощения и флуоресценции ФС 
в значительной мере перекрываются. Помимо купо-
лообразной зависимости интенсивности флуоресцен-
ции ФС от его концентрации, это явление приводит 

к батохромному сдвигу спектра флуоресценции ФС 
и увеличению регистрируемой длительности флуо-
ресценции ФС [103].

Тушение флуоресценции ФС в присутствии на-
ночастиц является широко распространенным эф-
фектом [55, 104–106]. Концентрационная зависимость 
интенсивности флуоресценции ФС в ГК с полупро-
водниковыми наночастицами также носит куполо
образный характер [59, 70, 71, 87], однако самотуше-
ние начинается при намного меньшей концентрации 
ФС по сравнению с ФС в однокомпонентном раство-
ре (рис. 5А). Действительно, максимальное значение 
величины ФС:ЛНЧ в  ГК может превышать 1000, 
так что при образовании комплекса локальная кон-
центрация ФС может достигать единиц мМ [90].

Увеличение соотношения ФС:ЛНЧ может приве-
сти к агрегации ФС в органической оболочке ЛНЧ. 
Такой эффект наблюдается при любом типе взаи-
модействия ФС с ЛНЧ, кроме ковалентной сшивки. 
Любой ФС в растворе находится в состоянии динами-
ческого равновесия мономер–агрегаты, которое мо-
жет быть сдвинуто в сторону образования агрегатов. 
Вероятность этого процесса зависит как от струк-
турных свойств молекулы ФС (тип атома метал-
ла, природа и  число периферических заместите-
лей), так и от особенностей строения органической 
оболочки ЛНЧ. Так, нами показано, что цинковые 
и  алюминиевые Фц, несмотря на  наличие восьми 
периферийных карбоксильных групп, агрегируют 
при связывании с апконверсионными ЛНЧ, покрыты-
ми полимерной оболочкой с концевыми аминогруп-
пами, причем цинковые Фц подвергаются агрегации 
при более низких концентрациях, чем алюминиевые 
Фц [107]. При этом агрегаты ФС продолжают акцеп-
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Рис. 5. А – концентрационное изменение интенсивности флуоресценции алюминиевого Фц в водном растворе 
и в электростатически стабилизированном комплексе с покрытой полимером КТ. R

фц
 – расстояние между двумя 

молекулами Фц в среде (вода в случае однокомпонентного раствора Фц и полимерная оболочка КТ в случае 
раствора ГК). Длина волны возбуждения флуоресценции 655 нм. Б – зависимость интенсивности флуоресценции 
ФС в воде и в ГК от концентрации ФС (концентрация ЛНЧ постоянна). 1–4 – схематичное изображение ГК раз-
личной стехиометрии и интенсивности флуоресценции ФС в таких ГК
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тировать энергию электронного возбуждения ЛНЧ, 
причем эффективность этого процесса возрастает 
за счет большего перекрывания спектра поглощения 
агрегатов со спектром люминесценции ЛНЧ.

 Кроме того, концентрирование ФС из раствора 
на поверхность ЛНЧ приводит к «просветлению» 
раствора в области поглощения ФС. В таком случае, 
фотодинамическая активность ФС в ГК дополни-
тельно снижается вследствие экранирования части 
молекул ФС.

Представим, что количество молекул ФС на по-
верхности ЛНЧ может бесконечно возрастать 
без  увеличения среднего расстояния ФС–ЛНЧ, 
равного радиусу Ферстера R

0
. Согласно теории 

Ферстера, при ФС:ЛНЧ = х = 1 на расстоянии R
0 

эффективность переноса энергии W равна 50%. 
При х = 10 значение W = 91%; при х = 100 значение 
W = 99%; при х = 1000 значение W = 99.9%. Видно, 
что наибольший прирост величины W наблюдает-
ся при увеличении ФС:ЛНЧ от 1 до 10, что намного 
меньше характерных величин [ФС:ЛНЧ]

max
. Можно 

сказать, что с увеличением количества молекул ФС 
в составе ГК абсолютная эффективность переноса 
энергии W возрастает, в то время как удельная эф-
фективность W (в перерасчете на одну молекулу ФС) 
снижается.

Следовательно, чем больше молекул ФС находит-
ся в комплексе с ЛНЧ, тем меньше каждая из них по-
лучает дополнительной энергии и потому усиление 
фотодинамических свойств ФС стремится к нулю, 
а фотодинамическая активность ФС в составе ГК 
при  больших отношениях ФС:ЛНЧ оказывается 
ниже активности свободного ФС вследствие эффек-
тов самотушения.

Наконец, использование некоторых типов оболочек 
ЛНЧ может привести к тому, что АФК, образовавши-
еся в результате реакции ФС с молекулярным кисло-
родом внутри органической оболочки ЛНЧ, не смогут 
эффективно повреждать мишени в окружающем ГК 
растворе, так как диффузия в оболочке ЛНЧ затруд-
нена. В таком случае наиболее вероятной мишенью 
окисления окажется непосредственно молекула ФС. 
Действительно, в электростатически стабилизиро-
ванных ГК на основе фталоцианинов алюминия и КТ, 
покрытых полимерной оболочкой, мы наблюдали 
быстрое выцветание красителя как при селектив-
ном освещении Фц, так и при возбуждении КТ с по-
следующим переносом энергии [108]. В результате 
измеряемое количество АФК оказывается меньше 
реального. Хотя такое расчетное значение концен-
трации АФК является по сути «кажущимся», именно 
оно соответствует эффективной концентрации АФК, 
способных проявлять фотодинамическую активность 
вне гибридного комплекса.

Таким образом, увеличение эффективности пе-
реноса энергии в ГК за счет увеличения величины 
ФС:ЛНЧ в известной степени противоречит идее 
усиления фотодинамической активности ФС.

Нужно отметить, что результатом взаимодействия 
ФС и ЛНЧ может стать перенос электрона. Это яв-
ление наблюдается достаточно редко и легко обна-
руживается по сильным изменениям спектральных 
свойств ФС вследствие образования анион-радика-
лов и других производных [63, 109]. Кроме того, пере-
нос электрона означает переход КТ в «выключенное» 
состояние, когда уместна модель классического ста-
тического тушения. В таком случае происходит ту-
шение интенсивности люминесценции КТ без изме-
нения ее длительности. К сожалению, длительность 
люминесценции ЛНЧ оценивали лишь в некоторых 
работах, и отсутствие такой оценки может привести 
к неверной интерпретации результатов эксперимен-
та [52, 56].

ВЫВОДЫ И ДАЛЬНЕЙШИЕ ПЕРСПЕКТИВЫ
Все выявленные функциональные связи между 
структурными и  спектральными свойствами ФС 
и ЛНЧ, способными оказать влияние на эффектив-
ность работы ЛНЧ в качестве светосборщика, и уси-
ление фотодинамической активности ФС в составе 
ГК можно свести в единую схему, представленную 
на рис. 6. Видно, что все главные характеристики ФС 
и ЛНЧ взаимосвязаны между собой, поэтому полный 
набор параметров, оптимизированный по наибольше-
му выходу АФК, должен представлять собой некий 
компромисс.

Поиск этого компромисса представляет перво-
очередную задачу для ФДТ на пути создания ФС 
третьего поколения. Однако полученные данные, 
несмотря на внушительное количество работ, по-
священных ГК, слишком обрывочны и разнородны, 
что не позволяет провести глобальный анализ и по-
добрать требуемый набор характеристик ГК. Это воз-
можно только при комплексном подходе, когда все 
связи, показанные на рис. 6, можно будет выявить 
как количественные зависимости. Поскольку боль-
шинство из указанных параметров связаны извест-
ными формулами теории FRET, затруднение возни-
кает только на этапе выявления связи структурных 
и фотофизических характеристик компонентов ГК. 
В первую очередь, это касается ЛНЧ, поскольку вза-
имосвязь структурных и спектральных свойств те-
трапиррольных ФС изучена более полно.

Однако для оптимизации дизайна ГК недостаточ-
но обладать информацией о свойствах каждого ком-
понента. Такие явления, как агрегация ФС, стати-
ческое тушение люминесценции ЛНЧ в результате 
образования дефектов поверхности нанокристалла 
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с участием ФС, могут быть количественно изучены 
только при образовании ГК. Также нужно отметить, 
что возмущение электронной плотности в молеку-
ле ФС при образовании ГК (даже при отсутствии 
описанных выше эффектов агрегации и тушения) 
оказывает некоторое влияние на фотофизические 
свойства ФС и тем самым косвенно влияет на эффек-
тивность переноса энергии и усиление выхода АФК. 
Отсутствие учета любого из описанных выше пара-
метров приводит к тому, что даже при наличии ФС 
и ЛНЧ с оптимальными для FRET спектральными 
характеристиками далеко не всегда удается полу-
чить ГК, в котором наблюдается усиление флуорес-
ценции ФС или скорости генерации им АФК [87, 98, 
104–106]. Обычно это приводит к отказу от механиз-
ма FRET в качестве модели для описания взаимодей-
ствий наночастицы и ФС [51, 56, 91, 93, 110].

Вероятно, в результате оптимизации дизайна ГК 
можно найти несколько вариантов комплексов, зна-
чительно отличающихся набором внутренних ха-
рактеристик, но имеющих сопоставимые значения 
выхода АФК (или сопоставимых по эффективно-
сти использования определенных областей спектра 
для  генерации АФК). Поскольку усиление фото-
динамических характеристик ФС возможно только 
при низких значениях ФС:ЛНЧ, когда люминесцен-
ция ЛНЧ потушена не полностью, то люминесценцию 
ЛНЧ можно использовать в диагностических целях. 

Очевидно, такие ГК могут применяться для реше-
ния конкретных задач ФДТ и флуоресцентной диа-
гностики в зависимости от свойств объекта-мишени. 
В связи с этим необходимо сказать, что направления 
оптимизации дизайна ГК рассмотрены нами исклю-
чительно в аспекте усиления выхода АФК. На самом 
деле итоговая фотодинамическая активность будет 
зависеть не только от поглощательной способности 
ГК и выхода АФК, но и от эффективности взаимо-
действия ГК с клетками, механизма интернализации, 
стабильности ГК в присутствии компонентов крови 
при введении препарата на основе ГК в кровеносную 
систему. Весьма вероятно, что подходы к оптими-
зации ГК с целью увеличения эффективности на-
правленной доставки значительно повлияют на ито-
говый набор параметров ГК. Следовательно, схема, 
представленная на рис. 6, должна быть расширена 
с учетом всех аспектов функциональной активности 
ГК как фотосенсибилизатора третьего поколения. 
Составление полной схемы такого рода позволит вы-
вести оценку перспективы использования ГК с пере-
носом энергии в ФДТ на качественно новый уровень 
и потому является главной задачей современной ме-
дицинской биофизики. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 20-34-70042.

Рис. 6. Схема функциональ-
ных связей между параме-
трами структуры молекул ФС 
/ КТ и их фотофизическими 
свойствами, а также влияние 
этих свойств на выход актив-
ных форм кислорода через 
параметры переноса энергии 
по механизму FRET. F
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РЕФЕРАТ Глиобластома – одна из наиболее агрессивных опухолей головного мозга, характеризующая-
ся чрезвычайно плохим прогнозом и почти 100% частотой возникновения рецидивов. В химиотерапии 
глиобластомы широко используется лишь темозоломид – алкилирующий ДНК агент, который повышает 
среднюю выживаемость больных с 12 до 14 месяцев. Высокоселективные соединения, действующие на кон-
кретные белки и хорошо зарекомендовавшие себя при других типах рака, оказались неэффективными 
при GBM. Таким образом, очевидна острая необходимость в разработке принципиально новых методов, 
которые помогут добиться долгожданного прогресса в лечении GBM. Один из таких подходов предполага-
ет воздействие на некодирующие РНК, которые характеризуются высочайшей многофункциональностью 
и часто служат своеобразными интеграторами, координируя работу сразу нескольких сигнальных путей 
в клетке. Воздействие на некодирующие РНК потенциально может привести к значительно более масштаб-
ным изменениям в клетке, чем ингибирование отдельных белков. В нашем обзоре рассмотрены длинные 
некодирующие РНК, кольцевые РНК, а также микроРНК, РНК, взаимодействующие с PIWI, малые ядерные 
и малые ядрышковые РНК. Приведена классификация этих РНК, описана их роль в различных сигнальных 
путях и физиологических процессах. Приведены примеры онкогенных и онкосупрессорных некодирующих 
РНК каждого класса в контексте их участия в патогенезе глиом и глиобластом. Рассмотрены возможности 
применения некодирующих РНК в качестве диагностических маркеров и средств терапии глиобластом.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА глиома, глиобластома, длинные некодирующие РНК, микроРНК, пиРНК, малые ядрыш-
ковые РНК, малые ядерные РНК.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; днРНК – длинная некодирующая РНК; 
кРНК – кольцевая РНК; кэРНК – конкурирующая эндогенная РНК; мнРНК – малая некодирующая РНК; 
мяРНК – малая ядерная РНК; мядРНК – малая ядрышковая РНК; нкРНК – некодирующая РНК; пиРНК – 
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ВВЕДЕНИЕ
Глиомы – гетерогенная группа первичных опухолей 
головного мозга, наиболее агрессивной из которых 
является астроцитома IV стадии, называемая глио
бластомой (GBM) [1]. За последние 20 лет лечение 
пациентов с GBM почти не изменилось. В первую 
очередь проводят максимальное хирургическое уда-
ление опухоли, а затем курс радиотерапии, которую 
часто дополняют химиотерапией с помощью ДНК-
алкилирующего агента темозоломида (TMZ). Однако, 
несмотря на комплексную терапию, средняя выжи-
ваемость пациентов с GBM крайне низка в сравнении 
с другими видами опухолей. Так, 5-летняя выжива-
емость больных составляет 4–5%, а 2-летняя – около 
26–33%.

В настоящий момент основными прогностически-
ми маркерами глиом, широко используемыми в кли-

нической практике, являются мутация в гене IDH 
и уровень метилирования промотора гена MGMT. 
Мутация IDHR132H, найденная примерно в половине 
образцов глиом, приводит к изменению метаболизма 
и гиперметилированию гистонов, что, как ни странно, 
значительно увеличивает выживаемость пациентов 
[2]. Метилирование промотора MGMT, выявляемое 
~ в 40% образцов GBM, коррелирует с чувствитель-
ностью к TMZ и также предполагает благоприятный 
прогноз для больных, получающих лучевую и химио
терапию [3]. Лабораторные исследования и анализ 
баз данных секвенирования генома и транскрипто-
ма позволили выявить и другие маркеры, связанные 
с выживаемостью пациентов, а также подразделить 
глиобластомы на фенотипические группы, отличаю-
щиеся степенью агрессивности заболевания и чув-
ствительности к терапии [4]. Однако ни один из этих 
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подходов пока не нашел своего клинического приме-
нения.

В  течение последних десятилетий ведется ин-
тенсивный поиск новых препаратов для  лечения 
глиобластомы. В частности, активно изучают низко-
молекулярные соединения, ингибирующие такие ре-
цепторные тирозинкиназы, как EGFR (дакомитиниб; 
фаза II клинических испытаний) и PDGFR (сунити-
ниб; фаза II/III), а также эпигенетические белки-
регуляторы, например HDAC6 (панобиностат; фаза 
II). Однако, несмотря на то, что схожие препараты 
высоко эффективны при различных типах рака, до-
стичь значительных положительных результатов 
в случае глиобластомы пока не удалось [5, 6]. Помимо 
низкомолекулярных соединений, для лечения GBM 
в ряде стран одобрено гуманизированное монокло-
нальное антитело против фактора роста эндотелия 
сосудов А (VEGFA), получившее название беваци-
зумаб. Однако позднее было показано, что бевацизу-
маб в сочетании со стандартной терапией не спосо-
бен значимо увеличивать выживаемость пациентов 
[7]. Другим перспективным методом лечения GBM 
считается введение иммунных клеток с прямой про-
тивоопухолевой активностью. Некоторые варианты 
иммунотерапии в настоящее время находятся на раз-
ных стадиях клинических испытаний [8], но ни один 
из них еще не применяется активно в клинике.

Весьма перспективной мишенью для разработки 
новых методов терапии глиобластомы считаются 
разнообразные классы некодирующих РНК (нкРНК), 
которые часто выполняют крайне важные функции 
в регуляции жизнедеятельности опухолевых кле-
ток. Очевидную проблему в создании таких лекарств 
представляет необходимость использования соеди-
нений, способных к специфичному взаимодействию 
с определенной последовательностью нуклеиновых 
кислот. Это значительно увеличивает минимальный 
размер молекулы лекарственного препарата и за-
трудняет ее прохождение через клеточную мембра-
ну. В нашем обзоре мы постарались систематизиро-
вать данные о некодирующих РНК, участвующих 
в патогенезе глиом, и рассмотреть связанные с ними 
терапевтические стратегии.

За последние два десятилетия все более очевид-
ной становится важная роль некодирующих транс-
криптов как в естественных физиологических про-
цессах, так и в развитии заболеваний, в том числе 
онкологических [9]. Выявлено участие нкРНК и в па-
тогенезе злокачественных глиальных опухолей. 
Многие нкРНК обладают проонкогенными свой-
ствами. Их уровень в тканях злокачественных опу-
холей значительно выше, чем в нормальных тканях 
головного мозга. Во  многих случаях наблюдается 
корреляция экспрессии соответствующей нкРНК со 

стадией заболевания и (или) фенотипом опухоли [10, 
11]. Известны нкРНК, ассоциированные с пронейро-
нально-мезенхимальным переходом, пролифераци-
ей опухолевых стволовых клеток, а также нкРНК, 
способствующие адаптации опухоли к условиям ги-
поксии [11–13]. Кроме того, есть данные о том, что он-
когенные нкРНК могут не только синтезироваться 
в опухолевых клетках, но и передаваться другим 
клеткам в составе экзосом и микровезикул, что мо-
жет способствовать дальнейшей прогрессии заболе-
вания [14]. В то же время описано множество нкРНК, 
выполняющих онкосупрессорные функции [15–18]. 
Таким образом, информация об экспрессии многих 
нкРНК теоретически может являться важным про-
гностическим фактором для  пациентов. С  другой 
стороны, понимание механизма влияния нкРНК 
на ключевые процессы в клетке может открыть до-
рогу к разработке новых средств для лечения зло-
качественных глиальных опухолей. В нашем обзо-
ре подробно рассмотрены длинные некодирующие 
РНК (днРНК), кольцевые РНК (кРНК), микроРНК, 
а также РНК, взаимодействующие с PIWI (пиРНК), 
малые ядерные и малые ядрышковые РНК (мяРНК 
и мядРНК соответственно) в контексте их влияния 
на развитие злокачественных глиальных опухолей 
человека (рисунок). Мы не будем касаться транс-
портных и рибосомных РНК, роль которых не явля-
ется целью настоящего обзора. 

1. ДЛИННЫЕ НЕКОДИРУЮЩИЕ РНК

1.1. Биосинтез, классификация, локализация, 
функции днРНК
К днРНК относятся нетранслируемые РНК длиной 
200 нуклеотидов и более. В настоящее время у чело-
века по разным оценкам выявлено от 15000 до 50000 
днРНК [9, 25]. Большинство таких РНК образуется 
с участием РНК-полимеразы II, однако некоторые 
днРНК могут транскрибироваться с помощью РНК-
полимеразы III [26]. Существуют две причины, по ко-
торым эти РНК не транслируются. Во-первых, в их 
последовательностях обычно отсутствуют откры-
тые рамки считывания длиной более 300 нуклеоти-
дов; во-вторых, эти РНК могут содержать различные 
инактивирующие мутации, делающие трансляцию 
невозможной [27, 28]. Следует отметить, что  в по-
следние годы появилась информация о том, что не-
которые днРНК содержат короткие рамки считы-
вания и способны транслироваться с образованием 
пептидов, функция которых в большинстве случаев 
не выяснена [29]. Подобно мРНК, днРНК могут быть 
кэпированы и полиаденилированы. В то же время из-
вестны днРНК (например, lincROR), которые не со-
держат указанных модификаций [27]. Многие днРНК 
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(NEAT1, GAS5, MALAT1) могут подвергаться сплай-
сингу, в том числе альтернативному, с образованием 
нескольких изоформ (данные GenBank). Некоторые 
днРНК (MALAT1, GAS5) широко экспрессируются 
в большинстве тканей человека, в то время как другие 
(CRNDE, HOTAIR) присутствуют только в клетках 
определенного типа (данные GenBank). Также извест-
ны днРНК (H19), которые транскрибируются только 
на стадии эмбрионального развития, а повышение их 
уровня в тканях взрослого человека свидетельствует 
о возникновении патологических состояний [30]. 

Существует несколько критериев, используемых 
для классификации днРНК: расположение соответ-
ствующего гена, размеры, внутриклеточная локали-
зация и функции. Далее приведена классификация, 
основанная на локализации гена днРНК в геноме [9]. 
Согласно этой классификации выделяют 1) межген-
ные днРНК, последовательности которых не пере-
крываются с последовательностями белоккодирую-
щих генов; 2) антисмысловые – транскрибируются 
в противоположном направлении по отношению к бе-
локкодирующим генам; частично или полностью пе-
рекрываются с последовательностями генов; 3) дву-
направленные или дивергентные – их транскрипция 
инициируется вблизи промотора гена и происходит 
в  противоположном направлении; 4) интронные 
(смысловые и антисмысловые) – последовательности 
которых ограничены интронами генов; 5) днРНК псев-
догенов, представляющие собой транскрипты копий 
генов, утративших свой кодирующий потенциал в ре-
зультате инактивирующих мутаций; 6) теломерные 
и субтеломерные днРНК – транскрибируются с те-
ломерных участков хромосом и содержат теломерные 

последовательности; 7) центромерные – транскриби-
руются с центромерных участков, включают центро-
мерные повторы; 8) промотор-ассоциированные и 9) 
энхансерные днРНК – экспрессируются в обоих на-
правлениях с этих регуляторных элементов генома [9]. 

днРНК могут локализоваться как  в  клеточном 
ядре, так и в цитоплазме [9]. Цитоплазматические 
днРНК могут выступать в роли «ловушек» регуля-
торных микроРНК, а также различных белков, пре-
пятствуя их действию на соответствующие мишени 
[31, 32]. Связываясь с другими РНК в цитоплазме 
клетки, днРНК могут обеспечивать их стабильность 
[33]. Некоторые днРНК служат предшественника-
ми регуляторных микроРНК [34]. Ядерные днРНК 
способны регулировать экспрессию генов, привле-
кая к их промоторам белки, участвующие в ремо-
делировании хроматина, а также различные акти-
вирующие или репрессорные комплексы. Наконец, 
благодаря своим размерам, днРНК могут служить 
каркасом для сборки макромолекулярных белковых 
комплексов [35]. Кроме того, днРНК могут стабили-
зировать хромосомные петли, обеспечивая взаимо-
действие между энхансерами и промоторами генов 
[36]. Некоторые днРНК выполняют структурообра-
зующие функции, участвуя в формировании и под-
держании определенных ядерных структур [37]. 
Показано также, что ряд днРНК играет важную роль 
в установлении геномного импринтинга и инактива-
ции Х-хромосомы [9]. 

Описано множество днРНК, которые можно рас-
сматривать в качестве прогностических маркеров 
при  злокачественных глиальных опухолях. Одни 
из них выполняют проонкогенные функции, другие 

Функции различных 
типов нкРНК в клетке. 
Диаграмма в центре 
и цифры указывают 
приблизительное ко-
личество различных 
нкРНК, экспрессиру-
ющихся в клетках че-
ловека и относящихся 
к одному из упомя-
нутых типов [19–24]. 
Надписи указывают 
основную функцию 
данной группы нкРНК
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действуют как онкосупрессоры. Однако данные в от-
ношении многих транскриптов весьма противоречи-
вы. В некоторых работах имеются указания на то, 
что одна и та же днРНК может выполнять роль онко-
гена при глиобластомах и онкосупрессора при менее 
злокачественных формах глиом. Это справедливо, 
например, для lincROR [38, 39]. В качестве примера 
мы подробно рассмотрим несколько днРНК, играю-
щих различные роли в прогрессии GBM, остальные 
днРНК, функции которых исследованы в клетках 
глиобластомы, приведены в табл. 1.

1.2. Онкогенные днРНК
Интересным примером онкогенной днРНК, хорошо 
исследованной в глиобластомах, является NEAT1 
(Nuclear Enriched Abundant Transcript 1, или nuclear 

paraspeckle assembly transcript 1). Не  содержа-
щий интронов ген NEAT1 расположен на хромосоме 
11q13.1. Обнаружен полноразмерный неполиадени-
лированный транскрипт NEAT1 (22743 нуклеотида), 
а также укороченная полиаденилированная днРНК 
длиной 3735 нуклеотидов (данные GenBank). NEAT1 
необходима для формирования ядерных параспеклов 
[37] – окруженных хроматином рибонуклеопротеи-
новых телец размером 0.3–3 мкм [62]. Важным пост-
транскрипционным регулятором NEAT1 является 
проонкогенный белок SRSF1, который взаимодей-
ствует с этой днРНК и повышает ее стабильность [63]. 

Содержание NEAT1 в глиобластомах более чем 
в 2 раза превышает содержание в менее агрессив-
ных типах глиом. Кроме того, уровень этой днРНК 
в стволовых клетках глиобластомы (CD133+) в 2 раза 

Таблица 1. Роль днРНК и кРНК в патогенезе злокачественных глиальных опухолей

Название Тип нкРНК Роль Молекулярный механизм действия Ссылка
днРНК

H19 Межгенная Онкоген Предшественник miR-675; кэРНК для микроРНК Let-7. [34, 40]

HOTAIR Антисмысловая Онкоген
Рекрутирует хроматинремоделирующие комплексы PRC2 
и CoREST; является кэРНК для ряда микроРНК (пример – 

miR-326).
[35, 41]

CRNDE Дивергентная Онкоген
Рекрутирует хроматинремоделирующие комплексы PRC2 
и CoREST; кэРНК для многих микроРНК, например, miR-

186.
[42, 43]

XIST Межгенная Онкоген кэРНК для многих микроРНК, например, miR-152. [44]

NEAT1 Межгенная Онкоген кэРНК для многих микроРНК (например, miR-107); при-
влекает EZH2 к промоторам генов AXIN2, ICAT и GSK3B. [45, 46]

PVT1 Межгенная Онкоген кэРНК для ряда микроРНК (пример – miR-128-3р); взаи-
модействует с EZH2. [47, 48]

CASC2 Дивергентная Онкосупрессор кэРНК для miR-21. [49]
GAS5 Дивергентная Онкосупрессор кэРНК для miR-222. [50]

PTENP1 днРНК  
псевдогена Онкосупрессор кэРНК для множества микроРНК, регулирующих экспрес-

сию гена PTEN. [15, 31]

lincROR Межгенная Разное кэРНК для miR-145. [51]

MEG3 Межгенная Разное Способствует стабилизации p53; выступает в роли «ловуш-
ки» miR-19a. [52, 53]

NEAT2/
MALAT1 Межгенная Разное кэРНК для многих микроРНК (пример – miR-384). [54]

HOTTIP Антисмысловая Разное кэРНК для miR-101. [55]
кРНК

circHIPK3 Экзонная Онкоген кэРНК для некоторых микроРНК (пример – miR-654). [56]
circPVT1 Экзонинтронная Онкоген кэРНК для miR-199a-5p. [57]
circCFH Экзонная Онкоген кэРНК для miR-149. [58]

circTTBK2 Экзонная Онкоген кэРНК для некоторых микроРНК (например, miR-761). [59]

circSMARCA5 Экзонная Онкосупрессор Взаимодействует с фактором сплайсинга SRSF1, препят-
ствуя образованию онкогенных транскриптов. [60]

circFBXW7 Экзонная Онкосупрессор Кодирует белок, способствующий убиквитинзависимой 
деградации c-Myc. [16]

circSHPRH Экзонная Онкосупрессор Кодирует белок, защищающий белок SHPDH от убикви-
тинзависимой деградации. [17]

circPINT Экзонная Онкосупрессор Кодирует пептид, увеличивающий сродство комплекса 
PAF1c к генам-мишеням. [18]

circITCH Экзонная Онкосупрессор кэРНК в отношение miR-214. [61]
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выше, чем в  более дифференцированной и  менее 
агрессивной популяции CD133- клеток GBM [45]. Свое 
онкогенное действие в глиомах NEAT1 чаще всего 
реализует, связываясь с различными микроРНК, на-
пример, miR-107 [45]. Помимо этого, NEAT1 привле-
кает EZH2 к промоторам генов AXIN2, ICAT, GSK3B, 
что способствует триметилированию гистона H3K27 
и, как  следствие, понижению уровня экспрессии 
указанных генов [46]. Этот пример выявляет общую 
для днРНК особенность – способность активировать 
различные сигнальные пути, которые в конечном 
итоге приводят к одинаковым изменениям фенотипа 
клеток и таким образом усиливают друг друга.

1.3. Онкосупрессорные днРНК
Одной из днРНК, супрессирующих развитие глио-
бластомы, является GAS5 (Grow Arrest-Specific 5). 
Ген GAS5, локализованный на  хромосоме 1q25.1, 
частично перекрывается с 5’-концевой последова-
тельностью гена ZBTB37, который транскрибируется 
в противоположном направлении. Описано 15 изо-
форм днРНК GAS5, которые различаются по длине 
и количеству экзонов. Полноразмерный неполиаде-
нилированный транскрипт (725 нуклеотидов) состоит 
из 13 экзонов. Более короткие изоформы содержат 
9–12 экзонов (данные GenBank). GAS5 взаимодей-
ствует с ДНК-связывающей областью рецепторов 
стероидных гормонов (глюкокортикостероидов, ми-
нералкортикоидов, андрогенов, прогестерона), пре-
пятствуя их влиянию на гены-мишени [64]. Опыты in 
vitro показали, что в глиомах днРНК GAS5 выпол-
няет онкосупрессорные функции. Например, Zhao X. 
и соавт. в 2015 г. обнаружили, что GAS5 ингибирует 
рост клеток линий U87 и U251, связывая онкогенную 
miR-222 [50]. Кроме того, сверхэкспрессия GAS5 по-
вышает чувствительность клеток U87 к цисплатину 
[65]. Клинические исследования также показывают, 
что повышенный уровень GAS5 коррелирует с более 
благоприятным прогнозом как при глиобластомах, 
так и при менее злокачественных формах глиом [66].

1.4. днРНК, обладающие двойственным эффектом 
на клетки глиом 
Помимо днРНК, выполняющих строго онкогенную 
или онкосупрессорную роль, существует несколь-
ко днРНК, функции которых зависят от контекста. 
Одна из таких днРНК – NEAT2/MALAT1 (Metastasis 
Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1). Ген 
MALAT1, локализованный на хромосоме 11q13, экс-
прессируется в различных тканях организма челове-
ка, в том числе в головном мозге. Описаны три близ-
ких по размеру (около 8000 нуклеотидов) варианта 
днРНК MALAT1, которые образуются в результа-
те сплайсинга и различаются количеством экзонов 

(данные GenBank). Во время процессинга MALAT1 
от 3’-конца первичного транскрипта отщепляется не-
большой фрагмент, который транспортируется в ци-
топлазму. Зрелая днРНК MALAT1 размером около 
7000 нуклеотидов остается преимущественно в ядре 
и  локализуется в  ядерных спеклах [67]. MALAT1 
не имеет поли-А-последовательности, однако она 
весьма стабильна, так  как  формирует на  3’-кон-
це особую триплексную структуру. MALAT1 ассо-
циируется с факторами сплайсинга SRSF1, SRSF2 
и SRSF3, участвуя, таким образом, в процессинге 
мРНК. Кроме того, MALAT1 регулирует экспрессию 
генов на уровне транскрипции. Например, эта днРНК 
может связываться с неметилированным белком Pc2 
(Polycomb 2 protein), облегчая его взаимодействие 
с транскрипционным фактором E2F и коактивато-
рами транскрипции [67]. В то же время онкогенная 
роль MALAT1 при  онкологических заболеваниях 
в основном связана со способностью этой днРНК вли-
ять на уровень тех или иных микроРНК, в том числе, 
например, miR-384 [54]. Метаанализ, проведенный 
в 2018 г. Zhou Q. и соавт., показал, что повышенный 
уровень MALAT1 коррелирует с неблагоприятным 
прогнозом при глиомах [68]. Опыты in vitro показа-
ли, что подавление экспрессии MALAT1 снижало 
устойчивость клеток к темозоломиду, а также умень-
шало пролиферацию, миграцию, инвазию и стиму-
лировало апоптоз [69]. В противоположность этому, 
Han Y. и соавт. обнаружили, что в глиомах уровень 
MALAT1 снижен в 1.5 раза по сравнению с нормаль-
ным мозгом. Кроме того, сверхэкспрессия MALAT1 
снижает пролиферацию клеток U87 и  U251 [70]. 
Установлено также, что MALAT1 образует комплекс 
с РНК-связывающим белком HuR и привлекает его 
ко второму экзону гена CD133, важнейшему маркеру 
стволовых клеток глиобластомы. В результате этого 
экспрессия CD133 блокируется на уровне транскрип-
ции [71]. Таким образом, MALAT1 участвует в тонкой 
регуляции фенотипа клеток глиобластомы, а измене-
ния количества этой РНК как в одну, так и в другую 
сторону оказывают негативное воздействие на клетки.

2. КОЛЬЦЕВЫЕ РНК

2.1. Общая характеристика, биосинтез, 
классификация, функции
К  кРНК относятся транскрипты, у  которых 5’- 
и  3’-концы молекулы соединены фосфодиэфир-
ной связью с образованием кольцевой структуры. 
Формированию кРНК способствуют инвертирован-
ные повторы, содержащиеся в их предшественниках 
[72, 73]. кРНК образуются из РНК-предшественников 
в результате так называемого обратного сплайсинга. 
Если в случае канонического сплайсинга 5’-концевой 
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донорный сайт соединяется с 3’-концевым акцептор-
ным сайтом, то при обратном сплайсинге 3’-донор-
ный сайт взаимодействует с 5’-акцепторным сайтом, 
в результате чего образуется ковалентно замкнутый 
кольцевой транскрипт. Имеются данные, что обрат-
ный сплайсинг (как и обычный) осуществляется с по-
мощью канонического сплайсосомного аппарата [73]. 
В ряде случаев с одной и той же последовательности 
могут транскрибироваться как линейная, так и коль-
цевая РНК [47, 57]. В зависимости от происхождения 
и структуры выделяют: 1) экзонные кРНК (экРНК); 2) 
экзон-интронные (эикРНК); 3) интронные (икРНК); 
4) межгенные (мгкРНК). В первом случае кРНК обра-
зуются из мРНК белоккодирующих генов. В резуль-
тате такая РНК может иметь тот же состав экзонов, 
что и мРНК, однако в кРНК 5’-конец первого экзона 
соединяется с 3’-концом последнего. В случае эикРНК 
кольцевые транскрипты содержат часть последова-
тельностей интронов РНК-предшественников. икРНК 
и мгкРНК образуются при транскрипции интронных 
и межгенных последовательностей соответственно 
[72]. Кольцевые РНК не полиаденилированы и не кэ-
пированы. Они обладают большей стабильностью 
по сравнению с линейными днРНК, что делает их бо-
лее перспективными диагностическими маркерами 
и терапевтическими агентами [72]. Важно отметить, 
что транскрипция линейных и кольцевых РНК од-
ного и того же гена может происходить независимо 
друг от друга, как это показано, например, для днРНК 
PVT1 и circPVT1 [47, 57].

Подобно днРНК, кРНК могут взаимодействовать 
с другими РНК, ДНК и белками и выполнять в клет-
ке разнообразные функции. Многие кРНК содержат 
сайты связывания различных микроРНК и выступа-
ют в качестве «губки», сорбируя на себя эти молеку-
лы [56–59, 61]. Кольцевые транскрипты могут так-
же конкурировать с мРНК белоккодирующих генов 
за факторы сплайсинга, снижая эффективность про-
цессинга мРНК. Ряд кРНК служит адапторами, при-
влекая различные белки и тем самым обеспечивая 
их взаимодействие друг с другом. Кроме того, кРНК 
могут локализоваться на промоторах генов, регули-
руя их транскрипцию [73]. Несмотря на то что кРНК 
не кэпированы, некоторые из них содержат короткие 
рамки считывания и транслируются с образованием 
небольших белков и пептидов [16–18]. Нуклеотидные 
последовательности таких кРНК включают специ-
фические IRES-элементы, необходимые для взаи-
модействия с рибосомами и факторами инициации 
трансляции [73]. 

Участие кРНК в патогенезе злокачественных гли-
альных опухолей выявлено относительно недавно. 
Тем не менее, на данный момент опубликовано уже 
несколько работ, в которых обнаружены кольцевые 

транскрипты, дифференциально экспрессирующие-
ся при глиомах и глиобластомах. В настоящее время 
эти транскрипты активно изучаются, при этом мно-
гие из них можно рассматривать как потенциальные 
диагностические маркеры. Ниже будут перечислены 
некоторые кРНК, играющие проонкогенную или он-
косупрессорную роль в патогенезе злокачественных 
глиальных опухолей. Более полный список кРНК с из-
вестными функциями в глиомах приведен в табл. 1.

2.2. Проонкогенные кРНК 
Одна из  проонкогенных кРНК – circHIPK3. Ген 
HIPK3 (Homeodomain Interacting Proteinkinase 3) 
локализован на хромосоме 11р13 (данные GenBank). 
Известно несколько кРНК, образующихся в резуль-
тате неканонического сплайсинга первичного ли-
нейного транскрипта гена HIPK3. В тканях человека 
наиболее распространен кольцевой транскрипт дли-
ной 1099 нуклеотидов, включающий только второй 
экзон гена HIPK3 (данные CircBase). Этот транс-
крипт усиливает пролиферацию клеток и являет-
ся «ловушкой» нескольких миРНК. В 2018 г. Jin P. 
и соавт. показали, что уровень сircHIPK3 в глиомах 
в 1.5–5 раз выше, чем в соответствующей нормаль-
ной ткани головного мозга тех же пациентов. Кроме 
того, повышенный уровень сircHIPK3 почти в 2 раза 
снижает среднюю продолжительность жизни паци-
ентов [56]. Подавление этой кРНК в опытах in vitro 
приводит к уменьшению пролиферации клеток U87 
и U251. Обнаружено, что сircHIPK3 служит «губкой» 
для miR-654, которая, в свою очередь, регулирует 
уровень проонкогенного белка IGF2BP3 [56]. 

2.3. Онкосупрессорные кРНК 
Примером онкосупрессорной кРНК является 
circSMARCA5. Белоккодирующий ген SMARCA5 ло-
кализован на хромосоме 4 (4q31.21). CircSMARCA5 
размером 269 нуклеотидов включает экзоны 15 и 16 
(данные CircBase). Эта кРНК транскрибируется 
на высоком уровне в головном мозге человека и вы-
полняет онкопротекторные функции. Показано, 
что снижение уровня SMARCA5 коррелирует с не-
благоприятным прогнозом у пациентов с глиобла-
стомами [60]. Сверхэкспрессия SMARCA5 способ-
ствует уменьшению миграции клеток U87MG. кРНК 
SMARCA5 содержит сайты связывания фактора 
сплайсинга SRSF1, который играет проонкогенную 
роль при многих онкологических заболеваниях, в том 
числе при глиобластомах. Взаимодействуя с SRSF1, 
SMARCA5 препятствует его участию в  альтер-
нативном сплайсинге и  образованию онкогенных 
транскриптов. В частности, под влиянием этой кРНК 
уменьшается соотношение онкогенной и антионко-
генной изоформ VEGFA [60].
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3. МАЛЫЕ НЕКОДИРУЮЩИЕ РНК
Малые некодирующие РНК (мнРНК) – небольшие 
молекулы длиной 18–200 нуклеотидов. К настояще-
му моменту обнаружено несколько типов мнРНК, 
а именно: тРНК, микроРНК, малые интерферирую-
щие РНК (минРНК), малые ядерные РНК (мяРНК), 
малые ядрышковые РНК (мядРНК), компоненты те-
ломеразной РНК (TERC), РНК, взаимодействующие 
с PIWI (пиРНК), малые энхансерные РНК (мэРНК) 
и Y-РНК [74]. Этот список продолжает пополняться. 
мнРНК, кооперируясь с другими внутриклеточны-
ми молекулами, участвуют в регуляции экспрессии 
генов на всех уровнях: котранскрипционном, пост-
транскрипционном, трансляционном, эпигенетиче-
ском. Нарушения в  их количестве или  функциях 
ведут к  изменениям внутриклеточных процессов 
и  развитию различных заболеваний, среди кото-
рых не только онкологические, но и нейродегенера-
тивные, сердечно-сосудистые и др. [75]. Изменение 
уровня синтезируемых клеткой мнРНК происходит 
по нескольким причинам. Во-первых, из-за мутаций 
в генах самих мнРНК [76], во-вторых, из-за мутаций 
и нарушений функций ферментов биогенеза мнРНК 
(например, Dicer и Drosha в случае микроРНК) [77]. 
Возможны также нарушения эпигенетического, 
транскрипционного или посттранскрипционного кон-
троля экспрессии как самих мнРНК, так и процесси-
рующих их ферментов [77]. В этом разделе мы рас-
смотрим типы мнРНК, которые принимают участие 
в патогенезе злокачественных глиальных опухолей. 
Краткая характеристика этих мнРНК приведена 
в табл. 2.

3.1. микроРНК 
микроРНК – это короткие РНК длиной око-
ло 22 нуклеотидов, которые осуществляют пост-
транскрипционную регуляцию экспрессии генов. 
Последовательности, кодирующие микроРНК, 
в большинстве случаев находятся внутри интронов, 
хотя иногда встречаются и  экзонные микроРНК. 
Транскрипцию микроРНК осуществляет РНК-
полимераза II, которая транскрибирует и ген-хозяин 
[78]. После многостадийного процессинга, подробно 
описанного во многих обзорах [78], микроРНК, вхо-
дящая в состав комплекса RISC, участвует в рас-
познавании мРНК генов-мишеней. Важным усло-
вием для выбора мРНК-мишени служит наличие 
в  ней области, комплементарной так  называемой 
«ключевой последовательности» в микроРНК (англ. 
Seed sequence), которая представляет собой участок 
из шести (со 2-го по 7-й) нуклеотидов на 5’-конце 
молекулы миРНК [79]. Такие комплементарные об-
ласти чаще всего встречаются в  3’-нетранслиру-
емых областях мРНК, т.е. вне белоккодирующей 
части. Комплементарность (полная или частичная) 
обеспечивает связывание мРНК-мишени с  RISC-
комплексом, который или вызывает распад мРНК, 
или репрессирует ее трансляцию. В первом случае 
белок GW182 обеспечивает удаление полиА-хвоста 
или 5’-кэпа с молекулы мРНК [80], что приводит к об-
разованию нефункционального продукта, который 
деградируется 5′–3′-экзорибонуклеазой 1 (XRN1) 
[79]. Единое мнение о репрессии трансляции в на-
стоящий момент отсутствует, но большая часть ис-
следований указывает на то, что RISC вызывает дис-

Таблица 2. Основные характеристики мнРНК, участвующих в патогенезе глиобластом

Характеристика микроРНК пиРНК мядРНК мяРНК

Длина ~ 22 нуклеотида ~ 24–30 нуклеотидов ~ 60–300 нуклеотидов
~ 80–350 нуклеоти-

дов (в среднем около 
150 нуклеотидов)

Локализация в геноме

В интронных обла-
стях белоккодиру-
ющих генов, иногда 

в экзонах

В PIWI-кластерах

В интронах белоккодирую-
щих генов,

в полицистронных класте-
рах мядРНК

Гены мяРНК

Предшественники Двухцепочечная 
шпилечная PHK

Одноцепочечная 
PHK Одноцепочечная РНК Одноцепочечная 

РНК
РНК-полимераза, 
осуществляющая 

транскрипцию
РНК-полимераза II РНК-полимераза II РНК-полимераза II

РНК-полимераза 
II; для U6 – РНК-

полимераза III

Механизм процессинга
Двухступенчатое 
расщепление бел-

ками Drosha и Dicer

5’- и 3’-экзонукле-
азное укорачивание, 
затем расщепление 

белком Zucchini

Сплайсинг пре-мРНК, рас-
крытие структуры лассо, 
затем ее 5’- и 3’-экзону-
клеазное укорачивание

Кэпирование 
и модификации 

3’-конца молекулы

Классы белков, связы-
вающихся с РНК Argonaute PIWI 5.5 K, NOP56, NOP58 

и фирилларин
Сплайсосомные 

белки

Функции
Регуляция экспрес-
сии белоккодирую-

щих генов

Сайленсинг транс-
позонов

Посттранскрипционные 
модификации других 
типов клеточных РНК

Сплайсинг пре-
мРНК
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социацию факторов инициации трансляции eIF4AI 
и eIF4AII с мРНК-мишени, блокируя сканирование 
мРНК рибосомой и  образование инициирующего 
трансляцию комплекса eIF4F [81]. Оба описанных ме-
ханизма сайленсинга генов взаимосвязаны, однако, 
согласно данным рибосомного профилирования, 66–
90% сайленсинга генов вызвано именно деградаци-
ей мРНК [82]. При этом, по существующим оценкам, 
микроРНК участвуют в регуляции экспрессии при-
мерно 30% генов человека [83]. Обычно воздействие 
одной микроРНК на экспрессию гена оказывается до-
статочно слабым, поэтому, как правило, микроРНК 
образуют масштабные сети внутриклеточных мо-
лекулярных взаимодействий, проявляя синергию. 
В качестве примера мы подробно опишем несколько 
микроРНК, играющих различные роли в прогрессии 
GBM (в табл. 3 приведены микроРНК, функции ко-
торых изучены в клетках глиобластомы).

3.1.1. Онкогенные микроРНК. На сегодняшний день 
опубликованы результаты многочисленных иссле-
дований, описывающих роль онкогенных микроРНК 
в патогенезе глиом [94, 95]. Как правило, мишенями 
этих микроРНК служат гены-супрессоры опухолей, 
а нарушения в уровнях экспрессии микроРНК при-
водят к неконтролируемой пролиферации клеток, 
усилению их миграции, инвазии, индукции ангио-
генеза и блокировке апоптоза. Одна из наиболее хо-
рошо изученных онкогенных микроРНК – miR-21, 
уровень которой повышен при многих типах рака, 
а в глиомах коррелирует со стадией заболевания [10]. 
Эта микроРНК регулирует многие внутриклеточные 
процессы, благоприятствующие развитию глиом [86]. 
В число мишеней miR-21 входят гены, способству-
ющие апоптозу (PDCD4, LRRFIP1) [99, 100], а так-
же онкосупрессорные гены, блокирующие инвазию 
(RECK и  TIMP3) [101] и  пролиферацию (IGFBP3) 

Таблица 3. мнРНК, связанные с развитием глиобластом

микроРНК Роль Гены-мишени Функция Ссылка
микроРНК

let-7 Онкосупрессор NRAS, KRAS, CCND1
Снижает пролиферацию, инвазию, 

усиливает апоптоз и чувствительность 
к цисплатину

[84]

miR-7 Онкосупрессор EGFR, FAK, PI3K, RAF1 Снижает инвазию и миграцию [84]

miR-17 Онкосупрессор PTEN, MDM2, CCND1, AKT1 Снижение миграции и жизнеспособности 
клеток [84, 85]

miR-21 Онкоген  ANP32A, SMARCA4, RECK, 
TIMP3, IGFBP3

Усиление пролиферации, инвазии, 
химиорезистентности [86, 87]

miR-24 Онкоген ST7L, SOX7 Усиливает пролиферацию, миграцию [88]

miR-221/222 Онкоген PTEN, PUMA, MGMT Усиливает пролиферацию, инвазию, 
устойчивость к терапии [84]

miR-326 Онкосупрессор NOTCH1, NOTCH2 Снижает жизнеспособность клеток [84, 89]
miR-451 Онкосупрессор CAB39, LKB1, AMPK, PI3K, AKT Ингибирует пролиферацию [84, 90]

пиРНК

piR-30188 Онкосупрессор днРНК OIP5-AS1
Снижает пролиферацию, миграцию 

и инвазию клеток глиомы и стимулирует 
апоптоз

[91]

piR-8041 Онкосупрессор MAP3K7б, RASSF1 Останавливает клеточный цикл, снижает 
пролиферацию [92]

piR-
DQ593109 Онкосупрессор Деградирует miR-330-5p Ослабление плотных межклеточных 

контактов [93]

piR-598 Онкосупрессор BAX, GOS2, JUN Усиливает апоптоз, снижает пролифера-
цию [94]

мядРНК

SNORD44 Онкосупрессор CASP3, CASP8, CASP9 Вызывает апоптоз клеток, снижает про-
лиферацию и инвазивность [95]

SNORD47 Онкосупрессор CCNB1, CDK1, CDC25C, CTNNB1, 
CDH2, VIM, MMP2, MMP9, CDH1

Ингибирует пролиферацию, увеличивает 
выживаемость пациентов [96]

SNORD76 Онкосупрессор CCNA1, CCNB1 Ингибирует рост и пролиферацию клеток 
глиом [97]

мяРНК

U1 Онкоген Мутация в U1 инактивирует PTCH1 
и активирует GLI2 и CCND2

Повышение экспрессии онкогенов, инак-
тивация генов-супрессоров опухолей [98]
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[87]. Кроме того, miR-21 может влиять на поведе-
ние клеток микроглии, подготавливая благоприят-
ные условия для роста опухоли. miR-21 обнаружены 
в везикулах, секретируемых клетками глиом [14]. 
Везикулы, попадая в клетки микроглии, вызывали 
снижение экспрессии генов-мишеней miR-21: Bmpr2, 
Btg2, Kbtbd2, Pdcd4, Pten и Rhob. Некоторые из пере-
численных генов вовлечены в пролиферацию и диф-
ференцировку клеток. Соответственно, их ингибиро-
вание с помощью везикулярной miR-21 приводило 
к усилению пролиферация клеток микроглии, что, 
по предположению авторов [14], может существенно 
влиять на формирование микроокружения опухоли 
и способствовать ее прогрессии. 

Интересно, что  появляется все больше данных 
о важной роли именно экзогенных (попадающих из со-
седних клеток) молекул микроРНК. Так, онкогенные 
микроРНК могут перемещаться между клетками 
глиомы и их микроокружением (астроцитами, олиго-
дендроцитами, эндотелиальными клетками, микро-
глией/макрофагами), участвуя в межклеточной ком-
муникации, что способствует прогрессии опухоли [14]. 
Совместное культивирование астроцитов с клетками 
глиомы вызывает в астроцитах повышение уровней 
9 микроРНК (miR-4519, miR-5096, miR-3178 и др.), 
при этом две микроРНК – miR-5096 и miR-4519 – на-
прямую попадают из клеток глиомы в астроциты через 
щелевые контакты [102]. Описан перенос микроРНК 
и в обратном направлении: miR-19a переносится с по-
мощью везикул от астроцитов к опухолевым клеткам 
и ингибирует в них активность PTEN, что вызывает 
рост метастазов. Кроме того, при гипоксии экзосомы, 
выделяемые клетками глиом, индуцируют поляриза-
цию макрофагов М2 и оказывают иммуносупрессивное 
действие, способствуя пролиферации, миграции и ин-
вазии глиомы in vitro и in vivo. Этот эффект связыва-
ется с присутствием в экзосомах miR-1246 [103].

3.1.2. Онкосупрессорные микроРНК. Известно боль-
шое количество онкосупрессорных микроРНК [84]. 
Например, miR-7 ингибирует передачу сигнала через 
рецептор EGF, участвующий в пути протеинкиназы 
Akt. Однако в глиобластомах экспрессия miR-7 по-
давляется (по сравнению с нормальными тканями ее 
количество снижено более чем в 6 раз), что позволяет 
пути Akt быть постоянно активированным, увеличи-
вая жизнеспособность и пролиферацию опухолевых 
клеток [104]. Также показано, что экзогенное введение 
проапоптотической miR-218 подавляет экспрессию 
циклинзависимой киназы 6 (CDK6), снижает проли-
ферацию и приводит к гибели клеток глиом за счет 
апоптоза [105]. Другая мишень miR-218 – белок ECOP 
(EGFR-coamplified and overexpressed protein), регу-
лирующий транскрипционную активность NF-κB. 

Сверхэкспрессия miR-218 в клетках глиом позволя-
ет сдерживать активность NF-κB посредством ECOP, 
вызывая апоптоз и замедляя пролиферацию [106].

3.2. РНК, взаимодействующие с PIWI (пиРНК)
РНК, взаимодействующие с PIWI (пиРНК) – некоди-
рующие РНК длиной около 24–35 нуклеотидов, пер-
воначально обнаруженные в гонадах дрозофил. Эти 
РНК получили свое название благодаря связыванию 
с белками семейства PIWI (P-element-induced wimpy 
testis) [107, 108]. Геномными источниками пиРНК яв-
ляются так называемые кластеры пиРНК, которые 
в основном располагаются в межгенных или некоди-
рующих областях [109]. Образование пиРНК в клетке 
может происходить по двум механизмам: по пути пер-
вичного процессинга или по механизму «пинг-понг», 
в результате которого амплифицируются вторичные 
пиРНК. Эти механизмы подробно описаны в обзорах 
[110, 111]. Показано участие пиРНК в патогенезе раз-
личных заболеваний, в том числе злокачественных 
новообразований [112, 113]. Согласно данным профи-
лирования, в нормальных тканях мозга и в GBM экс-
прессируются около 350 пиРНК, при этом некоторые 
пиРНК характерны только для GBM [92]. 

3.2.1. Онкогенные пиРНК. Несмотря на то что в по-
следние годы пиРНК активно изучают в различных 
типах злокачественных опухолей, однако публи-
каций, посвященных пиРНК в глиомах, не так мно-
го, а публикации, раскрывающие онкогенную роль 
пиРНК в развитии глиальных опухолей, на данный 
момент отсутствуют. 

3.2.2. Онкосупрессорные пиРНК. На основании ана-
лиза баз данных установлено, что однонуклеотид-
ные полиморфизмы в  генах piR-2799, piR-18913, 
piR-598, piR-11714, piR-3266 связаны с повышен-
ным риском возникновения глиом, причем варианты 
piR-598 сильнее других коррелируют со степенью 
риска. Транскриптомное профилирование клеток, 
трансфицированных piR-598 дикого типа, указывает 
на то, что эта пиРНК влияет на экспрессию 518 генов, 
участвующих в гибели/выживании клеток глиомы. 
Присутствие piR-598 приводило к снижению экс-
прессии большинства из обнаруженных генов (71.2%). 
Один из генов, экспрессия которых существенно сни-
жалась, – ген онкогенного транскрипционного факто-
ра Jun. Параллельно с этим, piR-598 вызывает повы-
шение уровня проапоптозных белков BAX и GOS2. 
Изучение влияния piR-598 на рост клеток глиомы in 
vitro показало, что сверхэкспрессия piR-598 дикого 
типа снижает пролиферацию клеток и образование 
колоний, а сверхэкспрессия мутантной piR-598, на-
оборот, повышает, что хорошо согласуется с данны-
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ми транскриптомного анализа [94]. Однако точные 
механизмы, лежащие в основе этих процессов, пока 
не ясны и требуют дальнейшего изучения. Другие он-
косупрессорные пиРНК представлены в табл. 3. 

3.3. Малые ядрышковые РНК 
Малые ядрышковые РНК (мядРНК) локализуются 
в ядрышке и имеют длину 60–300 нуклеотидов. У че-
ловека мядРНК располагаются в интронных областях 
генов, кодирующих белки или днРНК, и вырезаются 
из них в ходе сплайсинга [114]. мядРНК выполняют 
несколько функций, из которых наиболее известно 
участие в процессинге и созревании других типов 
клеточных РНК. В соответствии с этим выделяют 
три класса мядРНК: C/D box мядРНК (осуществля-
ют 2′-O-метилирование рРНК), H/ACA box мядРНК 
(осуществляют псевдоуридинирование нуклеотидов 
РНК) и малые РНК, ассоциированные с тельцами 
Кахаля (ткРНК, относятся к классу box C/D–H/ACA 
РНК, осуществляют 2′-O-метилирование и псевдо-
уридинирование сплайсосомных U1, U2, U4 и  U5 
мяРНК) [114]. мядРНК описывают и как онкосупрес-
соры, и как онкогены. Известно, что мядРНК уча-
ствуют в пролиферации, апоптозе, метастазирова-
нии, а также в приобретении опухолевыми клетками 
лекарственной устойчивости, при этом механизмы 
действия этих РНК различны [115].

3.3.1. Онкогенные мядРНК. Онкогенные мядРНК, 
участвующие в развитии глиом, на настоящий мо-
мент не описаны.

3.3.2. Онкосупрессорные мядРНК. SNORD47 – одна 
из онкосупрессорных мядРНК, количество которой 
в глиомах в 2 раза ниже, чем в нормальных тканях 
мозга. Сравнение глиом различной степени злокаче-
ственности показало, что значительное снижение ко-
личества SNORD47 характерно для большинства гли-
ом III–IV степени (выявлено в 71.4% исследованных 
образцов). В соответствии с этим, выживаемость паци-
ентов с более высокой экспрессией SNORD47 в тканях 
глиомы лучше, чем пациентов с более низкой экспрес-
сией SNORD47. Сверхэкспрессия SNORD47 приво-
дила к ингибированию пролиферации клеток за счет 
остановки клеточного цикла в фазе G2. Вероятно, 
это происходит за  счет снижения экспрессии та-
ких важных регуляторов клеточного цикла, как ци-
клин B1, CDK1 и  CDC25C, β-катенин и  фосфо-β-
катенин. Одновременно с этим снижаются количества 
N-кадгерина, виментина, металлопротеиназ-2 и -9, 
увеличивается количество Е-кадгерина, указывая 
на то, что SNORD47 препятствует пронейронально-
мезенхимальной трансформации клеток глиом. Кроме 
того, сверхэкспрессия SNORD47 повышает чувстви-

тельность клеток глиомы к темозоломиду [96]. Еще 
одна онкосупрессорная мядРНК – SNORD44, коли-
чество которой, а также количество транскрипта ее 
гена-хозяина, днРНК GAS5, в клетках глиомы сни-
жены в 2–3 раза по сравнению с нормальным мозгом. 
При сверхэкспрессии SNORD44 повышаются уровни 
каспаз-3, -8 и -9, что вызывает апоптоз клеток. Кроме 
того, пролиферация и инвазивность клеток, транс-
фицированных SNORD44, заметно снижаются [116], 
однако точные молекулярные механизмы этого про-
цесса неизвестны. Другие примеры онкосупрессорных 
мядРНК приведены в табл. 3.

3.4. Малые ядерные РНК 
Малые ядерные РНК (мяРНК) состоят примерно 
из 150 нуклеотидов. мяРНК U6 и U6ATAC синтези-
руются РНК-полимеразой III, а все другие – РНК-
полимеразой II [117, 118]. Во  время созревания 
мяРНК проходят многочисленные этапы процессин-
га и фолдинга, а также связываются с различными 
белками, образуя функциональные мяРНП. Зрелые 
мяРНП реимпортируются в ядро и направляются 
в тельца Кахаля для выполнения своих функций. 
Подробно биогенез мяРНК рассмотрен в обзоре [119].

Основная функция мяРНК – участие в процессин-
ге пре-мРНК. мяРНК входят в состав сплайсосомы: 
U1, U2, U4, U5, U6 являются компонентами основной 
сплайсосомы, а U5, U11, U12, U4ATAC, U6ATAC – ком-
понентами минорной сплайсосомы. U7 и U8 имеют 
внесплайсосомные функции: U7 принимает уча-
стие в процессинге пре-мРНК гистонов [120], а U8 
необходима для  созревания рРНК [121]. Участие 
мяРНК в сплайсинге подробно описано ранее [122, 
123]. Нормальная работа всех компонентов аппара-
та сплайсинга крайне важна для протекания многих 
биологических процессов, поэтому не удивительно, 
что нарушения сплайсинга наблюдаются при многих 
заболеваниях, в том числе при глиобластоме [124]. 

3.4.1. Онкогенные мяРНК. Мутации в мяРНК обнару-
живаются в различных типах рака [125], в том числе 
и в опухолях головного мозга. Так мутации в третьем 
нуклеотиде области связывания 5′-сайта сплайсинга 
в U1 обнаружены в клетках медуллобластомы. В ре-
зультате альтернативного сплайсинга в мутантных 
по U1 клетках медуллобластомы инактивируются 
опухолесупрессорные гены (PTCH1) и активируют-
ся онкогены (GLI2 и CCND2) [98]. Показано также, 
что везикулы, секретируемые апоптотическими клет-
ками глиобластомы, содержат компоненты сплайсо-
сомы, среди которых U2, U4, U6 мяРНК. Экзогенные 
компоненты сплайсосомы изменяют в клетках-реци-
пиентах сплайсинг пре-мРНК и делают опухоль более 
агрессивной и устойчивой к терапии [126]. 
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3.4.2. Онкосупрессорные мяРНК. На сегодняшний день 
получены данные об онкосупрессорных функциях бел-
ковых факторов сплайсинга, однако ничего не известно 
об онкосупрессорной функции мяРНК при глиомах.

4. НЕКОДИРУЮЩИЕ РНК В ТЕРАПИИ И ДИАГНОСТИКЕ 
ОПУХОЛЕЙ ГОЛОВНОГО МОЗГА
В течение длительного времени в качестве мишеней 
для противоопухолевой терапии, а также маркеров 
злокачественных новообразований рассматривали 
белковые молекулы. Однако участие некодирующей 
части генома в  жизнедеятельности клетки, обна-
руженное в последние десятилетия, позволило по-
новому взглянуть на механизмы развития онкологи-
ческих заболеваний. С каждым годом появляется все 
больше сообщений о нкРНК, которые могут использо-
ваться или как мишени для противоопухолевой тера-
пии, или в качестве прогностических маркеров [127, 
128]. Более того, на основе нкРНК уже созданы ле-
карства, эффективные при некоторых болезнях [129]. 

Так, многие мнРНК обнаруживаются в физиоло-
гических жидкостях пациентов с глиомами: в плазме 
и сыворотке крови или в спинномозговой жидкости. 
Как правило, мнРНК находятся в экзосомах, что обе-
регает их от деградации и позволяет проникать через 
гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) [130]. По этой 
причине мнРНК могут служить хорошими биомар-
керами для неинвазивной диагностики. Например, 
количество miR-221 повышено в 2–11 раз в образцах 
тканей глиом и в плазме крови, полученных от паци-
ентов. Причем их содержание увеличивается по мере 
повышения степени злокачественности опухоли. Это 
позволяет рассматривать miR-221 в качестве по-
тенциального диагностического маркера глиальных 
опухолей [131]. Аналогичные результаты получе-
ны и для miR-21 [132, 133]. Помимо миРНК в каче-
стве потенциальных биомаркеров могут выступать 
и другие виды мнРНК. Например, комбинация miR-
320/miR-574-3p/RNU6-1 или только RNU6-1, вы-
деленные из экзосом сыворотки крови, специфичны 
для больных глиобластомой [134]. 

В настоящее время разрабатываются новые стра-
тегии терапии онкологических заболеваний, основан-
ные на использовании антисмысловых олигонуклео-
тидов, мишенями которых служат различные РНК, 
в том числе днРНК [135, 136]. Однако наличие ГЭБ 
существенно снижает биодоступность подобных те-
рапевтических агентов глиальных опухолей головного 
мозга. Более перспективным представляется исполь-
зование в терапии GBM низкомолекулярных соедине-
ний, которые с высокой специфичностью связываются 
с определенными последовательностями (или опреде-
ленными структурными мотивами) днРНК. Например, 
соединения AC1NOD4Q и AC1Q3QWB связываются 

с участком, расположенным в 5’-концевой области 
онкогенной днРНК HOTAIR и нарушают ее взаимо-
действие с EZH2, каталитической субъединицей ком-
плекса ремоделирования хроматина. Эти вещества 
существенно снижают миграцию и инвазию, а также 
подавляют пронейронально-мезенхимальный пере-
ход клеток глиобластомы [137–139]. Также найдены 
соединения, взаимодействующие со специфической 
триплексной структурой, расположенной на 3’-конце 
днРНК MALAT1. Эти низкомолекулярные вещества 
способны снижать уровень MALAT1, а также умень-
шать рост опухоли в экспериментах на мышиной мо-
дели рака молочной железы [140].

РНП-комплексы, содержащие мяРНК, служат 
перспективной терапевтической мишенью. Показано, 
что активность U2-мяРНП необходима стволовым 
клеткам глиобластомы для выживания и прохожде-
ния митоза. Пладиенолид Б, входящий в группу ма-
кролидов, ингибирует активность SF3b-субкомплекса, 
нарушая нормальное взаимодействие мяРНК U2 
с пре-мРНК, что приводит к нарушению сплайсин-
га и гибели опухолевых клеток [141]. Аналогичное 
действие оказывают два других противоопухолевых 
вещества – сплайсестатин А и E7107 [142, 143]. Эти 
соединения нарушают сплайсинг мРНК таких регу-
ляторов клеточного цикла, как циклин А2 и киназа 
Aurora A [144], останавливая пролиферацию опухо-
левых клеток [145]. Кроме того, нарушения сплайсин-
га приводят к появлению «неправильных» форм бел-
ков, что также может приводить к гибели опухолевой 
клетки [142]. Активно разрабатываются новые пре-
параты, действие которых направлено на подавление 
сплайсинга. Так, соединение H3B-8800 проходит пер-
вую фазу клинических испытаний, и, как ожидается, 
станет первым на сегодняшний день противоопухоле-
вым препаратом, ингибирующим сплайсинг [146].

Другой потенциальной мишенью для разработки 
новых методов терапии могут стать пиРНК. Большую 
проблему терапии опухолей головного мозга пред-
ставляет доставка лекарственных средств. Наличие 
ГЭБ делает невозможным доставку в опухоль боль-
шинства соединений в достаточных концентрациях. 
Однако недавно Shen S. и соавт. показали, что повы-
сить уровень проницаемости ГЭБ можно, если инги-
бировать комплекс PIWIL1/piR-DQ593109 в клетках 
эндотелия опухолевых сосудов при глиомах [147]. 
Этот комплекс играет важную роль в  деградации 
онкогенной днРНК MEG3, которая, в свою очередь, 
регулирует образование плотных межклеточных кон-
тактов. Нокдаун PIWIL1/piR-DQ593109 влечет за со-
бой увеличение количества MEG3, которое в итоге 
приводит к увеличению проницаемости капилляров, 
питающих опухоль. Такой подход можно использо-
вать для создания новых схем лечения глиом. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследования последних десятилетий не оставили 
сомнений в том, что функции РНК не ограничивают-
ся кодированием белков. Благодаря сложной струк-
туре и способности к высоко специфичным компле-
ментарным взаимодействиям с большим количеством 
разнообразных молекул, нкРНК могут играть роль 
мастер-регуляторов важнейших внутриклеточных 
процессов. Кроме того, выявлено ключевое участие 
нкРНК в  межклеточной коммуникации. Поэтому 
не удивительно, что все больше ученых исследуют 
роль этих молекул в онкологических заболеваниях, 
а также возможность их использования в качестве 

мишени для разработки новых противоопухолевых 
препаратов. К сожалению, в настоящее время созда-
ние лекарства, ингибирующего конкретную нкРНК, 
представляет значительно большие трудности, чем 
разработка новых низкомолекулярных ингибиторов 
белков. Однако при столь агрессивных онкологиче-
ских заболеваниях, как глиобластома, именно такие 
подходы могут привести к долгожданному прогрессу 
в лечении пациентов. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 20-14-50306 и гранта РНФ № 19-44-02027.
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ВВЕДЕНИЕ
Расшифровка принципов функционирования нерв-
ной системы высших многоклеточных – крупнейшая 
фундаментальная проблема. Традиционным подхо-
дом к ее решению многие десятилетия был редук-
ционизм, т.е. экстраполяция результатов наблюде-
ний в простых модельных системах на сложнейшие 
нейрональные ансамбли, не поддающиеся прямому 
анализу (такие, как головной мозг млекопитающих). 
Многочисленные недостатки этого пути, а также по-

явление революционных технологий визуализации 
и стимуляции клеточных процессов подтолкнули 
нейробиологов к прямому изучению всех уровней 
организации нервной системы и сложных биологи-
ческих феноменов, связанных с ее функционирова-
нием.

Сегодня важное место в арсенале нейронаук за-
нимают малоинвазивные методы селективной сти-
муляции активности нервных клеток и  мозговых 
структур. Здесь мы  описываем главные из  них – 
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РЕФЕРАТ Проблема специфического воздействия на биохимические процессы в клетке остается актуальной 
для современной биологической науки. Конечной целью такого воздействия на электровозбудимые клетки 
является управление электрической активностью: возбуждение с последующей генерацией потенциала 
действия или торможение с угнетением волны возбуждения. Особую значимость технологии управления 
активностью электровозбудимых клеток приобретают в контексте решения крупнейшей фундаментальной 
задачи – изучения функционирования нервной системы высших многоклеточных организмов. В текущий 
момент, когда нейробиология отказывается от редукционистского подхода в пользу прямого изучения 
сложных нейрональных систем, малоинвазивные методы стимуляции активности мозговых структур 
становятся основой технического арсенала этой науки. В настоящем обзоре мы описываем три группы 
подходов, основанных на доставке в нервную ткань чувствительных к внешним стимулам генетически ко-
дируемых молекул. Эти подходы – оптогенетика (ей посвящена первая часть работы), хемогенетика и тер-
могенетика (описаны во второй части обзора) – отличаются не только природой стимулов и структурой 
соответствующих эффекторных белков, но и своеобразием экспериментального применения. Последнее 
обстоятельство заставляет рассматривать их не как конкурирующие, а, скорее, как взаимодополняющие 
технологии. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА оптогенетика, хемогенетика, термогенетика, потенциал действия, мембранный потенци-
ал, нейроинтерфейс, ионные каналы, канальный родопсин, хеморецепторы, GPCR, стимуляция активности 
нейронов, возбуждение нейронов, торможение нейронов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АФК – активные формы кислорода; ИК – инфракрасный; AAV – аденоассоции-
рованный вирус (Adeno-Associated Virus); BLUF – sensors of Blue Light Using Flavin adenine dinucleotide; 
ChR – канальный родопсин (ChannelRhodopsin); CIB1 – Cryptochrome Interacting BHLH 1; COP1 – coat 
protein complex 1; DBS – глубокая стимуляция мозга (Deep Brain Stimulation); GFP – зеленый флуоресцент-
ный белок (Green Fluorescent Protein); LOV – Light-Oxygen-Voltage; PhoCl – фоторасщепляемый (Photo 
Cleavable); PHR – Photolyase Homology Related domain; PICCORO – PIxD Complex dependent COntROl of 
transcription; PIF – Phytochrome-Interacting Factor; UVR8 – UV-B resistance 8 protein.
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оптогенетику (первая часть обзора), хемогенети-
ку и термогенетику (вторая часть), – делая акцент 
на природе, физико-химических свойствах и прин-
ципах разработки эффекторных молекул, опосре-
дующих клеточную стимуляцию и задействованных 
в биохимических и нейробиологических эксперимен-
тах. Также мы остановимся на молекулярных меха-
низмах, лежащих в основе функционирования этих 
генетически кодируемых инструментов.

В обзоре уделено внимание ключевым характери-
стикам описываемых подходов (пространственному 
и временному разрешению, токсичности, инвазив-
ности и пр.), проведен сравнительный анализ этих 
характеристик применительно к актуальным зада-
чам современной нейробиологии, обсуждаются пер-
спективы совершенствования инструментов нейро-
стимуляции.

ОПТОГЕНЕТИКА
Оптогенетика – это группа методов, в которых об-
лучение светом видимой части спектра используют 
для контроля функциональной активности клеток 
посредством светочувствительных белков, гены ко-
торых вносятся в биологическую систему заранее 
(для детального обзора см. [1–7]). Свет – не только 
основной источник первичной энергии анаболиче-
ских процессов для всей биоты, но и важнейший фи-
зический стимул, играющий ключевую роль в физи-
ологии и биохимии организмов всех царств живого. 
В ходе эволюции сформировался богатый реперту-
ар светочувствительных молекул, различающихся 
по своим физическим и биохимическим свойствам, 
структуре и функциям [8–14]. Это обстоятельство 
создает предпосылки для применения в оптогенетике 
широкого спектра генетически кодируемых эффек-
торных молекул для воздействия на самые разно
образные биохимические мишени [2, 3, 7].

До разработки оптогенетических инструментов 
для воздействия светом на клеточную физиологию 
использовали химические соединения, имеющие 
фотолабильные связи. Фотоэффекторы такого типа, 
включающие фотоактивируемые аминокислоты, 
олигонуклеотиды и соединения для светозависимого 
высвобождения других молекул, активно разраба-
тываются и применяются до сих пор, развиваясь не-
зависимо от генетически кодируемых инструментов 
[15–17]. 

Оптогенетика в молекулярной биологии
В молекулярной биологии оптогенетический подход 
применяется прежде всего для контроля и управле-
ния белок-белковыми взаимодействиями [2, 18, 19]. 
Эффекторными молекулами здесь служат природ-
ные белки или отдельные домены, олигомерное со-

стояние которых или взаимодействие с другими бел-
ками изменяется при поглощении света, например, 
фитохромы, бактериофитохромы и криптохромы.

Фитохромы – растительные фоторецепторы, не-
сущие ковалентно связанный тетрапиррольный хро-
мофор, чувствительный в красной области спектра 
[18, 20]. Оптогенетическое применение этих белков 
основано в первую очередь на природном светоза-
висимом обратимом взаимодействии фитохрома 
PhyB с транскрипционными факторами PIF3 и PIF6, 
а наиболее яркими примерами служат системы оп-
тического контроля активности фактора транскрип-
ции Gal4 [21] и активации белкового сплайсинга [22] 
в клетках дрожжей, быстрой обратимой трансло-
кации активаторов GTP-аз семейства Rho на плаз-
матическую мембрану клеток млекопитающих [23]. 
Криптохромы – FAD-содержащие, чувствительные 
в  сине-фиолетовой спектральной области фото-
рецепторы, найденные во всех клеточных формах 
жизни, также способны к фотодимеризации с бел-
ками-партнерами. В частности, феномен фотодиме-
ризации растительного криптохрома CRY2 с транс-
крипционным фактором CIB1 [24–27] использовали 
для демонстрации светозависимой рекомбинации 
ДНК [28] и управления эпигенетическим статусом 
хроматина [29] в клетках млекопитающих. Описано 
также применение CRY/CIB-системы для управле-
ния транскрипцией в дрожжах [30] и контроля ак-
тивности метаболизма фосфоинозитида в клетках 
COS-7 с высоким пространственным разрешением 
[31]. На основе светочувствительных PHR-доменов 
CRY2 разработаны инструменты управления вы-
бросом внутриклеточного кальция [32], в том числе, 
функционирующие в индивидуальных T-клетках 
in vivo [33].

Трехмерная укладка некоторых фотобелков спо-
собна существенно изменяться в ответ на поглощение 
света [2, 18, 19]. В оптогенетике это свойcтво исполь-
зуется для воздействия на молекулярные мишени. 
Ярким примером здесь служат белки LOV (Light-
Oxygen-Voltage), крупного семейства светочувстви-
тельных флавопротеинов, обнаруженных в клетках 
растений, грибов и бактерий [34–36]. На основе LOV-
доменов созданы десятки оптогенетических методик 
[2, 18], например, управление генной экспрессией 
[37, 38], модуляция ферментативной активности [39] 
и сигналинга с участием циклических нуклеотидов 
[40], регулирование редактирования генома [41], фо-
тосенсибилизация [42].

Флавопротеины семейства BLUF (sensors of Blue 
Light Using Flavin adenine dinucleotide), имеющие 
в основном бактериальное происхождение, подвер-
гаются подобно LOV-доменам фотоактивации, сопро-
вождаемой структурными перестройками [43–47]. 
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Среди оптогенетических применений этих флавопро-
теинов – система активации транскрипции PICCORO 
[48], фотоактивация аденилатциклаз [49, 50] и гуани-
латциклаз [51].

Отдельную группу оптогенетических эффек-
торов образуют фоторецепторы UVR8, поглощаю-
щие в УФ-диапазоне за счет собственных остатков 
триптофана и задействованные в фотопротекторных 
реакциях у растений [52]. В растительных клетках 
гомодимеры UVR8 диссоциируют под  действием 
ультрафиолета, а  мономеры связываются с  E3-
убиквитинлигазой COP1 [52–56]. Описано примене-
ние этого белка для направленной регуляции транс-
крипции [19, 57, 58] и управления внутриклеточным 
транспортом белков и их секрецией [59]. В оптоге-
нетическом контроле транскрипции находят при-
менение и прокариотические белки семейства ксан-
топсинов [60, 61], несущие ковалентно связанный 
хромофор на основе п-кумаровой кислоты и облада-
ющие необычным фотоциклом [62].

Обратимое светоиндуцируемое взаимодействие 
бактериального фитохрома BphP1 и  его нативно-
го белка-партнера PpsR2 легло в основу еще одной 
платформы для оптогенетических экспериментов 
на основе бактериальных белков [63]. К уникальным 
характеристикам системы BphP1–PpsR2 относят-
ся ее активация в  диапазоне волн ближнего ИК-
излучения (740–780 нм), способность использовать 
в качестве хромофора эндогенный биливердин эука-
риот, включая млекопитающих, а также спектраль-
ная совместимость с оптогенетическими системами 
на основе синего света [63]. Дальнейшее изучение 
системы привело к созданию ее модернизированно-
го варианта, где в качестве партнера BphP1 вместо 
нативного PpsR2 используется белок Q-PAS, полу-
ченный методами генной инженерии [64]. Система 
на основе Q-PAS не имеет ограничений, вызванных 
такими свойствами белка PpsR2, как крупный раз-
мер, мультидоменная структура и склонность к оли-
гомеризации [64].

Систему на  основе бактериального фитохрома 
BphP1 также использовали для оптогенетического 
контроля активности рецепторных тирозинкиназ 
[65]. С  этой целью каталитический домен тропо-
миозиновых киназ TrkA и TrkB, присутствующих 
на клеточной мембране в форме инактивированных 
димеров, слили с фоточувствительным кором BphP1. 
Димеризация BphP1 под воздействием дальнекрас-
ного (640–680 нм) и ближнего инфракрасного (740–
780 нм) излучения активировала киназный димер 
и позволяла обратимо модулировать активность фер-
мента при помощи света [65].

Белки семейства зеленого флуоресцентного белка 
(Green Fluorescent Protein, GFP) широко применя-

ются как полностью генетически кодируемые флу-
оресцентные метки. Вместе с тем, известно несколь-
ко примеров использования GFP-подобных белков 
в оптогенетике. Так, обнаружено, что у обратимо 
фотопереключаемого белка Dronpa одновременно 
с изменением флуоресцентных свойств изменяется 
олигомерное состояние – он мономеризуется после 
облучения синим светом [66]. Это свойство исполь-
зовали для светозависимого включения активности 
целевых белков (например, протеинкиназ), фланки-
рованных с N- и С-концов мономерами Dronpa и не-
активных в темноте из-за стерического блокирова-
ния димером флуоресцентного белка [66, 67]. Другой 
пример – создание фоторазрезаемого белка на основе 
mMaple [68], который характеризуется необратимой 
фотоконверсией из зеленого в красное флуоресцент-
ное состояние. Хотя эта фотоконверсия сопровожда-
ется разрывом полипептидной цепи перед хромофо-
ром, две части белка остаются прочно связанными 
за счет множества нековалентных взаимодействий. 
Получен [69] пермутированный вариант mMaple, на-
званный PhoCl (Photo Cleavable), который спонтанно 
диссоциирует на две части после воздействия светом 
405 нм. PhoCl использовали для создания белков со 
светоиндуцируемой активностью: рекомбиназы Cre, 
транскрипционного фактора Gal4, вирусной проте-
азы HCVp, а также фоторасщепляемого кадгерина, 
для изучения передачи механического натяжения 
между клетками [69, 70].

Отдельным направлением оптогенетики являет-
ся использование фототоксичных белков, т.е. белков, 
которые под действием света производят существен-
ные количества активных форм кислорода (АФК) 
[71, 72]. Наибольшую популярность получили фото-
токсичные белки KillerRed (GFP-подобный красный 
флуоресцентный белок) и miniSOG (флавинсвязыва-
ющий белок на основе LOV-домена), а также их му-
тированные варианты [42, 73–75]. К преимуществам 
таких генетически кодируемых фотосенсибилизато-
ров (по сравнению с обычными – химическими) от-
носится возможность направить их в любые клеточ-
ные компартменты и субкомпартменты с помощью 
белковых сигналов локализации, а на уровне орга-
низма – в целевые клеточные популяции с помощью 
тканеспецифических или индуцируемых промото-
ров. Локальная продукция АФК позволяет направ-
ленно влиять на биологические системы, например, 
инактивировать целевые белки [73, 76], запускать 
различные пути клеточной гибели [77–79], вносить 
повреждения в геномную ДНК [80], уничтожать це-
левые клетки в модельных организмах [81–83].

В  конструировании оптогенетических систем 
широко применяется белковая инженерия [2, 18], 
что позволяет не только встраивать молекулы эф-
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фектора в контекст целевых внутриклеточных вза-
имодействий, но и адаптировать их функционирова-
ние к выполнению конкретной экспериментальной 
задачи. Подобную адаптацию можно проиллюстри-
ровать на примере optobody – оптогенетически акти-
вируемого внутриклеточного антитела (Intracellular 
antibody, intrabody, iB), построенного на основе моди-
фицированных LOV-доменов (а именно, так называе-
мых Magnets – химерных вариантов фоторецептора 
Vivid, способных к светозависимой гетеродимери-
зации [84]) и фрагментов наноантитела к GFP [85]. 
Составной оптогенетический инструмент на основе 
рекомбинантных iBs был использован для обратимой 
регуляции активности эндогенных белков в клетках 
млекопитающих [86]. Направляя эффекторы двух 
оптогенетических систем (BphP1-Q-PAS, чувстви-
тельной к ближнему ИК-излучению, и LOV, акти-
вируемой синим светом) с помощью флуоресцентно 
меченного iB, можно воздействовать на функциони-
рование эндогенного актина и GTP-азы RAS [86].

Выделяют две группы оптогенетических манипу-
ляций по их молекулярному механизму: аллосте-
рические, где светочувствительный домен влияет 
на ферментативную активность или доступ к сай-
ту связывания субстрата, и димеризационные, т.е. 
связанные со светозависимым изменением олиго-
мерного статуса эффекторных доменов, влияющим 
на активность целевых белков в составе химерной 
молекулы. Возможны и комбинации двух подходов 
[18]. Как мы проиллюстрировали выше, такое кос-
венное участие оптических эффекторов применяет-
ся в широком спектре модельных систем, однако оно 
не характерно для нейробиологической оптогенети-
ки. Для контроля активности электровозбудимых 
клеток используют эффекторные молекулы, ока-
зывающие прямое воздействие на физиологический 
статус клеток.

Оптогенетика в нейробиологии
Активность электровозбудимых клеток тесно связа-
на с электрическим потенциалом на их плазматиче-
ской мембране [87]. Он создается, в частности, благо-
даря функционированию управляемых потенциалом 
селективных ионных каналов, т.е. каналов, пропуска-
ющих определенные ионы при определенном уров-
не поляризации мембраны [87]. Благодаря наличию 
трансмембранного градиента ионов, к которым по-
тенциал-зависимые каналы селективны (в первую 
очередь, Na+, K+, Cl-), происходит кратковременный 
сдвиг мембранного потенциала, называемый потен-
циалом действия. При  деполяризации мембраны 
ниже порогового уровня или при ее гиперполяриза-
ции возникающий ток быстро затухает или интегри-
руется с другими ионными токами, что может, в за-

висимости от направления интегрируемых токов, 
инициировать или наоборот препятствовать возник-
новению нового потенциала действия. Таким образом, 
путем изменения величин трансмембранных ионных 
токов и соотношения количеств ионов внутри и сна-
ружи клетки можно управлять функциональной 
активностью клеток, используя различные ионные 
транспортеры.

Первое сообщение об активации нейронов светом 
датируется 1971 годом, когда обнаружили, что ла-
зерное излучение способно неспецифически возбуж-
дать нервные клетки в тканях моллюска аплизии 
[88]. Способность генетически кодируемых эффек-
торных молекул влиять на трансмембранные ион-
ные токи при активации светом впервые наблюдали 
при гетерологической экспрессии бактериородоп-
сина в ооцитах Xenopus laevis [89]. В этой же систе-
ме показана индукция фототоков при  экспрессии 
канального родопсина 1 (channelopsin-1) [90], рети-
нальсодержащего протонного канала из зеленой од-
ноклеточной водоросли Chlamydomonas reinhardtii. 
Примечательно, что этот фоторецептор, обладаю-
щий высокой гомологией с бактериородопсинами, 
играет роль в фототаксисе клеток водоросли [91]. 
Позже была осуществлена функциональная экспрес-
сия канального родопсина 2 (ChR2) из C. reinhardtii 
в клетках млекопитающих, описана его активность 
как светозависимого катионного канала, способно-
го деполяризовать клеточную мембрану [92]. Один 
из первых примеров применения оптогенетическо-
го инструмента для  стимуляции нейронов связан 
с экспрессией родопсина из Drosophila в первичной 
культуре нейронов крысы [93]. В этом случае, одна-
ко, минимальный набор трансгенов, обеспечиваю-
щий функционирование эффектора, составлял три 
кодирующие последовательности (собственно родоп-
син, аррестин-2 и α-субъединица G-белка), латент-
ность электрических ответов – от сотен миллисекунд 
до секунд, а сам эксперимент требовал добавления 
к клеткам раствора ретиналя. Наконец, почти одно-
временно в четырех работах показано управление 
нейрональной активностью с помощью однокомпо-
нентных оптогенетических эффекторов на основе 
канального родопсина 2 (ChR2) [94–97]. С методоло-
гической точки зрения эти работы являются фунда-
ментом современной нейробиологической оптогене-
тики. Примечательно, что эффективность канального 
родопсина позволила уже в ранних экспериментах 
использовать сложные модельные системы, в частно-
сти, управлять поведением нематоды Caenorhabditis 
elegans [96] и частично восстанавливать зрительную 
чувствительность трансгенных мышей с дегенера-
тивными нарушениями сетчатки [97]. В этих пио-
нерских работах описано высокое пространственное 
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и  временное разрешение активации: сообщается 
о стимуляции в миллисекундной временной шкале 
[94] или с частотами до 20 Гц [96], а также о возмож-
ности прицельного воздействия на тонкие субклеточ-
ные структуры нейронов. 

Эффекторные молекулы
Итак, важнейшим классом эффекторных молекул 
в оптогенетике электровозбудимых клеток служат 
родопсины [1, 3, 98, 99] (разнообразие родопсинов 
проиллюстрировано на рис. 1). Эти светочувстви-
тельные трансмембранные белки несут хромофор-
ную группу на основе ретиналя, которая в форме 
протонированного основания Шиффа ковалентно 
(через остаток лизина) пришита к седьмой транс-
мембранной спирали белкового остова [100, 101]. 
Родопсины образуют два независимых семейства – 
микробные родопсины (или родопсины типа 1) и ро-
допсины животных (или родопсины типа 2). Несмотря 
на структурное сходство, представители родопси-
нов этих двух типов характеризуются чрезвычайно 
низкой гомологией аминокислотных последователь-
ностей, возникнув, по-видимому независимо, в ре-
зультате конвергентной эволюции [102]. Родопсины 
типа 2 известны прежде всего как зрительные пиг-
менты, специфически экспрессирующиеся в клетках 
(палочках) сетчатки животных, однако белки этого 
семейства вовлечены и в другие физиологические 
процессы как связанные, так и не связанные с фото-
рецепцией [100, 102]. Механизм трансдукции сигнала 
при фоторецепции является важной отличительной 
особенностью родопсинов типа 2. Так, зрительный 
(палочковый) родопсин вовлекает в свой функцио-
нальный цикл как минимум три цитоплазматиче-
ских белка: G-белок трансдуцин, родопсинкиназу 
и аррестин. Это обстоятельство затрудняет исполь-
зование родопсинов животных в гетерологических 
системах и тем самым снижает их ценность как оп-
тогенетических эффекторов. Микробные родопси-
ны обнаружены в археях, бактериях, эукариотиче-
ских микроорганизмах (водорослях и грибах) и даже 
в составе гигантских вирусов [100–105]. Молекулы 
этого семейства выполняют широкий спектр функ-
ций, связанных со светочувствительностью: свето-
зависимая ферментативная активность, фоторе-
цепция, транспорт ионов [100, 103, 106]. Родопсины, 
участвующие в транспорте ионов, в свою очередь, 
подразделяются по принципу функционирования 
на ионные помпы и каналы. Именно ионтранспор-
тирующие родопсины, способные создавать токи 
в клеточной мембране и изменять ее поляризацию, 
применяются в оптогенетике в качестве эффекто-
ров (рис. 1). Среди микробных родопсинов дикого 
типа к ним относятся бактериородопсины, протон-

ные помпы, выкачивающие эти катионы из клетки; 
галородопсины, хлоридные помпы, закачивающие 
Cl- в клетку, и канальные родопсины – катионне-
селективные каналы, проводящие через мембрану 
ионы H+, Na+, K+ и Ca2+ [3, 107, 108]. Белки первых 
двух групп при фотоактивации (зеленым и желтым 
светом соответственно) вызывают гиперполяриза-
цию мембраны, что в случае электровозбудимых кле-
ток приводит к угнетению потенциала действия, вы-
ступая тем самым в роли ингибиторных эффекторов 
[107] (рис. 1). Канальные родопсины, поглощая синий 
свет, напротив, деполяризуют мембрану и способ-
ствуют возбуждению нервных клеток. Разрешение 
пространственной структуры канальных родопсинов 
[109] позволило применить принципы рационального 
дизайна при разработке химерных вариантов этих 
белков и изменить селективность ионной поры с ка-
тионной на анионную [110, 111], расширив репертуар 
оптогенетических ингибиторов. Чуть позже были об-
наружены и природные канальные родопсины, про-
водящие хлорид-анион [112]. Помимо отмеченных 
выше ингибиторных канальных родопсинов, метода-
ми белковой инженерии разработана целая палитра 
искусственных вариантов канальных родопсинов, оп-
тимизированных для решения частных оптогенети-
ческих задач. Сюда относятся «быстрые» канальные 
родопсины (например, ChETA, ChIEF, Chronos), по-
зволяющие, в частности, производить высокочастот-
ную (до 200 Гц) стимуляцию нейронов [1, 113–115], 
так называемые step-function-опсины [116], харак-
теризующиеся существенно увеличенным временем 
инактивации и позволяющие при малой продолжи-
тельности светового стимула сравнительно долго 
поддерживать соответствующий трансмембранный 
ток (существуют варианты как вызывающие деполя-
ризацию мембраны [117], так и ингибиторные, гипер-
поляризующие [110]).

Канальные родопсины дикого типа активируются 
синим светом, который плохо проникает в толщу био-
логической ткани и может быть токсичным для ней-
ронов. Кроме того, синим светом возбуждается 
большинство существующих флуоресцентных инди-
каторов катионов кальция, которые могут использо-
ваться совместно с оптогенетическими инструмен-
тами. В этой связи был разработан ряд спектрально 
оптимизированных вариантов канальных родопсинов 
с максимумами поглощения, сдвинутыми в красную 
область (к ним относятся VChR1, C1V1, Chrimson, 
ReaChR и др.) [1, 114, 117–120] (рис. 1). Родопсины 
с искусственно измененной катионной проницаемо-
стью представлены, в частности, таким вариантом, 
как CatCh (calcium-translocating channelrhodopsin), 
предпочтительно проводящим ионы Са2+ и востребо-
ванным в исследованиях, посвященных кальциево-
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му сигналингу [121]. Кроме того, у морских бактерий 
открыты уникальные родопсины, функционирую-
щие как Na+-помпы [122], на основе которых удалось 
создать селективные переносчики катионов калия, 
рубидия и цезия [123, 124]. Недавно был предложен 
изящный метод генно-инженерной модификации 
мутанта ChR2, приводящий к инверсии топологии 
встройки этого белка в клеточную мембрану и изме-

нению эффекта его фотоактивации с активирующего 
на ингибирующий [125, 126].

Последние несколько лет были насыщены от-
крытиями новых групп и даже целых семейств ро-
допсинов, которые могут рассматриваться как пер-
спективные оптогенетические инструменты. Так, 
канальные родопсины Gt_CCR1–4 жгутиковой одно-
клеточной водоросли Guillardia theta, представляю-

Рис. 1. Разнообразие родопсинов и их использование в оптогенетике. В верхнем ряду – четыре крупнейших 
семейства природных родопсинов. Во втором ряду сверху – основные группы микробных родопсинов. Ниже – 
химерные канальные родопсины (слева) и производные родопсинов высших многоклеточных животных (справа), 
оптимизированные для выполнения специальных оптогенетических задач. В двух верхних рядах серым цветом 
показаны семейства/типы родопсинов, пока не нашедшие применения в оптогенетике; спектральными цвета-
ми – задействованные в оптогенетике. Для химерных молекул введена цветовая дифференциация в связи с их 
функциональными особенностями (расшифровка цветовой легенды в нижней части рисунка)
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щие собой светочувствительные катионные каналы, 
оказались структурно ближе к  родопсинам гало-
архей, чем к «классическому» ChR2 [106, 127, 128]. 
Недавно показали, что Gt_CCR4, имеющий схожую 
с ChR2 кинетику активации/инактивации, облада-
ет существенно большей светочувствительностью, 
а также большей селективностью в отношении кати-
онов натрия [106, 129]. В 2018 году методами функ-
циональной метагеномики открыли совершенно но-
вое семейство родопсинов – гелиородопсины [103]. 
Эти белки, как и родопсины типа 1, связывающие 
ретиналь в стереоконформации all-trans, широко 
распространены и обнаруживаются в археях, бак-
териях, микроводорослях и  их вирусах. Данные 
о  пространственной структуре гелиородопсинов 
[130, 131] подтверждают их структурное родство 
с бактериородопсинами и необычную, «переверну-
тую» относительно других родопсинов, ориентацию 
в мембране (с цитоплазматическим N- и внеклеточ-
ным С-концом, рис. 1). Биологическая функция этих 
пигментов пока неизвестна, однако неспособность 
гелиородопсинов к переносу ионов и их сравнитель-
но медленный (в секундной шкале) фотоцикл свиде-
тельствуют в пользу их фоторецепторной роли [103]. 
Наличие структурных данных высокого разрешения 
позволяет надеяться, что гелиородопсины в ближай-
шем будущем станут объектом белковой инжене-
рии, направленной, в том числе, на оптимизацию их 
молекул для нужд оптогенетики. Потенциальными 
оптогенетическими активаторами могут стать пред-
ставители двух семейств светозависимых протонных 
помп – ксенородопсины [132] и шизородопсины [133]. 
Интересно, что белки обоих семейств закачивают 
протоны внутрь клетки, что отличает их от ранее 
описанных бактерио- и археородопсинов, осущест-
вляющих транспорт H+ в обратном направлении. 

Наконец, самобытный класс оптогенетических ин-
струментов составляют химерные светочувствитель-
ные G-белок-сопряженные рецепторы (Opto GPCRs), 
например, optoXR. Эти молекулы построены на осно-
ве родопсинов типа 2 (зрительные родопсины живот-
ных), в которых внутриклеточные петли родопсина 
заменены петлями, например, из адренергического 
или дофаминового рецепторов [134, 135]. В этом слу-
чае фотостимуляция родопсина может инициировать 
в клетках различные внутриклеточные сигнальные 
каскады в зависимости от типа рецептора-«донора» 
внутриклеточных петельных участков (рис. 1) [136–
139]. Подробнее о работах, связанных с Opto GPCR, 
можно узнать из специализированных обзоров [5].

Биофизические свойства родопсинов, применяе-
мых в оптогенетике, детально изучены [100, 140, 141]. 
Так, разрешены трехмерные структуры канальных 
родопсинов из C. reinhardtii [109, 142], а фотоцикл 

микробных родопсинов исследован не только метода-
ми времяразрешенной спектроскопии [100], но и вре-
мяразрешенного рентгеноструктурного анализа [143, 
144] (подробное их описание выходит за рамки насто-
ящего обзора). Стоит, однако, упомянуть два факта, 
принципиальных для оптогенетического применения 
микробных родопсинов: (i) все родопсины типа 1 ис-
пользуют в качестве хромофора ретиналь в форме 
all-trans-стереоизомера. Успешное развитие так на-
зываемой однокомпонентной (т.е. использующей эф-
фектор, кодируемый одним трансгеном) оптогенети-
ки во многом предопределяется наличием в нервных 
тканях позвоночных достаточного количества эндо-
генного ретиналя, исключающим добавление этого 
кофактора извне [145]; (ii) в ходе фотоцикла ретиналь 
фотоизомеризуется в 13-цис-конформацию и затем, 
оставаясь ковалентно связанным с белковым осто-
вом, спонтанно возвращается в прежнее all-trans-
состояние [108]. Отсутствие в этом процессе стадии 
диссоциации определяет возможность многократного 
задействования эффекторной молекулы, а его про-
текание во временной шкале 10–20 мс – высокое вре-
менное разрешение оптической стимуляции. 

Оптогенетический эксперимент
Согласно свидетельствам ключевых исследователей, 
участвовавших в развитии методов нейробиологиче-
ской оптогенетики, примерно 5 первых лет ее разви-
тия были посвящены разработке и отладке методик 
оптогенетического эксперимента [3]. Помимо выбора 
удачных фотоэффекторных молекул (см. предыду-
щий раздел), важную роль здесь играет доставка 
трансгена в целевую модельную систему и конструк-
тивные особенности постановки эксперимента. Здесь 
мы кратко остановимся на этих аспектах.

В самом общем виде стратегии доставки и реали-
зации генетического материала родопсиновых эф-
фекторов могут быть сведены либо к транзиентной 
экспрессии в специфических популяциях нервных 
клеток с помощью вирусных векторов, несущих гены 
родопсинов [3], либо к стабильной экспрессии этих 
генов в мозгу трансгенных животных [3, 146–148]. 
В первом случае, как правило, вирусные частицы 
вводят в мозг животного. Если в ранних оптогене-
тических работах предпочтение отдавалось ретро-
вирусным векторам, то сейчас чаще всего применя-
ют высокие титры аденоассоциированных вирусов 
(AAV), последовательности геномов которых зача-
стую оптимизированы для  обеспечения высокого 
уровня экспрессии в специфических типах клеток 
мозга [1]. В  последние несколько лет для  так  на-
зываемой ретроградной (т.е. направленной к телам 
пресинаптических нейронов) таргетной экспрессии 
родопсинов используют модифицированные вирусы 
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бешенства [149, 150]. С целью увеличения селектив-
ности «мечения» при гетерологической экспрессии 
родопсинов используют промоторы, специфичные 
для определенного типа клеток [1, 3] (например, про-
мотор гипокретина (Hcrt) [151]). В экспериментах 
на живых срезах мозга эмбрионов трансген мож-
но доставлять с помощью электропорации in utero, 
а  в  организме трансгенных животных родопсин 
экспрессируется с  рождения. Увеличение специ
фичности оптогенетической стимуляции, эффек-
тивное как при транзиентной, так и при стабильной 
экспрессии родопсинов, может обеспечиваться гене-
тическими манипуляциями с использованием сайт-
специфической рекомбинации [1, 3]. Так, рекомбина-
зы типа Cre или Flp, которые могут быть доставлены 
в мозг отдельным вектором или стабильно экспресси-
роваться в клетках трансгенных животных, позволя-
ют с высокой селективностью включать/выключать 
экспрессию гена фотоэффектора в исследуемых кле-
точных популяциях [152].

Тканевая и клеточная специфичность оптогене-
тики применительно к стимуляции интактного моз-
га экспериментальных животных обеспечивается 
сочетанием генетического подхода (специфичной 
таргетированной экспрессии) и аппаратных реше-
ний для  прецизионного оптического воздействия. 
Так, «подача» света в головной мозг обеспечивается 
при помощи оптоволоконного кабеля, закрепленного 
на черепе животного, через имплантированную оп-
тическую канюлю. Фиброоптический нейроинтер-
фейс – одно из ключевых технологических решений, 
обеспечивающих успех оптогенетического подхода 
[151, 153, 154]. Наиболее актуальная разработка в об-
ласти нейроинтерфейсов для свободно движущихся 
животных – автономные беспроводные имплантаты 
[155–157].

Важным аспектом экспериментов по оптическому 
манипулированию нейрональной активностью яв-
ляется контроль результатов стимуляции на уровне 
отдельных клеток и клеточных популяций. Наряду 
с классическими подходами к прямому мониторингу 
электрической активности (например, patch-clamp), 

часто ограниченно применимыми при стимуляции 
интактного мозга, здесь могут использоваться флуо-
ресцентные методы, такие, как визуализация генети-
чески кодируемых индикаторов кальция и мембран-
ного потенциала [1, 3]. Некоторые авторы относят 
к оптогенетическим инструментам не только фотоэф-
фекторные молекулы, но и флуоресцентные индика-
торы для нейробиологии [158, 159]. Получила разви-
тие концепция совмещения оптической стимуляции 
и мониторинга нейрональной активности в рамках 
одного эксперимента, или  полностью оптическая 
электрофизиология (all-optical electrophysiology) [4, 
158, 160].

Современное применение
Уникальная особенность оптогенетического подхо-
да – его универсальная применимость в модельных 
системах разной сложности (рис. 2). Этот подход ис-
пользуется в изучении всех уровней организации 
нервной системы: на культуре нейронов in cellulo, 
на живых срезах мозга ex vivo, in vivo на целом мозге 
(в том числе бодрствующих свободнодвигающихся 
млекопитающих) [159, 161]. Молекулы, опосредую-
щие оптическую стимуляцию, могут быть достав-
лены в  большинство высокоспециализированных 
типов клеток нервной системы и в их субклеточные 
компартменты, а функциональные параметры, кото-
рые отслеживаются по результатам оптогенетиче-
ской стимуляции, варьируют от электрической ак-
тивности единичной возбудимой клетки до влияния 
на высшие поведенческие функции млекопитающих, 
обучение, память и т.д.

Оптогенетические инструменты позволили нейро-
биологам контролировать активность нейронов и кле-
ток нейроглии с высоким временным и простран-
ственным разрешением. Это преимущество метода 
особенно важно при изучении физиологии тканей in 
vivo и поведения животных. Разрешение, свойствен-
ное оптогенетическим инструментам, не могло быть 
достигнуто ранее при использовании других нейро-
биологических методов, например, при глубокой сти-
муляции мозга (deep brain stimulation, DBS) или пу-

Рис. 2. Применение оптогенетики на разных уровнях организации нервной системы. Схематически показана 
фотоактивация родопсинов (слева направо): в синаптической терминали аксона, в единичном нейроне in cellulo, 
в нейрональной популяции in cellulo, в срезе нервной ткани ex vivo, в мозгу живой и свободнодвижущейся мыши 
in vivo. Адаптировано из [159]
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тем введения различных препаратов. Появление 
оптогенетических методов в арсенале нейробиологов 
способствовало значительному прогрессу в понима-
нии формирования и функционирования нейронных 
сетей и сигнальных путей в мозгу млекопитающих 
[1, 3, 162]. Оно дало возможность выявить причин-
но-следственные связи между клеточной активно-
стью и функциональным ответом, в частности, в экс-
периментах по изучению связи между активностью 
нейронных сетей и спецификой поведения животных 
[163], получить новую информацию о различных по-
веденческих паттернах в норме и при патологии [164, 
165]. 

Мелкие грызуны (мыши и крысы) – главный мо-
дельный объект нейробиологических исследований, 
в которые вовлечены инструменты оптогенетики. 
Опубликованы сотни работ, посвященных изучению 
нейрональных ансамблей, сетей, ритмической дея-
тельности мозга, передачи, запоминания и хране-
ния информации в мозгу, обучения, синаптической 
пластичности, нейрогенеза, регуляции двигательной 
активности, голода и жажды, сна и бодрствования, 
органов чувств, биологических ритмов, дыхательной 
деятельности, социального поведения этих животных 
[1, 3, 6, 148, 164, 166, 167]. Вовлечен оптогенетический 
арсенал и в изучение нейробиологии рыб [168], птиц 
[169], приматов [170, 171]. Разумеется, огромный ин-
терес представляет применение микробных родоп-
синов в медицине и изучении физиологии высшей 
нервной деятельности человека. Здесь можно выде-
лить несколько тесно перекликающихся направле-
ний исследований: это изучение механизмов нейро-
дегенеративных заболеваний (болезни Альцгеймера 
[172, 173] и Паркинсона [174, 175], эпилепсии [176] 
и др.), психических нарушений и болезней сердца 
на моделях животных и нейронов человека, поиск 
подходов к диагностике этих патологий на основа-
нии полученных данных и  скрининг химических 
веществ, потенциально пригодных для их терапии 
[3, 158]. Наконец, разрабатываются подходы к непо-
средственному терапевтическому применению опто-
генетического инструментария. В настоящий момент 
в США проводятся два клинических исследования 
в области генной терапии восстановления зрения 
с помощью канальных родопсинов [177]. В ближай-
шей перспективе – лечение эпилепсии [176] и нару-
шений слуха [178].

Ограничения метода
Парадоксально, но именно необычайная широта ох-
вата и эффективность оптогенетического подхода 
заставляют исследователей уделять существенное 
внимание его недостаткам и  ограничениям. Речь 
в данном случае идет не об абстрактных изъянах ме-

тодики, которую могут воспроизвести всего несколь-
ко лабораторий в мире, а об инструменте, ставшем de 
facto стандартом для десятков научных направлений.

Здесь мы приведем перечень наиболее значимых 
проблем однокомпонентной оптогенетики:

• Экспрессия микробных родопсинов с ограни-
чениями применима при работе с беспозвоночными. 
Как уже упомянуто, нейроны млекопитающих со-
держат достаточное количество ретиналя для вклю-
чения в состав гетерологически экспрессируемых 
родопсинов, но  в  таких моделях, как  Drosophila 
или Caenorhabditis, требуется как минимум добав-
ление ретиналя в рацион экспериментальных жи-
вотных [3].

• Спектральный репертуар микробных родопси-
нов (во всяком случае, если отдельно рассматривать 
активирующие и ингибирующие молекулы) доста-
точно беден. Даже у новых вариантов канальных ро-
допсинов с максимумами поглощения, смещенными 
в красную область, велико спектральное перекрыва-
ние с пигментами дикого типа. И хотя потенциально 
использование нескольких эффекторов с отличаю-
щимися профилями активации позволяет селективно 
возбуждать отдельные популяции нейронов в мозгу 
[179], на практике эта возможность применяется ред-
ко.

• Сверхэкспрессия микробных родопсинов в нерв-
ной ткани может негативно сказываться на физио-
логии нейронов [180], а их активация синим светом 
потенциально фототоксична.

• Несомненное ограничение метода представляет 
необходимость использования сложных фиброоп-
тических устройств, закрепляемых на черепе жи-
вотных. Методики облучения тканей мозга без спе-
циального интерфейса [181, 182] оказались менее 
эффективными и пока не получили широкого рас-
пространения [3].

• Наконец, интенсивность оптогенетической 
стимуляции (как возбуждения, так и торможения 
нейронов) не всегда можно точно контролировать, 
и она может выходить за физиологические пределы. 
Проблема осложняется неоднородностью экспрессии 
эффектора и распределения световой энергии в тка-
ни мозга, а в глубине ткани прецизионная стимуля-
ция и вовсе невозможна [159].

Во II части обзора мы познакомим читателя с аль-
тернативными подходами к специфической нейро-
стимуляции – термогенетикой и хемогенетикой. 
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РЕФЕРАТ В ответ на терапевтическое ионизирующее излучение в опухолевых клетках активируются меха-
низмы выживания, что снижает эффективность лечения. В становлении радиорезистентности ключевую 
роль играют p53, p63 и p73, составляющие семейство белков-регуляторов многочисленных путей передачи 
внутриклеточных сигналов. В обзоре анализируются р53-зависимые и -независимые механизмы преодо-
ления устойчивости опухолевых клеток к лучевому воздействию.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА белки семейства p53, гибель клеток, радиорезистентность, лучевая терапия, злокаче-
ственные опухоли.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход; NF-κB – ядерный фактор каппа В; 
CDK – циклинзависимая киназа; TAp63/73 – изоформы p63/p73 с N-концевым доменом трансактивации 
(ТА); ΔNp63/73 – изоформы p63/p73 c делецией N-концевого домена трансактивации.
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ВВЕДЕНИЕ
Ионизирующее излучение – от  первоначального 
применения фотонов до современных источников 
частиц (протоны, электроны, нейтроны, атомы угле-
рода) – важнейший метод терапии опухолей. Его эф-
фективность подтверждается на протяжении более 
полувека. Вместе с тем, нерешенной остается про-
блема устойчивости опухолевых клеток к ионизиру-
ющему воздействию – первичная и приобретенная 
в процессе лечения. Как и лекарственная резистент-
ность, устойчивость к лучевому воздействию явля-
ется неблагоприятным прогностическим фактором 
для эффективности терапии. Причины устойчивости 
к лучевым воздействиям многообразны. В настоящем 
обзоре проанализированы молекулярные механиз-
мы, формирующие комплексный ответ опухолевых 
клеток на терапевтическое облучение гамма-фото-
нами. Важно, чтобы ответ приводил к гибели клеток, 
а не к «ускользанию», результатом которого могут 
стать выживание клеток и формирование рецидив-
ной радиоустойчивой опухоли.

Первичной причиной повреждения опухолевых 
клеток после ионизирующего излучения считают 
генотоксический эффект – нарушение структуры 
и функций ДНК. Этот эффект может вызываться 
прямым разрушением молекулярных связей вслед-

ствие ионизации атомов в  ДНК или  происходить 
опосредованно – в результате радиолиза воды. В по-
следнем случае взаимодействие энергии излучения 
с молекулами воды формирует реакционноспособные 
радикалы, вызывающие одно- или двухцепочечные 
разрывы ДНК. При этом может изменяться экспрес-
сия генов, продукты которых регулируют гомеостаз 
[1–3]. Таким образом, биологический результат об-
лучения реализуется через регуляцию транскрип-
ции генов. Именно пластичность – общее свойство 
живых систем, особенно выраженное в опухолевых 
клетках, – позволяет перестроить (перепрограмми-
ровать) транскрипционный аппарат для приспосо-
бления к стрессовому воздействию. Закономерно, 
что первичным и важнейшим сенсором, регулирую-
щим ответ клетки на лучевое повреждение ДНК, ока-
зывается транскрипционный белок p53 [4, 5] – про-
тотип семейства, в которое входят p63 и p73. Белки 
этого семейства регулируют ответ клеток на облуче-
ние, определяя баланс выживаемости и гибели [6–8].

Исследования семейства p53 начинаются с 1979 
года, когда независимыми группами был открыт бе-
лок, образующий комплекс с известным, ассоцииро-
ванным с опухолями белком – большим Т-антигеном 
полиомавируса SV40 [9]. Новый белок рассматри-
вали как вспомогательный для малигнизации кле-
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ток вирусом SV40 и экспрессии t- (small) и T- (large) 
антигенов вируса в  клетках хозяина. Тогда  же 
была получена сыворотка, содержавшая неизучен-
ный фактор с молекулярной массой 53–54 кДа [10]. 
Наступила эра p53: открывались все новые и новые 
функции этого белка, среди которых были регуля-
ция клеточного цикла и баланса выживания–гибели 
клеток, контроль возникновения и прогрессии опу-
холей. Из  рядового регулятора клеточной транс-
формации p53 и опосредуемые им процессы стали 
одной из главных тем современной молекулярной 
онкобиологии [11]. Проблема не теряет актуальность 
и сейчас: новые механизмы ответа опухолевых кле-
ток на ионизирующее излучение и, главным образом, 
механизмы радиорезистентности невозможно иссле-
довать вне значимости семейства р53.

Решена ли проблема за десятилетия исследова-
ний? Что остается неясным в обширном круге вопро-
сов о роли семейства р53 как главного молекулярно-
го механизма в реакциях клеток на ионизирующее 
излучение? В настоящем обзоре проанализированы 
сведения о белках семейства р53 как регуляторах 
(сенсорах) терапевтических фотонов. Эти механиз-
мы определяют судьбу облученной клетки – гибель 
или радиоустойчивость.

СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ БЕЛКОВ СЕМЕЙСТВА p53
Белок p53 (393 а.о.) состоит из пяти доменов, главные 
из которых – домены активации, связывания ДНК 
и тетрамеризации [12, 13]. Экспрессия гена р53 и ак-
тивность белка р53 регулируются различными стрес-
совыми сигналами, основным (но не единственным) 
из которых является повреждение ДНК. После одно- 
или двухцепочечных разрывов в ДНК, образовав-
шихся вследствие лучевого воздействия на клетки, 
протеинкиназы АТМ и ATR активируют транскрип-
ционную компетентность р53 посредством фосфори-
лирования по остатку серина в положении 15 [14, 15]. 

Два других белка семейства – p63 и p73 – име-
ют схожие с р53 домены. Все три белка регулиру-
ют транскрипцию в  виде гомотетрамеров [16, 17]. 
Активация р73 происходит при ионизирующем из-
лучении, воздействии ДНК-повреждающих лекар-
ственных соединений и препаратов, нарушающих 
динамику микротрубочек через пути, регулируемые 
тирозинкиназой c-Abl [18]. Судя по всему, суще-
ствует кооперация между c-Abl и активацией апоп-
тоза белком p73 [19]. Об особенностях функций р63 
известно гораздо меньше. Отмечено, что этот белок 
также может активироваться в ответ на УФ- и гам-
ма-облучение и опосредует апоптоз даже при инак-
тивированном р53 [20], а усиление экспрессии p63 
в некоторых типах опухолей снижает чувствитель-
ность клеток к  ионизирующему излучению [21]. 

Учитывая высокую степень структурного сходства 
белков семейства, полноразмерные p73 и p63 могут 
связываться и активировать транскрипцию боль-
шинства p53-зависимых промоторов [22].

МУТАЦИИ И ИЗОФОРМЫ БЕЛКОВ СЕМЕЙСТВА р53 
В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ
Нарушения функций белков семейства р53 могут 
возникать в результате мутаций генов TP53, TP63, 
TP73 или генов, продукты которых участвуют в мо-
дификации этих белков, например, протеинкиназ, 
фосфорилирующих р53 (Cdc2, JNK1, протеинкиназа 
C) [23]. Ген р53 кодирует девять изоформ белка (p53, 
p53β, p53γ, Δ133p53, Δ133p53β, Δ133p53γ, Δ40p53, 
Δ40p53β и Δ40p53γ); это разнообразие определяется 
альтернативным сплайсингом мРНК, альтернатив-
ным использованием промотора или сайтов инициа-
ции трансляции [24]. Анализ биоптатов 29346 опухо-
лей различной тканевой принадлежности показал, 
что большинство из них несут мутантный p53 (рис. 1). 
Большая часть нарушений функций р53 в опухоле-
вых клетках происходит из-за миссенс- и/или точеч-
ных мутаций; встречаются также делеции и ошибки 
сплайсинга [25]. Около 15% мутаций р53 это мутации 
сдвига рамки считывания или нонсенс-мутации [26]. 
В большинстве опухолей мутации TP53 приходят-
ся на экзоны 5–8, кодирующие ДНК-связывающий 
домен. Вследствие этого 80% миссенс-мутаций р53 
связано с проонкогенной функцией [27, 28]. 

Основное отличие большинства мутантных форм 
от р53 дикого типа, время полужизни которого в по-
коящихся клетках не превышает 5–10 мин, – повы-
шенная стабильность из-за нарушения отрицатель-
ной обратной связи с Е3-лигазой Mdm2 и связывания 
с Hsp90 и Hsc70, что стабилизирует p53 и приводит 
к его накоплению в клетках [29, 30] Важно, что му-
тантный p53 способен образовывать олигомерные 
комплексы с p53 дикого типа. Это связывание может 
инактивировать нормальный белок и объясняет, по-
чему мутантный р53 способен трансформировать 
клетки в присутствии белка дикого типа [31].

Известно широкое разнообразие изоформ двух 
других белков семейства: гены p63 и  p73 имеют 
внутренний промотор в интроне 3 и, благодаря аль-
тернативному сплайсингу, экспрессируют 6 и 35 
вариантов мРНК соответственно. Ген p63 локализо-
ван в области 3q27-ter; с него экспрессируются три 
С-концевые изоформы – α, β, γ, образующиеся в ре-
зультате альтернативного сплайсинга. Ген p73 рас-
положен в локусе 1p36; его альтернативно сплай-
сированные транскрипты кодируют С-концевые 
изоформы α–η [32]. мРНК р63 и р73 могут транскри-
бироваться с дистального и внутреннего (в интроне 
3) промоторов. Дистальный промотор регулирует 
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экспрессию TAp63 и TAp73 (трансактивационные 
домены имеют гомологию c p53), тогда как с вну-
треннего промотора транскрибируются изоформы 
ΔNp63 и  ΔNp73 – укороченные по  N-концу (ΔN) 
белки с свойствами, противоположными свойствам 
изоформ p63/TAp73 [33]. Эти результаты свиде-
тельствуют о необычайном разнообразии семейства; 
не  удивительно, что  рассматриваемая проблема 
не только не теряет актуальность, но приобретает 
новые уровни сложности.

ОТВЕТЫ НА ТЕРАПЕВТИЧЕСКОЕ ИОНИЗИРУЮЩЕЕ 
ИЗЛУЧЕНИЕ

Белок p53
Как  сказано выше, p53 активируется в  ответ 
на стрессовые воздействия, главным образом, на по-
вреждения ДНК, вызванные окислительным стрес-
сом, ионизирующим излучением и др. С участком 
повреждения молекулы ДНК связываются белки, 
активирующие протеинкиназы АТМ (мутирова-
на при  атаксии-телеангиэктазии) и  ATR (ATM- 
и Rad3-связанная) [34]. Последние, в свою очередь, 
активируют протеинкиназы «контрольных точек» 
(checkpoints) Chk1 и Chk2, фосфорилирующие p53 
по остаткам Ser15. Активация p53 приводит к ин-
дукции его функционального антагониста Mdm2. 
Связывание Mdm2 с  N-концом p53 способствует 
моноубиквитинированию p53 и ядерному экспорту 

или полиубиквитинированию и гидролизу p53 в про-
теасоме [35, 36]. На рис. 2 представлена обобщенная 
схема внутриклеточных ответов на ионизирующее 
излучение с участием белков семейства p53.

«Выбор» между выживанием или гибелью клетки 
регулируется посттрансляционными модификация-
ми р53 и его изоформ, белками-партнерами и набо-
ром активируемых генов [37]. Белок р53 активирует 
транскрипцию p21Cip1/Waf1 – блокатора фазы G

1
, инги-

бирующего связывание циклинов A и B с протеинки-
назами CDK1 и CDK2 [38, 39]. О роли р53 в регуляции 
S-фазы известно недостаточно. В S-фазе Chk2 фос-
форилирует фосфатазу CDC25A, что приводит к ее 
деградации и остановке клеточного цикла [40]. p53 
может задерживать прохождение G

2
/M благодаря 

репрессии промоторов генов CDC2 и циклина B [41].
В ответ на лучевое воздействие р53 может стиму-

лировать апоптоз через индукцию проапоптотиче-
ских (Bax) и репрессию антиапоптотических (Bcl-2) 
белков, а также активацию или ингибирование дру-
гих таргетных генов, участвующих в регуляции кле-
точного цикла. Известно, что низкие дозы излучения 
индуцируют p21 и Hdm2 – гомолог Mdm2, а высокие 
дозы увеличивают соотношение Bax:Bcl-2, способ-
ствуя апоптозу [42]. Радиорезистентность обуслов-
лена действием антиапоптотических белков (сверх-
экспрессией семейства Bcl-2), потерей компонентов 
апоптотического сигналинга или ингибированием ге-
нов, кодирующих каспазы.

Рис. 1. Распро-
страненность 
мутантных форм 
p53 в опухолях 
на основании 
секвенирования 
ДНК (IARCTP53 
Database, 2019). 
По оси X – коли-
чество биоптатов 
с выявленными 
мутациями, 
по оси Y – ко-
личество про-
анализированных 
биоптатов
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Эффективность репарации повреждений ДНК 
в ответ на облучение зависит от гистологического 
происхождения клеток и фазы клеточного цикла. 
Наиболее чувствительны фазы G

2
 и митоз. Важно, 

что р53 может играть двоякую роль в ответе на лу-
чевое воздействие. В одних случаях повышение р53 
увеличивает чувствительность к облучению, в дру-
гих показана корреляция между повышением р53 
и радиорезистентностью [43]. При слабых стрессовых 
воздействиях р53 может выступать фактором выжи-
вания, так как способствует репарации повреждений 
ДНК, поэтому нокаут р53 в клетках аденокарцино-
мы кишечника (линия НСТ116) приводит к повыше-
нию чувствительности клеток к облучению и «ми-
тотической катастрофе» – аберрантной сегрегации 
хромосом, завершающейся гибелью. Существенное 
увеличение количества клеток, подвергающихся ми-
тотической катастрофе, наблюдали также в облучен-
ных клетках фибросаркомы человека HT1080 после 
инактивации p53 доминантно-негативным мутантом 
[44].

Транскрипционные факторы Slug и Snail регу-
лируют эпителиально-мезенхимальный переход 
(ЭМП) и инвазию опухолевых клеток в подлежащие 
ткани [45]. Группа исследователей из Национального 
университета Сеула обнаружила, что p53 индуци-
рует деградацию Slug и Snail посредством Mdm2-
опосредованного убиквитинирования [46]. Важно, 
что активность Snail зависит от статуса p53. Так, 
мутантные формы p53 вызывают сверхэкспрессию 
Snail и Slug, что имеет отношение к приобретению 
радиорезистентности клетками рака яичников: эти 
белки усиливают выживаемость клеток-предше-
ственников за счет активации пути SCF/c-Kit [47].

Polo-подобная серин-треониновая протеинкиназа 
3 (PLK3) – один из компонентов регуляторных сиг-
налов, опосредуемых p53. PLK3 взаимодействует 
с p53, Chk2 и CDC25C в ответ на повреждения ДНК. 
p53 может связываться с промотором PLK3 и инду-
цировать экспрессию ее гена, после чего происходит 
задержка в фазе G

2
/M и остановка клеточного цикла. 

Другой ген, регулируемый p53 – GPX1, кодирует ан-
тиоксидантный белок глутатионпероксидазу. После 
облучения клетки накапливают высокоактивные 
свободные радикалы кислорода. Благодаря индук-
ции GPX1 и быстрому катаболизму H

2
O

2
, p53 может 

защищать клетки от окислительного повреждения, 
сопровождающего лучевое воздействие [48, 49]. Здесь 
проявляется двойственность роли р53 при лучевых 
воздействиях: в одних случаях этот белок защищает 
клетки, в других – способствует их гибели.

Halacli и  соавт. выявили, что  в  клетках адено-
карциномы кишки с нефункционирующим p53 ак-
тивность теломеразы после облучения снижена, 
а  в  исходной изогенной линии (p53+/+) повышена. 
Обратный эффект наблюдали у  каталитической 
субъединицы теломеразы – TERT. После облучения 
активность TERT снижается при усилении индук-
ции p53, при этом в клетках p53−/− активность TERT 
повышена. В то время как активность теломеразы 
не изменяется при облучении, в клетках с нормаль-
но функционирующим р53 наблюдается ускоренное 
старение. Таким образом, в облученных клетках ак-
тивность теломеразы и остановка клеточного цикла 
в G

1
 регулируются в зависимости от статуса p53 [50].

Не менее важные особенности регуляции клеточ-
ного цикла показаны на клетках соединительной тка-
ни. Так, эмбриональные фибробласты мыши (MEF 
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Рис. 2. Механизмы от-
вета на ионизирующее 
излучение с участием 
белков семейства p53
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p53+/+) накапливались в фазе G
1
 после облучения 

(5 Гр) – в них активировался р53-зависимый промо-
тор гена p21. Однако облученные клетки с нокаутом 
p53 не подвергались апоптозу, а останавливались 
в премитозе [51]. В клетках p53−/− p21 и Cdc25 регу-
лировали p53-независимую остановку в G

2 
[52].

Белки p63 и p73
Роль p73 в ответе клеток на ионизирующее излу-
чение исследована более детально, чем роль р63. 
Обнаружено, что экспрессия p73 при радиочувстви-
тельном раке шейки матки выше, чем при радиорези-
стентном. р73 является положительным регулятором 
транскрипции р21 при облучении и, вероятно, может 
выполнять роль белка p53 в регуляции контрольных 
точек клеточного цикла. Таким образом, p73 участву-
ет в регуляции радиочувствительности [53].

Повышенная экспрессия p73, индуцированная об-
лучением, активирует транскрипцию p53-зависимых 
генов Bax, Mdm2 и GADD45, способствуя апоптозу 
или остановке клеточного цикла и ингибируя про-
лиферацию. Предполагают, что  p73 может инду-
цироваться при облучении и выполнять некоторые 
функции р53 в опухолевых клетках с нарушением 
экспрессии или активности p53. Кроме того, в об-
лученных клетках рака молочной железы и легкого 
экспрессия p73 подавляется активацией p53 [54–56]. 
Недавно показано, что нутлин – низкомолекулярный 
разобщитель взаимодействия p53-Mdm2 – может 
вызывать апоптоз в p53-негативных клетках через 
активацию p73 при облучении. Эти результаты обо-
сновывают использование нутлина в терапии опухо-
лей с нефункционирующим р53 [57].

Противоопухолевый препарат цисплатин и иони-
зирующее излучение вызывают фосфорилирование 
Tyr99 в р73 и накопление этого белка. Эта посттран-
сляционная модификация происходит благодаря 
взаимодействию р73 с тирозинкиназой Abl и способ-
ствует апоптотической активности p73. Кроме того, 
показана возможность ацетилирования p73 белком 
p300 при действии цисплатина. Полученные данные 
указывают на важность p73 в ответе клеток на соче-
тание химио- и радиотерапии [58].

Полногеномный поиск ассоциаций (GWAS) в клет-
ках с  нокаутом p63 и  p73 показал, что  эти белки 
регулируют транскрипцию генов BRCA2, Rad51, 
Rad50 и Mre11, продукты которых принимают уча-
стие в репарации одно- и двухцепочечных разрывов 
ДНК. Этот механизм может определять выживание 
опухоли. Интересно, что изоформы ΔNp63 и ΔNp73 
являются более сильными трансактиваторами пере-
численных генов, чем изоформы TA. Анализ мутаций 
генов p63/p73 может иметь важное значение для вы-
бора стратегий лучевой терапии [59].

Таким образом, регуляция мутантных форм се-
мейства p53 происходит через множество путей, 
в некоторых случаях неочевидных. Белки этого се-
мейства опосредуют каскады, регулирующие ста-
новление радиоустойчивых фенотипов или гибель 
облученных клеток. Использование комбинаций 
препаратов платины и ингибиторов mTOR или иных 
блокаторов внутриклеточных сигналов открывает 
возможности модуляции белков семейства p53 и уси-
ления ответа на ионизирующее излучение.

РАДИОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ, ОПОСРЕДОВАННАЯ 
БЕЛКАМИ СЕМЕЙСТВА p53
Изучение роли p53 в радиорезистентности опухоле-
вых клеток началось с работы Lee J.M. и Bernstein A., 
которые использовали трансгенных мышей с мута-
циями p53Pro193 и p53Val135 и показали, что экспрессия 
обоих мутантных вариантов гена p53 значительно 
увеличивает устойчивость гемопоэтических клеток 
к гамма-излучению. Это выявило связь мутаций р53 
с радиорезистентностью [60]. Позднее исследовали 
радиочувствительность линий фибробластов эм-
бриона крысы (REF), трансфицированных мутант-
ной формой p53 (MTp53Pro193) отдельно или в комби-
нации с онкогенами H-Ras и E7. Результаты опытов 
с трансфекцией p53Pro193 подтвердили полученные 
ранее данные о повышении радиоустойчивости кле-
ток. Котрансфекция мутантных генов p53 и H-Ras 
или  трансфекция p53Pro193, H-Ras и  E7 приводила 
к появлению клонов с еще более высокой радиорези-
стентностью и сверхэкспрессией мутантного p53 [61].

Линии клеток аденокарциномы яичников SKOV-
3 и  CaOV-3 становились радиорезистентными 
при сверхэкспрессии мутантного p53; при этом об-
лучение не приводило к активации и накоплению 
мутантной формы p53. Оказалось, что регулируемая 
p53 экспрессия Bcl-2 в этих линиях связана с устой-
чивостью к гамма-излучению, а также с чувстви-
тельностью к цисплатину. Вероятно, мутации p53, 
вызывающие повышение количества белка и радио-
резистентность, связаны с большей стабильностью 
p53 и блокированием клеточного цикла; у клеток по-
является время на репарацию повреждений ДНК [62].

На клетках меланомы показано, что Chk2/hCds1-
независимый сигнальный путь повреждения ДНК, 
дефосфорилирующий Ser376 в C-концевой области 
р53, приводит к повышенной активности р53 при об-
лучении. В клетках с функционирующим р53 фосфо-
рилирование Ser376 не регулируется повреждением 
ДНК, и радиорезистентность не возникает. Напротив, 
дефекты вышележащих механизмов активации p53 
в ответ на повреждение ДНК, например, мутации 
Chk2/hCds1, не  позволяющие фосфорилировать 
Ser376 p53 при облучении, связаны со становлением 
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радиорезистентности меланомы. Это же свойство на-
блюдалось у мутанта p53, не способного взаимодей-
ствовать с белком 14-3-3 [43].

В  кооперации с  p53 ядерный белок Ki-67, экс-
прессирующийся в  пролиферирующих клетках 
и не функционирующий в покоящихся (G

0
) клетках, 

также служит предиктором радиорезистентности. 
В образцах плоскоклеточного рака головы и шеи уро-
вень экспрессии p53 коррелирует с отсутствием отве-
та опухолей на лучевую терапию. Сочетание накопле-
ния р53 и низкого уровня Ki-67 связано с рецидивами 
опухолей у пациентов с ранними стадиями заболева-
ния. Таким образом, p53 и Ki-67 могут играть ключе-
вую роль в выборе стратегий радиотерапии пациен-
тов с опухолями головы и шеи [63]. Множественные 
мутации, включающие изменения в р53-зависимых 
проапоптотических белках Bcl-2, PUMA и Bax, уси-
ливают радио- и химиорезистентность [64].

Активность тирозинкиназы фокальных контактов 
FAK повышена при различных опухолях. В линии 
клеток плоскоклеточного рака кожи с нокаутом FAK 
облучение подавляет транскрипцию p21 и других ге-
нов-мишеней p53, опосредующих остановку клеточ-
ного цикла и репарацию повреждений. Подавление 
активации p53 и p21 способствовало радиосенсиби-
лизации клеток; этого не наблюдалось при интакт-
ной FAK [65]. Эксперименты по ингибированию FAK 
в p53-негативных клетках рака легкого показали 
обнадеживающие результаты: наблюдалось значи-
тельное снижение миграции и инвазии in vitro, а так-
же тенденция к повышению выживаемости in vivo 
[66]. Вероятно, перспективной может оказаться моду-
ляция активности FAK в комбинации с облучением.

Сверхэкспрессия и накопление р53 в клетках рака 
эндометрия обусловлены, в частности, тем, что му-
тантный р53 рефрактерен к убиквитин-опосредован-
ной протеасомной деградации. При одновременном на-
коплении p53 и фосфатазы PTEN клетки эндометрия 
становятся нечувствительными к лучевой терапии, 
что сопряжено с прогрессированием заболевания [67].

Поскольку ионизирующее излучение вызывает 
окислительный стресс [68], в лучевом повреждении 
митохондрий участвуют АФК. Активация митохон-
дриального BNIP3 – проапоптотического белка се-
мейства Bcl-2, регулирующего генерацию АФК в об-
лученных клетках и  митофагию, не  происходила 
в клетках с нефункционирующим p53. Так, p53 вы-
ступает как ключевой механизм в регуляции BNIP3; 
отсутствие функционирующего p53 может влиять 
на выживаемость опухолевых клеток при облучении 
за счет поддержания целостности митохондрии [69]. 
Статус p53 оказывается важным биомаркером про-
гнозирования терапевтической ценности препаратов, 
мишенями которых служат митохондриальные белки.

О  роли p63 и  p73 в  формировании феноти-
пов радиорезистентности известно недостаточ-
но. Поскольку в определенных случаях белки это-
го семейства заменяют или дополняют друг друга, 
можно предположить, что  p63 и p73 также могут 
регулировать устойчивость к облучению с исполь-
зованием механизмов, схожих с p53. Действительно, 
группой Moergel [21] исследован p63 в образцах пло-
скоклеточного рака слизистой оболочки полости 
рта. Экспрессия трансактивационной формы TAp63 
до лечения служит маркером радиорезистентности; 
высокие уровни TAp63 ассоциированы с низкой эф-
фективностью лечения и неблагоприятным прогно-
зом [70, 71]. Эти результаты подтверждаются иссле-
дованиями биоптатов плоскоклеточного рака головы 
и шеи, полученных от 33 пациентов, в опухолях кото-
рых экспрессия p63, повышенная до лечения, также 
рассматривается как предиктор радиорезистентно-
сти, но требует изучения на большей когорте паци-
ентов [21].

Изучена также экспрессия изоформы ΔNp63α 
при облучении линий плоскоклеточного рака горта-
ни, головы и шеи (PCI-I-1, PCI-13, SCC-68 и SCC-4) 
и  первичных кератиноцитов слизистой оболочки 
полости рта. Во  всех линиях уровень экспрессии 
ΔNp63α зависел от дозы облучения. Нокдаун ΔNp63 
с помощью малой интерферирующей РНК (siRNA) 
приводил к усилению чувствительности к облучению 
[72]. Однако отмечен и обратный эффект: экспрессия 
TAp73 и каспазы 7 в клетках колоректального рака 
после облучения коррелировала с радиочувствитель-
ностью. Далее с помощью микроРНК miR-622 бло-
кировали ген Rb1. Потеря Rb1 ингибировала обра-
зование комплекса Rb-E2F1-P/CAF, что приводило 
к снижению TAp73 и каспазы 7; клетки приобретали 
радиорезистентность [73].

Известно также, что в некоторых случаях при об-
лучении клеток р63/р73 связываются с мутантной 
формой р53 и  не  могут активировать проапопто-
тические гены, вследствие чего клетки выживают. 
Для  повышения активности p63/p73 используют 
ингибиторы мутантных форм p53, сверхэкспрессию 
p63/p73 или нарушение физического взаимодей-
ствия между белками семейства с помощью пепти-
домиметиков или низкомолекулярных соединений 
(см. ниже) [74, 75].

ПУТИ ПРЕОДОЛЕНИЯ РАДИОРЕЗИСТЕНТНОСТИ ПРИ 
МОДУЛЯЦИИ БЕЛКОВ СЕМЕЙСТВА p53 

Модуляция р53
Основные подходы к модуляции р53 для радиосенси-
билизирующего эффекта включают (рис. 3):

1. Низкомолекулярные стабилизаторы р53 [76];
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2. Модуляторы шаперонов/стабилизаторы дикого 
и мутантного р53 [77];

3. Регуляторы Е3-убиквитинлигаз;
4. Модуляторы компонентов р53 сигнального пути 

(например, CDK, Bcl-2) [78].
Один из примеров низкомолекулярных стабили-

заторов – стиктиновая кислота (stictic acid), которая 
восстанавливает функции р53, связываясь с мутант-
ной формой [79]. Подобным действием обладают и со-
единения на основе карбазола. Так, PK083 связыва-
ется с мутантной формой р53Y220C и восстанавливает 
его транскрипционную активность, приводя к апоп-
тозу [36, 80, 81]. Аналоги хиназолина (2-стирил-4-
аминохиназолин, CP-31398) [82–84] реактивируют 
р53. Алкилирующие агенты участвуют в восстанов-
лении структуры белка р53, непосредственно связы-
ваясь и модифицируя мутантные формы [85]. В чис-
ло таких р53-восстанавливающих агентов входят 
PRIMA-1 и его более эффективный аналог PRIMA-
1Met (APR-246). В клетках эти соединения превраща-
ются в активное соединение метиленхинуклидинон 
(MQ) – акцептор Михаэля, ковалентно связывающий-
ся с остатками цистеина в ДНК-связывающем доме-
не p53. Cys277 важен для MQ-опосредованной тер-
мостабилизации мутантов p53R273H, тогда как Cys124 
необходим для APR-246-опосредованного функцио-
нального восстановления мутантного p53R175H в опу-
холевых клетках и нормализации активности бел-
ка дикого типа. Эти исследования особенно важны 

для рационального дизайна молекул, действие кото-
рых направлено на p53 [86–88].

Активность р53 может регулироваться и опосредо-
ванно, через стабилизаторы нормальной или мутант-
ных форм. Blanden и соавт. показали, что низкомоле-
кулярное соединение ZMC1 (NSC319726) действует 
как металлошаперон и восстанавливает функции 
р53R175H [89, 90]. В случае стабилизации мутантных 
проонкогенных форм p53 посредством Hsp90 для сен-
сибилизации клетки к химио- и радиотерапии необ-
ходимо подавить активность этого шаперона. С этой 
целью используют ингибиторы Hsp90 (Ganetespib 
и  Geldanamycin), что  позволяет подавлять про-
лиферацию опухолевых клеток с мутантным р53. 
AUY922 и  другие «кандидаты» в  лекарственные 
средства дестабилизируют мутантный белок пу-
тем подавления шаперона [91–94]. Один из пред-
ставителей класса статинов – церивастатин – ин-
гибирует мевалонатный путь. Это соединение через 
ингибирование HMG-CoA-редуктазы (фермент син-
теза мевалоновой кислоты) уменьшает активность 
гиcтондеацетилазы HDAC6, что приводит к диссоци-
ации комплекса Hsp90 с мутантным p53 [95]. Исходя 
из этого можно предположить, что дестабилизация 
мутантного р53 и восстановление функций р53 повы-
сят чувствительность клеток к облучению.

Разрабатываются соединения, регулирующие вза-
имодействие Е3-лигаз и р53. Среди многочисленных 
разобщителей взаимодействия Mdm2-р53 обще-

Рис. 3. Cпособы повышения чувствительности опухолевых клеток к ионизирующему излучению при модуляции 
белков семейства p53. A – модуляция p53 посредством низкомолекулярных стабилизирующих молекул и ша-
перонов. Б – регуляция p73 при действии на белки семейства Snail и E3-убиквитинлигазы (MDM2, ITCH). В – воз-
действие на изоформы p63 через Pt-содержащие соединения, низкомолекулярные стабилизаторы и активность 
убиквитинлигаз (MDM2, FBXW7). Объяснения в тексте
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признанным является семейство цис-имидазолинов 
(нутлинов). AMG-232 проходит клинические ис-
пытания [96]. Высокий терапевтический потенциал 
имеют и антрахиноны, активирующие р53 через по-
давление Mdm2 [97, 98]. Разнообразие ингибиторов 
Mdm2 велико и включает генистеины, куркумины, 
гинзенозиды, SP141 и двойные ингибиторы NFAT1-
Mdm2. Так, куркумин – природное соединение 
с антиоксидантными свойствами – может стабили-
зировать р53 через формирование стабильного ком-
плекса p53 с (NAD(P)H:хинон-оксидоредуктазой 1 
[99], а генистеин способен усиливать гибель клеток 
через p53-зависимый апоптоз [100–102]. В качестве 
привлекательной мишени для терапии рассматри-
вают USP14 – активатор сигналосомы COPS5, кото-
рый усиливает активность Е3-лигазы, и подбирают 
для нее ингибиторы, например IU1 и AP15 [103].

Модуляция р53 может происходить косвенно, по-
средством регуляции компонентов сигнального пути 
р53. Одной из многообещающих стратегий может 
стать воздействие на циклинзависимые киназы – 
регуляторы клеточного цикла и транскрипции [104]. 
При использовании росковитина – ингибитора CDK1 
и CDK2 – удалось вызвать апоптоз клеток с мутант-
ным р53 [105, 106]. Химические ингибиторы mTOR 
(mammalian target of rapamycin), циклинзависимых 
протеинкиназ CDK1, CDK7, CDK9 и  поли(АDP-
рибозо)полимеразы (PARP) также влияют на функ-
ции p53. Росковитин и флавопиридол увеличивают 
уровень p53 в клетках, снижая транскрипцию Mdm2, 
вероятно, за счет ингибирования CDK7 или CDK9 
– компонентов общего транскрипционного аппара-
та [107]. Влияние ингибиторов CDK флавопиридо-
ла, THZ1 или YKL-1-116, на транскрипцию Mdm2 
и индукцию p53 исследовали с использованием ре-
портера Mdm2:T2A-GFP и  оценили его трансак-
тивацию в клетках рака молочной железы (линия 
MCF-7). Флавопиридол и росковитин увеличивали 
трансактивацию p53 вследствие истощения Mdm2. 
Хотя в этих ситуациях p53, вероятно, неактивен (по-
скольку транскрипция в присутствии ингибитора 
транскрипционных протеинкиназ нарушена или от-
сутствует), при удалении ингибиторов CDK7 и CDK9 
(THZ1 и YKL-1-116 соответственно) p53 активирует 
мишени DR5, Fas, p21 и усиливает противоопухоле-
вый эффект облучения [108, 109].

Действие динациклиба (ингибитор CDK1, CDK2, 
CDK5, CDK9 и CDK12) также приводило к переклю-
чению на р53-зависимый апоптоз [110, 111]. Кроме 
того, AT7519 (ингибитор CDK1, CDK2, CDK4, CDK6 
и CDK9) и SNS-032 (ингибитор CDK2, CDK7 и CDK9) 
повышают чувствительность к облучению через ак-
тивацию р53 и подавление Chk1 [112]. Соединение 
YM155 влияет на регуляцию клеточного цикла че-

рез Chk1 с  Chk2, стабилизируя р53 и  р21 [113]. 
Тиазольное производное хинона RO-3306 – ингиби-
тор CCNB1/Cdk1 – вызывает р53-опосредованный 
апоптоз клеток нейробластомы при интактном p53 
[114]. Лютеолин, который приводит к деградации 
Mdm2, способен ингибировать циклин D1 и CDK2/4, 
тем самым повышая уровень р53 в  клетке [115]. 
Таким образом, перспективна комбинация ингибито-
ров CDK с лучевой терапией. На рис. 4 представлены 
формулы перечисленных ингибиторов CDK. 

Наряду с химиотерапевтическими препаратами 
в терапии опухолей используют также генно-тера-
певтические средства и комплексное воздействие 
на клеточный метаболизм, что может восстанавли-
вать или обходить нарушения функций мутантно-
го р53 через регуляцию метаболизма опухолевых 
клеток. В клетках с неизмененным р53 АТР синте-
зируется путем окислительного фосфорилирова-
ния. Потеря же нормальных функций р53 приводит 
к зависимости клетки от гликолиза; клетки полу-
чают возможность выживать в  условиях гипок-
сии. Недавние результаты свидетельствуют о том, 
что с помощью ингибитора гликолиза можно повы-
сить чувствительность опухоли к радиотерапии [116].

Изменение активности р73 и р63
Повысить чувствительность к химио- и радиотера-
пии можно посредством р53 и воздействием на дру-
гие белки семейства. Так, при некоторых режимах 
химиотерапии наблюдается увеличение экспрессии 
р73 [117]. Соединения на основе платины (цисплатин, 
оксалиплатин и  др.) помогают преодолеть лекар-
ственную устойчивость, повышая активность белка 
TAp73 и индуцируя апоптоз опухолевых клеток [118]. 
В дополнение к этому цисплатин подавляет проонко-
генную форму ΔNp63α, что может приводить к пода-
влению роста опухоли [119, 120], и, предположитель-
но, повышать ее радиочувствительность.

p53-подобные стратегии можно применить и к р73, 
и р63 (регулировать активность Е3-лигаз). Е3-лигаза 
ITCH негативно регулирует р73, ее нокаут с помо-
щью сочетания наночастиц и siRNA повышал ста-
билизацию р73 в клетках, мутантных по р53 [121]. 
Соединения, которые регулируют непосредствен-
но активность р53, могут оказаться эффективными 
в случае р63 и р73. Куркумин – стабилизатор р53 – 
активирует экспрессию р73 [99, 122].

Посредством активации АМР-активируемой про-
теинкиназы AMPK метформин влияет на  все три 
белка семейства р53: повышает количество р53 и р73, 
при этом снижает уровень проонкогенной формы р63 
(ΔNp63α) [123, 124]. Продигиозин положительно вли-
яет на экспрессию р53, активируя его репортер путем 
индукции р73 и снижения онкогенного ΔNp73, супрес-
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сора гена p53 [125], а соединение NSC59984 приводит 
к дестабилизации мутантного р53 и его деградации, 
при этом вызывается р73-зависимый апоптоз [126].

Помимо регуляторов, действующих на все бел-
ки семейства, предложены агенты, селективные 
в  отношении отдельных белков. Abrus agglutinin 
(AGG) – растительный лектин, ингибирующий 
трансляцию, – приводит к  индукции р73 [127]. 
Индуцированный лектином p73 подавляет экспрессию 
Snail и ингибирует ЭМП в клетках плоскоклеточного 
рака гортани. Примечательно, что AGG способствует 
перемещению Snail из ядра в цитоплазму и запуска-
ет его деградацию посредством убиквитинирования. 
Таким образом, AGG стимулирует p73 и супрессирует 
EGF-индуцированный ЭМП и инвазивность, ингиби-
руя путь ERK/Snail [128]. Протопорфирин IX (PpIX), 
метаболит аминолевулиновой кислоты, применяе-
мый в фотодинамической терапии рака, стабилизи-
рует TAp73 и активирует TAp73-зависимый апоптоз 
в опухолевых клетках, лишенных p53. Активация 
TAp73 осуществляется через нарушение взаимо-
действий TAp73/MDM2, TAp73/MDMX и ингиби-
рование деградации TAp73 с помощью убиквитин-
лигазы ITCH [129]. Подобными свойствами обладает 
и 1-карбальдегид-3,4-диметоксиксантон, который ста-
билизирует TAp73, ингибируя его связывания с Mdm2 
[130]. Диаллилдисульфид (DADS) увеличивает чув-
ствительность к ионизирующему излучению, повы-
шая уровень TAp73 и понижая уровень изоформы 
ΔNp73. Опосредованный DADS баланс TAp73/ΔNp73 
связан с радиочувствительностью клеток рака шейки 
матки [131].

Опубликованы результаты использования ми-
кроРНК для модуляции р63 [132]. miR-130b акти-

вирует противоопухолевую изоформу р63 (TAp63), 
связываясь непосредственно с белком [133]. Важно 
уделить особое внимание изучению ответа p63 на об-
лучение и приобретение p63-опосредованной радио-
резистентности, а также подбору таргетных препа-
ратов к соответствующему гену/белку для создания 
новых методов терапии, особенно для  пациентов 
с кросс-резистентностью к химиопрепаратам.

Важной и малоизученной представляется пробле-
ма разработки способов таргетной доставки на основе 
липосом и наночастиц. Мезопористые наночастицы 
UCNPs(BTZ)@ mSiO2-H2A/p53, которые, помимо 
кДНК р53, содержат ингибитор протеасом борте-
зомиб, повышали чувствительность клеток к этому 
препарату и вызывали более выраженный апоптоз 
в сравнении с контрольными клетками без наноча-
стиц [134]. В клетки могут быть доставлены не толь-
ко фрагменты генов, но и антагонисты Е3-лигаз р53 
Mdm2 и MdmX в составе наночастиц золота [135]. 
Также низкомолекулярные соединения VIP116 
и PM2, ингибирующие взаимодействия p53-Mdm2 
и  р53-Mdm4, доставленные в  липодисках – на-
норазмерных двухслойных структурах, стабили-
зированных в плоские круглые формы липидами, 
связанными с  полиэтиленгликолем, значительно 
снижали жизнеспособность опухолевых клеток [136]. 
Подобный подход может быть применен для усиле-
ния гибели опухолевых клеток при ионизирующем 
излучении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. НОВЫЕ ПОДХОДЫ К ИЗВЕСТНОЙ 
ПРОБЛЕМЕ
Несмотря на десятилетия исследований, значение 
p53 как молекулярной мишени и прогностического 

Рис. 4. Терапевтически перспективные ингибиторы циклинзависимых протеинкиназ, модулирующие активность p53
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маркера в лучевой терапии остается противоречи-
вым. Ситуация осложняется вариабельностью р53-
зависимых ответов при облучении разных опухолей, 
даже линий клеток одной тканевой принадлежности 
[137]. Тем не менее, p53 отмечен как информативный 
генетический маркер прогноза острой токсичности 
или ответа на лучевую терапию нативных опухо-
лей [138]. С помощью анализа экспрессии p53 и ряда 
других генов удалось предсказать величину погло-
щенной дозы, при которой развивается тот ли иной 
ответ опухоли [139, 140]. Успехом применения тера-
пии с воздействием на р53 может считаться гендицин 
(Ad-p53) – рекомбинантный аденовирус, сконструи-
рованный для экспрессии р53 дикого типа в опухо-
ли, где этот белок мутирован. Ad-p53 применяется 
в клинике и хорошо сочетается с радиотерапией, осо-
бенно при раке молочной и поджелудочной желез, 
шейки матки и яичников [141]. 

Информация о применении p63 и p73 в радиоон-
кологии в настоящее время ограничена эксперимен-

тальными данными и гипотезами о практическом 
использовании [142]. Этот пробел необходимо вос-
полнить, поскольку анализ семейства р53 в целом 
дает более детальную – и более сложную – картину 
регуляции ответа на облучение.

Остается нерешенной проблема p53-негативных 
опухолей. Одним из путей, позволяющих обойти не-
функционирующие p53-зависимые механизмы, яв-
ляется использование наноструктурированных ча-
стиц серебра, способных вызвать митохондриальный 
стресс и апоптоз независимо от p53 [143]; предстоит 
установить, можно ли комбинировать такие матери-
алы с облучением [144]. Наконец, обоснованными сле-
дует считать воздействия на p63 и p73, если их функ-
ции сохранены в p53-негативных опухолях [145]. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 20-34-90046.
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РЕФЕРАТ Новая коронавирусная инфекция (COVID-19) представляет серьезную угрозу для глобального здра-
воохранения. С начала пандемии число пациентов с подтвержденной инфекцией в мире превысило 117 млн, 
из них более 2.6 млн скончались. Несмотря на беспрецедентные ответные меры общественного здравоохра-
нения, направленные на сдерживание распространения заболевания, ряд стран столкнулся с кризисом в отде-
лениях интенсивной терапии. В настоящее время предпринимаются большие усилия по мониторингу генети-
ческой изменчивости этиологического агента COVID-19 – коронавируса SARS-CoV-2. Секвенирование сотен 
тысяч геномов вирусов, выделенных в разных регионах мира, позволяет изучать эволюцию SARS-CoV-2 
и отслеживать его географическое распространение с течением времени. Понимание эволюции SARS-CoV-2 
необходимо не только для ретроспективного анализа причин появления и закономерностей распространения 
новой коронавирусной инфекции, но и для создания терапевтических и профилактических средств против 
COVID-19. В этом обзоре представлена общая характеристика SARS-CoV-2 и вызываемого им заболевания, 
а также проанализированы источники, описывающие генетическое разнообразие вируса и его взаимосвязь 
с биологическими свойствами SARS-CoV-2, такими, как вирулентность и контагиозность. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА коронавирусы, SARS-CoV-2, патогенность, вирулентность, контагиозность, эволюция 
вирусов, вирусный геном.
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ВВЕДЕНИЕ
После появления первых случаев заражения в ки-
тайском Ухане в декабре 2019 года новая корона-
вирусная инфекция COVID-19, вызванная SARS-
CoV-2, распространилась во всех странах земного 
шара и стала первой в истории человечества панде-
мией, вызванной коронавирусом [1]. По состоянию 
на март 2021 года COVID-19 диагностирован более 
чем у 117 млн человек в мире и стал причиной бо-
лее 2.6 млн смертей [2]. В настоящее время профи-
лактические вакцины доступны не во всех странах 
и не всем слоям населения, поэтому карантин, соци-
альное дистанцирование и особые санитарные меры 
предосторожности остаются важнейшими мерами 
предотвращения распространения инфекции. 

В связи с быстрым и широким распространени-
ем нового коронавируса неизбежна его дивергенция, 
появление штаммов с различными биологическими 
свойствами, наиболее значимым из которых является 
вирулентность. О фенотипическом разнообразии ко-
ронавируса SARS-CoV-2, учитывая короткий пери-

од его изучения, известно очень мало. К сожалению, 
при описании геномных последовательностей инфор-
мация о пациенте скудна и ограничивается возрастом 
и полом, тогда как информация о тяжести, особенно-
стях и исходе заболевания зачастую отсутствует.

Одной из  актуальных задач фундаментальной 
и медицинской вирусологии остается определение 
природы патогенности и  вирулентности вирусов, 
в том числе животного происхождения. Несмотря 
на прогресс, достигнутый в понимании эволюции ви-
русов, вопрос об эволюции вирулентности, возник-
шей в результате межвидовой передачи, остается 
дискуссионным. Становится ли вирус более или ме-
нее вирулентным в новом хозяине? Каким образом 
уровень вирулентности модулируется под влиянием 
естественного отбора и почему? Существуют ли зако-
номерности эволюции вирулентности вирусов в новом 
хозяине, позволяющие прогнозировать направление 
этого процесса? Упрощенная интерпретация эво-
люции вирулентности заключается в том, что есте-
ственный отбор будет оптимизировать уровень 
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вирулентности таким образом, чтобы повысить эф-
фективность передачи вируса, характеризующуюся 
базовым репродуктивным числом (R0) [3]. Адаптация 
вируса в новом хозяине формируется сложным набо-
ром взаимодействий факторов хозяина-возбудителя. 
Согласно современным представлениям, при межви-
довой передаче первоначальная вирулентность виру-
са может варьироваться от отсутствия патогенности 
(бессимптомное носительство) до высокой патогенно-
сти, причем прогнозировать направление изменения 
вирулентности крайне сложно. Встреча человечества 
с высоковирулентным пандемическим вирусом жи-
вотного происхождения происходит не очень часто – 
1 раз за несколько десятилетий, однако последствия 
этого тяжелейшие и  имеют глобальное значение. 
В связи с этим крайне важно понимать и прогнози-
ровать, как будут эволюционировать биологические 
свойства коронавируса SARS-CoV-2. Целью обзора 
является анализ результатов научных исследований, 
посвященных поиску взаимосвязи генетических из-
менений вируса SARS-CoV-2 с его биологическими 
свойствами, включая патогенность, вирулентность 
и контагиозность.

Под патогенностью вируса понимается его спо-
собность вызывать заболевание. Термин «вирулент-
ность» в  зависимости от  контекста может иметь 
различные значения. В настоящем обзоре под виру-
лентностью вируса подразумевается мера его пато-
генности, т.е. способность вызывать более или менее 
тяжелые заболевания; при этом степень вирулент-
ности определяется коэффициентом летальности. 
Контагиозность (трансмиссивность) вируса – это 
его способность передаваться от больных организмов 
здоровым. Мерой контагиозности являются взаимо
связанные показатели: индекс контагиозности (доля 
лиц из числа восприимчивых, которые заболели по-
сле контакта с источником возбудителя) и базовое 
репродуктивное число R0 (среднее количество лиц, 
напрямую инфицированных больных в течение всего 
заразного периода при условии попадания его в пол-
ностью восприимчивую популяцию).

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА SARS-CоV-2
Пандемический SARS-CoV-2, наряду с  вирусом 
SARS-CoV, относится к семейству Coronaviridae, 
подсемейству Orthocoronavirinae, роду Betacorona
virus, подроду Sarbecovirus, виду Severe acute 
respiratory syndrome-related coronavirus [4]. Следует 
отметить, что вместе с перечисленными патогенами 
к подроду Sarbecovirus относятся также коронави-
русы, выделенные от летучих мышей, в частности, 
подковоносов (род Rhinolophus) [5]. Установлено, 
что последовательность генома SARS-CoV-2 на 96.2 
и 93.3% совпадает с геномом коронавирусов летучих 

мышей RaTG13 [6] и RmYN02 [7] соответственно. 
Степень сходства нуклеотидных последовательно-
стей и эволюционный анализ лежат в основе гипоте-
зы о том, что именно летучие мыши являются при-
родным резервуаром SARS-CoV-2, который через 
неизвестных промежуточных хозяев попал в чело-
веческую популяцию [8, 9]. Кроме того, показано, 
что сходство с геномом коронавирусов, выделенных 
от панголинов, составляет 85.5–92.4% [10], с геномом 
SARS-CoV – 80% [6] и MERS-CoV, принадлежащего 
к подроду Merbecovirus, – 50% [11]. Однако степень 
гомологии генома сильно варьирует в зависимости 
от генов, а также геномных локусов [5]. При этом ос-
новные различия между этими вирусами наблюда-
ются в последовательности ORF1a и гена, кодирую-
щего шиповидный белок S, который играет ключевую 
роль при взаимодействии вируса с клеткой [12]. Эти 
особенности организации генома могут быть след-
ствием межвирусной рекомбинации [13].

SARS-CoV-2 представлен вирионами плеоморф-
ной (обычно сферической) формы со средним диа-
метром 108 ± 8 нм в диапазоне от 84 до 126 нм [14]. 
На поверхности вирусных частиц расположены вы-
ступающие шипы длиной примерно 9–12 нм, что при-
дает вирусу форму короны. Морфология вирионов 
SARS-CoV-2 имеет сходство с другими представи-
телями семейства Coronaviridae, включая SARS-CoV 
и MERS-CoV [15].

Геном SARS-CoV-2 представлен несегментиро-
ванной одноцепочечной РНК позитивной поляр-
ности размером 29.9 т.н. и состоит из шести основ-
ных открытых рамок считывания (ORF) (рис.  1). 
Трансляция кодируемой вирусом РНК-зависимой 
РНК-полимеразы (репликазы) необходима для ини-
циации репликации вируса в клетке и синтеза суб-
геномных вирусных РНК, которые в свою очередь 
служат матрицей для синтеза структурных и вспо-
могательных белков вируса [16]. Размер ORF1ab, 
которая кодирует репликазу, составляет 2/3 от раз-
мера всего вирусного генома. За ней следуют гены 
шиповидного белка (S), ORF3a, белка оболочки (E), 
белка мембраны (M), ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ну-
клеокапсида (N) и ORF10. Кроме того, Nelson и соавт. 
доказали, что SARS-CoV-2 содержит новый пере-
крывающийся ген (OLG – overlapping gene) ORF3d 
[17], который имеется и у коронавирусов, выделен-
ных от панголинов в районе Гуанси на юге Китая, 
но не обнаружен у других коронавирусов, выделен-
ных от панголинов и летучих мышей.

Шиповидный белок S коронавирусов SARS-CoV 
и SARS-CoV-2 инициирует слияние оболочки вируса 
с плазматической мембраной клетки-хозяина, а ан-
гиотензинпревращающий фермент 2 (ACE2) служит 
клеточным рецептором для прикрепления вируса. 
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Рецептором MERS-CoV является hDPP4 (дипепти-
дилпептидаза 4, или CD26 человека) [18]. В S-белке 
выделяют два домена: S1 и S2. Домен S1 опосреду-
ет связывание с ACE2, а S2 – последующее слия-
ние вирусной оболочки с клеточной мембраной [19]. 
Рецепторсвязывающий домен (RBD) – это ключевой 
функциональный компонент S1, который отвечает 
за связывание SARS-CoV-2 с ACE2 [20]. Кроме того, 
RBD SARS-CoV содержит коровый мотив и рецеп-
торсвязывающий мотив (RBM), который опосредует 
контакты с ACE2. На поверхности ACE2 расположены 
две точки, которые SARS-CoV-2 использует для при-
крепления [21]. Стадия адсорбции и проникновения 
SARS-CoV-2 в клетку зависит не только от ACE2-
рецептора, но и от трансмембранной сериновой про-
теазы TMPRSS2 и пропротеинконвертазы фурин, 
функция которых состоит в праймировании S-белка 
SARS-CoV-2 [22, 23]. Таким образом, SARS-CoV-2 мо-
жет проникать в клетку двумя различными способами 
(рис. 2): через позднюю эндосому, где S-белок расще-
пляется катепсинами, или через клеточную мембрану, 
или через раннюю эндосому, используя трипсинопо-
добные протеазы для расщепления S-белка [23, 24].

 Белок E формирует ионные каналы и регулиру-
ет сборку вирионов [25]. Белок M также участвует 
в сборке вирусных частиц [26], тогда как белок N 
формирует с вирусной РНК рибонуклеопротеино-
вый комплекс и выполняет несколько функций, та-
ких, как усиление транскрипции вирусного генома 
и взаимодействие с вирусным мембранным белком 
во время сборки вириона [27].

Рецептор клеток-мишеней, который вирус ис-
пользует для  проникновения в  клетку, является 

фактором, определяющим, какие органы и ткани 
чувствительны к заражению. Рецептор ACE2 экс-
прессируется на поверхности эпителиальных кле-
ток альвеол, трахеи, бронхов, бронхиальных же-
лез, а также на альвеолярных макрофагах. Кроме 
того, ACE2 присутствует на слизистых оболочках, 
таких, как роговица глаза, бокаловидные и реснич-
ные клетки в носовой полости [28], которые, судя 
по  всему, служат входными воротами инфекции. 
Патогенетический механизм COVID-19 заключается 
в том, что вирус проникает в клетку, используя ре-
цептор ACE2, и высвобождает одноцепочечную ви-
русную РНК, которая соединяется с рибосомой клет-
ки-мишени и инициирует синтез РНК-репликазы, 
которая в свою очередь воспроизводит копии геном-
ной и субгеномной РНК, а также фрагменты РНК, 
служащие матрицей для синтеза белков вирусной 
оболочки. Молекулы геномных вирусных РНК по-
зитивной полярности вместе со структурными 
вирусными белками формируют новые вирионы 
SARS-CoV-2, которые высвобождаются из клетки 
и инфицируют интактные клетки-мишени (рис. 2) 
[29]. 

МНОГООБРАЗИЕ КЛИНИЧЕСКИХ ПРОЯВЛЕНИЙ 
COVID-19
Характер заболевания, вызванного SARS-CoV-2, 
может существенно различаться [30]. Наблюдается 
большая вариабельность клинических проявлений 
COVID-19 даже среди близких контактов инфици-
рованного и членов одной семьи [30]. Спектр симпто-
матики при COVID-19 колеблется от легкой и уме-
ренной формы до критической и фатальной [31–33]. 

Геном SARS-CoV-2

Структурные белки 

Вспомогательные белки

Рис. 1. Основные мутации в геноме SARS-CoV-2, зафиксиро-
ванные в течение года с момента начала пандемии (создано 
в онлайн-программе BioRender)
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Рис. 2. Строение вириона и основные этапы цикла репродукции SARS-CoV-2 (создано в онлайн-программе 
BioRender)
I. Адсорбция вируса. После адсорбции вирус может проникнуть в клетку двумя путями: через эндосому (I-a) 
или путем слияния с плазматической мембраной (I-b) 
II. Рецептор-опосредованный эндоцитоз
III. Раздевание вируса в результате слияния оболочки вируса с мембраной эндосомы. Высвобождение рибону-
клеопротеидного комплекса (РНП)
IV. Трансляция вирусного генома. Синтез вирусных белков, ответственных за репликацию и транскрипцию гено-
ма, включая РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRp)
V. Репликация и транскрипция вирусного генома 
VI. Синтез вирусных белков на эндоплазматической сети (ЭПС)
VII. Сборка и транспорт вириона к мембране клетки
VIII. Выход из клетки путем экзоцитоза 
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Также часто фиксируются случаи бессимптомного 
течения заболевания. Установлено, что доля случа-
ев бессимптомного носительства достигает 40–50%, 
при этом инфицированный человек является источ-
ником заражения на протяжении более 14 дней [34]. 
Кроме того, бессимптомное течение инфекции может 
быть ассоциировано с субклиническими нарушени-
ями в  легких, которые выявляются при  проведе-
нии компьютерной томографии [34]. Таким образом, 
SARS-CoV-2 обладает повышенной вирулентностью 
с тактическим преимуществом – способностью под-
держивать передачу от человека к человеку даже 
при бессимптомном носительстве [35], что позволяет 
вирусу быстро распространяться.

Согласно докладу Китайского центра по контролю 
и профилактике заболеваний [36], при анализе 44500 
подтвержденных случаев инфекции с оценкой тяже-
сти заболевания установлено, что умеренная форма 
течения COVID-19 (без пневмонии или со слабовы-
раженной пневмонией) наблюдается в 81% случаев. 
Тяжелая форма (с одышкой, гипоксией или >50% по-
ражением легких) зарегистрирована в 14% случаев. 
Заболевание в критической форме (с дыхательной 
недостаточностью, шоком или  полиорганной дис-
функцией) наблюдается в 5% случаев. При этом об-
щий уровень летальности составил 2.3% (среди не-
критических случаев не зарегистрировано ни одного 
случая смерти). 

Заболевание COVID-19 в тяжелой форме может 
наблюдаться у практически здоровых людей любо-
го возраста, но встречается преимущественно у лиц 
старше 65 лет и/или с сопутствующими заболева-
ниями (сердечно-сосудистые заболевания, сахарный 
диабет, гипертония, хронические заболевания легких 
и почек, рак, ожирение, курение) [32, 36, 37], тогда 
как у большинства молодых взрослых инфекция про-
текает в легкой форме без осложнений.

Описано несколько осложнений, вызванных 
COVID-19. Среди них острый респираторный дис-
тресс-синдром – тип дыхательной недостаточности, 
при которой необходимо проводить реанимационные 
действия, включая искусственную вентиляцию лег-
ких. В такой помощи нуждаются от 12 до 24% госпи-
тализированных пациентов [38, 39]. Также выявляют 
сердечно-сосудистые [40], тромбоэмболические ос-
ложнения [41], воспалительные реакции [42], супер
инфекции [43].

Дети наименее подвержены инфицированию ви-
русом – в общей структуре случаев COVID-19 доля 
детей варьирует от 1 до 6.3% [44, 45]. Согласно докла-
ду Китайского центра по контролю и профилактике 
заболеваний, из 72314 случаев заболевания, зареги-
стрированных по состоянию на 11 февраля 2020 года, 
только 2% составляли лица в возрасте до 19 лет [36]. 

У детей с COVID-19 также описан мультисистемный 
воспалительный синдром с клиническими призна-
ками, сходными с болезнью Кавасаки и синдромом 
токсического шока [46]. Мониторинг детской заболе-
ваемости, проведенный Мескиной, показал, что доля 
бессимптомных форм COVID-19 у детей составляет 
62%, в том числе у новорожденных – 73.1%, с низкой 
частотой тяжелых форм – 0.38% [45].

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДЕТЕРМИНАЦИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ 
СВОЙСТВ SARS-CоV-2
Открытым остается вопрос о причинах таких раз-
нообразных клинических проявлений COVID-19 
у разных категорий населения. Можно предполо-
жить, что это разнообразие зависит от определен-
ных генетических профилей организма-хозяина. 
В соответствии с этой гипотезой генетическую осно-
ву восприимчивости к инфекции можно объяснить 
полиморфизмом функциональных рецепторов, не-
обходимых для  проникновения вируса в  клетки-
мишени. В частности, наблюдаемая при COVID-19 
полиорганная дисфункция, включая фатальные по-
вреждения легких и миокарда, может быть связана 
c функциональными характеристиками рецепторов 
ACE2 в популяции [47–49]. Так, Hou и соавт. на ос-
нове анализа ~ 81000 геномов человека исследовали 
восприимчивость к COVID-19, обусловленную по-
лиморфизмом генов ACE2 и TMPRSS2 (двух ключе-
вых факторов хозяина SARS-CoV-2). Обнаружено, 
что полиморфизмы (p.) ACE2 (такие, как p.Arg514Gly 
в африканской/афроамериканской популяции) свя-
заны с  сердечно-сосудистыми и  легочными забо-
леваниями вследствие изменения взаимодействий 
ангиотензиногена и ACE2. Уникальные, но распро-
страненные полиморфизмы (включая p.Val160Met 
(rs12329760)) в TMPRSS2 потенциально могут быть 
причиной дифференциальной генетической воспри-
имчивости к COVID-19 [50].

При помощи полногеномного поиска ассоциаций 
(GWAS) проанализировано 8582968 однонуклеотид-
ных полиморфизмов (SNP) от 1980 пациентов с тя-
желой формой COVID-19 из итальянского и испан-
ского эпицентров пандемии в Европе. Исследование 
не выявило значимых ассоциаций тяжелой формы 
заболевания с одним геном, скорее с мультигенным 
кластером на хромосоме 3 (гены SLC6A20, LZTFL1, 
CCR9, FYCO1, CXCR6 и XCR1) [51]. 

Используя методы NGS, китайские ученые про-
анализировали генетические профили 332 паци-
ентов с  различной степенью тяжести COVID-19. 
Результаты полногеномного поиска ассоциаций 
(GWAS) свидетельствуют о том, что наиболее зна-
чимый локус, связанный с тяжестью заболевания, 
находится в TMEM189–UBE2V1, который участвует 
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в сигнальном пути интерлейкина-1 (IL-1). Частота 
миссенс-вариантов p.Val197Met гена TMPRSS2, вли-
яющих на стабильность белка, у пациентов с тяже-
лой формой инфекции ниже, чем при легком течении 
заболевания и в общей популяции. Кроме того, уста-
новлено, что аллели HLA-A*11:01, B*51:01 и C*14:02 
значительно предрасполагают к тяжелому течению 
COVID-19 [52].

Селективность в отношении генетических профи-
лей организма-хозяина (как фактор вирулентности 
SARS-CoV-2) может быть одной из особенностей ви-
руса. У вируса гриппа, ставшего причиной глобаль-
ной пандемии в 1918 году, такое свойство не описа-
но. Это может быть связано с тем, что в начале XX 
века уровень техники и знаний не позволял провести 
исследований на эту тему. Опубликованы данные 
о восприимчивости к ВИЧ-1, генетически детерми-
нированной вариациями хемокиновых рецепторов 
хозяина [53]. Эти данные дают основание полагать, 
что такая избирательность может определять виру-
лентность и тканевую специфичность и других виру-
сов, включая SARS-CoV-2.

В исследованиях, направленных на изучение мо-
лекулярных механизмов патогенности и контагиоз-
ности коронавирусов, наибольшее внимание уде-
ляется детерминантам тропизма коронавирусов 
к клеткам дыхательных путей человека, основанного 
на рецептор-опосредованном проникновении виру-
са в клетку. Эти детерминанты находятся в поверх-
ностном S-белке коронавирусов. Распространено 
мнение, что  именно мутации в  эпитопах белка S, 
ответственных за связывание с вирусными рецеп-
торами, определяют эффективность межвидовой 
передачи и адаптации вируса к новому хозяину [54]. 
Экспериментально обоснована способность корона-
вируса летучих мышей, S-белок которых модифи-
цирован методами обратной генетики, преодолевать 
видовой барьер (инфицировать клетки человека) 
[55]. Однако на сегодняшний день отсутствует экс-
периментальное подтверждение того, что  только 
один S-белок SARS-CoV-2 опосредует контагиоз-
ность или высокую вирулентность вируса у человека. 
Ранее на примере высокопатогенного вируса гриппа 
А птиц H5N1 доказали, что способность распозна-
вать вирусные рецепторы клеток эпителия дыха-
тельных путей млекопитающих может достигаться 
введением в гемагглютинин (НА) от двух до четырех 
аминокислотных замен, важных для связывания НА 
с α-2,6-сиаловыми рецепторами [56, 57]. Тем не ме-
нее только этих мутаций оказалось недостаточно 
для того, чтобы вирус приобрел контагиозность и вы-
сокую вирулентность для хорьков [56, 57]. Это свиде-
тельствует о том, что дополнительные детерминанты 
контагиозности и вирулентности вероятно закоди-

рованы во «внутренних генах» вируса. Патогенность 
вируса опосредована не только его способностью эф-
фективно проникать в клетки-мишени, но и множе-
ством других вирусных факторов. Примером тому 
служат вакцинные штаммы, входящие в состав жи-
вых аттенуированных вакцин. По данным Klimov 
и соавт. [58], детерминантами аттенуации холодоа-
даптированного вакцинного штамма вируса гриппа 
A/Leningrad/134/47/17 являются мутации в генах 
белков полимеразного комплекса (PB1, PB2, PA, NP), 
М-белка и неструктурного белка NS2, но не поверх-
ностных белков нейраминидазы N и гемагглютини-
на H. Более 10 примеров изменения вирулентности 
разных вирусов млекопитающих, обусловленных 
лишь одной или двумя аминокислотными заменами, 
приведено в обзоре [3]. Подавляющее большинство 
этих примеров касается РНК-содержащих вирусов 
(вирусы гриппа А и В, энтеровирусы, вирус Эбола, 
ВИЧ, вирус лихорадки Западного Нила, вирус болез-
ни Ньюкасла, вирус репродуктивно-респираторного 
синдрома свиней и др.). 

Вирусы, относящиеся к одному биологическому 
виду, могут значительно различаться вирулент-
ностью, что  связано с  дивергенцией в  ходе эво-
люции. Смертность при заражении сезонными ви-
русами гриппа А (вид Influenza A virus семейства 
Orthomyxoviridae) серотипов H3N2, H1N1 составля-
ет 0.04–1.0%, тогда как смертность от заболеваний, 
вызванных отдельными штаммами вируса птичье-
го гриппа A, в том числе H5N1, H7N7, H9N2, H7N3 
и H7N9, достигала 60% [59, 60]. Коронавирусы че-
ловека не являются исключением. Так называемые 
сезонные коронавирусы (HCoV-NL63, -229Е, -OC43, 
-HKU1) ассоциированы в основном с легкими и сред-
нетяжелыми формами ОРВИ, тогда как коронавиру-
сы животного происхождения – SARS-CoV, MERS-
CoV и SARS-CoV-2 – с развитием тяжелого острого 
респираторного синдрома и более высоким риском 
летальности (по разным оценкам от 1 до 40% от числа 
лабораторно подтвержденных случаев). 

Группа Кунина недавно выявила возможные ге-
нетические детерминанты, определяющие повы-
шенную летальность в результате заражения вы-
соковирулентными коронавирусами – SARS-CoV, 
MERS-CoV и SARS-CoV-2 – по сравнению с низ-
ковирулентными сезонными HCoV-NL63, -229Е, 
-OC43 и -HKU1 [61]. В геноме высокопатогенных ко-
ронавирусов SARS-CoV, MERS-CoV и SARS-CoV-2 
в результате анализа более 3000 коронавирусных 
геномов выявили четыре области (три в гене нукле-
опротеина N и одну в гене S-белка), значимо отлича-
ющиеся по аминокислотным последовательностям 
от сезонных коронавирусов. Отличия в гене N пред-
положительно определяют усиление сигналов ядер-
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ной локализации и экспорта этого белка. Отличия 
в гене S находятся в области узнавания рецепторов 
и слияния вирусной оболочки с клеточной мембраной 
и гипотетически отвечают за усиление этапа прикре-
пления и входа вируса в клетку. Полученные резуль-
таты проливают свет на вероятные детерминанты 
вирулентности коронавирусов, но не имеют пока эм-
пирического подтверждения, поскольку работа вы-
полнена методами компьютерного анализа.

В геноме любого вируса постоянно появляются 
новые мутации, часть которых способна изменить 
биологические свойства вируса, включая степень 
контагиозности, способность ускользать от иммун-
ного ответа организма-хозяина, вирулентность. РНК-
содержащий SARS-CoV-2 характеризуется высокой 
(но ниже, чем у других РНК-вирусов) частотой му-
таций [62].

На  сегодняшний день известны сотни тысяч 
геномных последовательностей коронавируса 
SARS-CoV-2. Результаты исследований пополня-
ют базу данных геномных последовательностей 
GISAID, которая на  январь 2021 года включает 
информацию о  более чем 323493 последователь-
ностей. В GISAID, помимо SARS-CoV-2, представ-
лены геномные последовательности коронавиру-
сов, выделенных от летучих мышей и панголинов. 
Основываясь на данных о вирусных последователь-
ностях, а также информации о географическом про-
исхождении образцов из GISAID, другой информа-
ционный ресурс Nextstrain (https://nextstrain.org) 
[63] размещает филогенетический, географический 
и  геномный анализ SARS-CoV-2. Благодаря базе 
данных GISAID и ресурсу Nextstrain за эволюци-
ей вируса можно наблюдать в  режиме реального 
времени. Анализ Nextstrain прогнозирует появле-
ние примерно 26 замен в геноме SARS-CoV-2 в год. 
Учитывая размеры генома SARS-CoV-2 (29.9 т.н.), 
расчетная скорость эволюции составляет примерно 
0.90 × 10-3 замен/сайт/год [5]. Значение этого пока-
зателя сопоставимо с показателями, зарегистриро-
ванными для SARS-CoV (0.80–2.38 × 10-3) [64], MERS-
CoV (0.63–1.12 × 10-3) [65] и HCoV-OC43 (0.43 × 10-3) 
[66]. Частота мутаций (количество однонуклеотид-
ных замен на сайт за цикл репликации) у SARS-
CoV-2 скорее всего будет ниже, чем у других РНК-
содержащих вирусов, таких, как, например, вирусы 
гриппа. Это связано с тем, что геном коронавирусов 
кодирует 3’–5’-экзорибонуклеазу (nsp14-ExoN), об-
ладающую редактирующей активностью [67]. Этим 
обусловлена высокая стабильность генома корона-
вирусов, включая SARS-CoV-2. Анализ нуклеотид-
ных последовательностей 48635 изолятов вируса 
подтверждает низкую частоту мутаций, которая 
составила в среднем 7.23 мутации на образец по от-

ношению к эталонным последовательностям генома 
SARS-CoV-2 (NC_045512.2) [68].

Кроме того, показано, что  геном SARS-CoV-2 
имеет гораздо более низкую частоту мутаций и ге-
нетическое разнообразие по сравнению с вирусом 
SARS-CoV, который вызвал вспышку атипичной 
пневмонии в 2002–2003 годах [69]. Следует также от-
метить, что RBD-домен S-белка (~90 аминокислот) 
SARS-CoV-2, который непосредственно реагирует 
с рецептором ACE2 на поверхности клеток-мишеней, 
значительно отличается от RBD SARS-CoV, особенно 
в двух областях, которые взаимодействуют с ACE2, 
и является самой вариабельной частью SARS-CoV-2 
[70]. Последнее предполагает участие нескольких ме-
ханизмов, задействованных в процессе проникнове-
ния вируса в клетку. Определены шесть аминокислот-
ных остатков RBD S-белка (Leu455, Phe486, Gln493, 
Ser494, Asn501 и Tyr505), которые играют ключевую 
роль в связывании с ACE2. Причем пять из них от-
личаются от RBD SARS-CoV, что следует учитывать 
при разработке специфических противовирусных 
препаратов, блокирующих вход вируса в клетку [70].

Следует отметить, что многочисленные элементы 
генома вируса в разной степени подвержены мута-
циям. Так, на основе анализа около 223000 полнораз-
мерных последовательностей протеома SARS-CoV-2 
была рассчитана частота мутаций каждого вирусного 
белка. Самой высокой частота мутаций была у белков 
S, NSP12, NS9c и N [71]. 

Анализ нуклеотидных последовательностей изо-
лятов SARS-CoV-2 выявил несколько областей ге-
нома с повышенной частотой мутаций [72–81]. Среди 
них следует выделить одну – D614G, в C-концевой 
области домена S1 [72–74, 77, 81]. Показано, 
что в Европе доминирует мутантный вирус с заме-
ной D614G в S1-домене [68]. Сравнение функцио-
нальных свойств S-белка с аспарагиновой кислотой 
в положении 614 (SD614) и глицином (SG614) показало, 
что псевдовирусы, несущие SG614, проникают в клет-
ки, экспрессирующие ACE2, более эффективно, чем 
вирусы с SD614 [82]. Хотя накопление данных все еще 
продолжается, однако растущая доля вируса с заме-
ной D614G предполагает, что вирусы с этой мутаци-
ей имеют преимущество в виде более эффективной 
передачи от человека к человеку. Интересно, что эта 
мутация, по-видимому, не влияет существенно на тя-
жесть течения заболевания [73, 79]. 

В декабре 2019 года появились сообщения о вы-
делении в Великобритании нового штамма SARS-
CoV-2, характеризующегося повышенным уровнем 
контагиозности [83]. По данным филогенетического 
анализа этот штамм формирует отдельный фило-
генетический кластер (линия B.1.1.7) [84]. В S-белке 
этого вируса идентифицированы семь характер-
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ных мутаций: RBD (N501Y, A570D), S1 (ΔH69/V70) 
и S2 (P681H, T716I, S982A и D1118H) [83]. Мутация 
N501Y в рецепторсвязывающем домене (RBD) обе-
спечивает повышенную аффинность по отношению 
с ACE2 человека и мыши [85]. Делеция ΔH69/V70 
в S1 способствует ускользанию вируса от иммунного 
ответа. Мутация P681H непосредственно примыка-
ет к участку расщепления фурином между S1 и S2 
в S-белке. Кроме того, представлены данные, указы-
вающие на существование нескольких независимых 
линий SARS-CoV-2, для которых характерна деле-
ция ΔH69/V70 в S-белке, и рост циркуляции этих 
вирусов в некоторых странах Европы, наблюдаемый 
с августа 2020 года [83]. 

В январе 2021 года в Южной Африке зафиксиро-
вано появление новой линии SARS-CoV-2 (501Y. V2), 
которая быстро распространилась и стала доминиру-
ющей в нескольких регионах страны. Выявлено во-
семь характерных для этой линии мутаций в S-белке, 
включая три в RBD (K417N, E484K и N501Y), ко-
торые могут иметь функциональное значение. Две 
из них (E484K и N501Y) расположены в рецептор
связывающем мотиве (RBM), который непосред-
ственно взаимодействует с  ACE2 [86]. Мутация 
N501Y также характерна для линии B.1.1.7, выяв-
ленной в Великобритании. Возможно, эта мутация 
определяет уровень контагиозности SARS-CoV-2. 

Также появились сообщения о  новой линии P.1. 
SARS-CoV-2 в Бразилии [87]. Следует отметить по-
явление конвергентных мутаций, общих для линий 
P1, B.1.1.7 и  B.1.351 (табл.  1). Это мутация N501Y 
в S-белке и делеция в ORF1b (del11288–11296 (3675–
3677 SGF) общие для P.1 и британского B.1.1.7, а также 
мутации в RBD (K417N/T, E484K, N501Y), характер-
ные как для P.1, так и для южноафриканского B.1.351.

Набор мутаций/делеций, характерных для линий 
P.1, B.1.1.7 и B.1.351, возник, вероятно, совершен-
но независимо. Кроме того, мутации, общие для P.1 
и B.1.351, по-видимому, связаны с быстрым увели-
чением случаев инфекции в местах, где ранее уже 
был зафиксирован высокий уровень заболеваемости. 

Поэтому крайне важно выяснить, существует ли по-
вышенная вероятность повторного заражения людей, 
перенесших COVID-19 [87]. В средствах массовой ин-
формации появилась информация о выделении ново-
го штамма SARS-CoV-2 (Fin-796H), который имеет 
сходство как с британским, так и с южноафрикан-
ским вариантом вируса, но при этом выявление этого 
варианта при ПЦР-анализе может быть затруднено.

Следует отметить, что мутации в S-гене представ-
ляют особый интерес для исследователей. На ре-
сурсе GISAID регулярно обновляются данные о ва-
риантах гена S-белка вируса SARS-CoV-2. Самые 
распространенные из них на январь 2021 года ука-
заны на рис. 1.

Анализ 95 полноразмерных последовательностей 
генома SARS-CoV-2, доступных в GenBank на пе-
риод с декабря 2019 по апрель 2020 года, позволил 
обнаружить 116 мутаций, из которых наиболее ча-
сто встречались 8782C > T в гене ORF1ab, 28144T > C 
в гене ORF8 и 29095C > T в гене N. Предполагается, 
что выявленные мутации могут влиять на вирулент-
ность и контагиозность SARS-CoV-2 [88].

Еще одна попытка исследовать взаимосвязь опре-
деленных мутаций в геноме SARS-CoV-2 с вирулент-
ностью вируса сделана Young и соавт. [89]. В част-
ности, изучено, каким образом делеция нуклеотида 
в положении 382 (Δ382) в области ORF8 генома SARS-
CoV-2 влияла на клинические особенности инфек-
ции. Установлено, что вариант Δ382 SARS-CoV-2, по-
видимому, связан с более легким течением инфекции.

В  настоящее время продолжается сбор и  ана-
лиз данных о взаимосвязи мутаций в геноме SARS-
CoV-2 с вирулентностью и контагиозностью вируса. 
Основные мутации, зафиксированные за год цирку-
ляции пандемического вируса, обозначены на рис. 1. 
Очевидно, что значительная доля мутаций, которые 
влияли на  трансмиссивность вируса, содержится 
в гене, кодирующем S-белок. Это очень важное наблю-
дение должно быть принято во внимание разработчи-
ками вакцин против SARS-CoV-2, подавляющее число 
которых основано на S-белке [90]. Показано, что сы-

Таблица 1. Наиболее значимые генетические варианты SARS-CoV-2

Генетический вари-
ант SARS-CoV-2

Регион, где 
впервые был 

зафиксирован
Характерные мутации Характерные особенности

B.1.1.7 Великобритания S-белок: RBD (N501Y, A570D), S1 (ΔH69/
V70), S2 (P681H, T716I, S982A и D1118H) Высокая контагиозность

B.1.351 (N501Y.V2) ЮАР S-белок: RBD (K417N, E484K и N501Y)
Некоторые вакцины менее 

эффективны в отношении этого 
варианта, высокая контагиозность

Р1-потомок варианта 
В. 1.1.28 Бразилия S-белок: RBD (E484K, K417T и N501Y). Высокая контагиозность

Fin-796H Финляндия S-белок: RBD (E484K, K417T и N501Y) Не детектируется в ПЦР 
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воротки от 20 человек, вакцинированных BNT162b2 
(РНК-вакцина, кодирующая S-белок), нейтрализо-
вали псевдовирусы SARS-CoV-2 с мутациями N501 
и Y501 [91]. Возможно, что при разработке вакцин 
следует обратить внимание на другие белки виру-
са, включая белок нуклеокапсида N. Так, например, 
90% эпитопов при Т-клеточном ответе расположено 
в ORF1ab гена белка нуклеокапсида SARS-CoV-2 [92]. 

СИСТЕМАТИЗАЦИЯ И ГЕОГРАФИЧЕСКАЯ 
РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ВАРИАНТОВ 
SARS-CoV-2
Молекулярно-генетический мониторинг новой коро-
навирусной инфекции и филогенетический анализ 
позволили выделить разные генетические варианты 
SARS-CoV-2, отличающиеся своей географической 
распространенностью. Существует несколько подхо-
дов к сравнительному геномному анализу вариантов 
SARS-CoV-2. В одном из них, предложенном Forster 
P. и соавт., выделяют три основных варианта SARS-
CoV-2 (A, B, C), которые различаются аминокислот-
ными заменами. При проведении филогенетического 
анализа близкородственный коронавирус летучих 
мышей BatCoVRaTG13, выделенный в провинции 
Юньнань [93], определен как предковый и помещен 
в основу филогенетического дерева (кластер А) [94]. 
Выделяют два подкластера А, которые различаются 
синонимичной мутацией T29095C. Вариант B произо-
шел от А в результате двух мутаций: синонимичной 
T8782C и несинонимичной C28144T, изменяющей 
лейцин на серин. При этом тип С отличается от сво-
его родительского типа наличием несинонимичной 
мутации G26144T, которая приводит к замене глици-
на на валин [94]. Типы А и C встречаются в основном 
в Европе и Америке. Напротив, тип В наиболее рас-
пространен в Восточной Азии, а его предковый ге-
ном, видимо, не вышел за пределы Восточной Азии, 
что  предполагает существование иммунологиче-
ской или экологической устойчивости к этому типу 
за пределами Азии [94]. Эти исследования дополнены 
группой ученых из Гонконга [95], которые провели 
филогенетический и филодинамический анализ 247 
геномных последовательностей SARS-CoV-2, до-
ступных в базе данных GISAID на 5 марта 2020 года. 
Среди них идентифицировали четыре генетических 
кластера вирусов, названных «суперраспространи-
телями» (super-spreaders, SS), т.е. вирусы, которые 
вызвали крупные вспышки заболевания COVID-19 
в разных странах мира. Так, SS1 был широко рас-
пространен в Азии и США и в основном ответствен 
за  вспышки в  штатах Вашингтон и  Калифорния, 
а также в Южной Корее, тогда как SS4 способствовал 
развитию пандемии в Европе. Используя сигнатур-
ные мутации каждого SS в качестве маркеров, допол-

нительно проанализировали 1539 последовательно-
стей генома SARS-CoV-2, зарегистрированных после 
29 февраля 2020 года, и обнаружили, что 90% этих 
геномов были «суперраспространителями», причем 
доминировал SS4 [95]. Проводя параллели с работой 
[94], следует отметить, что вирус, идентифициро-
ванный как SS1, эквивалентен типу B, SS2 – типу C, 
а тип A – предковый вариант. Результаты географи-
ческого распространения разных типов вирусов со-
впадают в обоих исследованиях. 

Популяционный генетический анализ 103 геномов 
SARS-CoV-2 показал [96], что вирусы можно разде-
лить на два основных типа (L и S), которые различа-
ются двумя точечными мутациями в аминокислот-
ной последовательности сайта 84 (S84L) гена ORF8. 
Несмотря на то что тип L (~70%) более распростра-
нен, чем тип S (~30%), результаты эволюционного 
анализа предполагают, что тип S, скорее всего, яв-
ляется предковой версией SARS-CoV-2. Кроме того, 
предполагается, что тип L более агрессивен и распро-
страняется быстрее, чем S, а вмешательство челове-
ка, возможно, изменило соотношение L- и S-типов 
вскоре после первой вспышки SARS-CoV-2. Однако 
в настоящее время неясно, произошел ли L-тип в ре-
зультате эволюции S-типа коронавируса человека 
или промежуточных хозяев. Также неясно, являет-
ся ли L-тип более вирулентным, чем S-тип [96]. 

Чтобы оценить связь генетических мутаций 
с  уровнем вирулентности вируса, Zhang и  соавт. 
изучили клинические, молекулярные и  иммуно-
логические характеристики 326 пациентов с  под-
твержденной инфекцией SARS-CoV-2 в  Шанхае 
[97]. Они идентифицировали два основных клайда. 
Клайд I включал несколько подгрупп, характери-
зующихся различиями в ORF3a – p.251G> V (суб-
клайд V), или S – p.614D> G (субклайд G). Клайд II 
отличается от клайда I двумя связанными мутация-
ми в ORF8: p.84L> S (28144T> C) и ORF1ab: p.2839S 
(8782C> T). Такая классификация не согласуется 
с S/L-типированием [96], несмотря на то, что она ос-
нована на тех же двух связанных полиморфизмах. 
Кроме того, авторы не выявили существенных раз-
личий в частоте мутаций и трансмиссивности у виру-
сов, относящихся к клайду I или II, а также в клини-
ческих особенностях вызываемых ими заболеваний.

Еще один подход к систематизации генетических 
вариантов SARS-CoV-2 представлен в  препринте 
[98]. При сравнении полноразмерных вирусных гено-
мов рассчитывали коэффициент сходства Жаккара. 
При этом в анализ не включали информацию о гео-
графическом происхождении образцов и не пыта-
лись моделировать эволюционные взаимоотношения 
различных геномов SARS-CoV-2 с помощью фило-
генетического анализа. Несмотря на это, результаты 
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проведенного анализа отражают хронологическое рас-
пространение SARS-CoV-2 по всему земному шару, 
начиная с первых случаев заболевания, наблюдав-
шихся в Китае, и заканчивая современными вспышка-
ми заболевания в Европе и Северной Америке. Кроме 
того, использование данных о нуклеотидной последо-
вательности 7 640 геномов SARS-CoV-2, представлен-
ных в базе данных GISAID, позволило сделать вывод 
о том, что вирусы группируются в четыре отдельные 
генетические подгруппы [98].

Анализ десятков тысяч геномов SARS-CoV-2, 
проведенный группой ученых из Темпльского уни-
верситета, позволил выявить его прародительский 
штамм (препринт [99], опубликованный на  сайте 
bioRxiv.org). Со временем мутации в геноме предко-
вого вируса дали начало семи доминантным линиям, 
которые распространились по разным континентам. 
Использование технологии молекулярного баркоди-
рования позволило установить, что геномные после-
довательности североамериканских коронавирусов 
отличаются от последовательностей коронавирусов, 
циркулирующих в то же время в Европе и Азии [99].

На  основе анализа 75 полноразмерных гено-
мов выделены шесть кластеров, названных Ухань, 
Бриллиантовая принцесса, Азиатский, Европейский, 
США и  Пекин [100]. Обнаруженные в  образ-
цах из  Южной Кореи, Индии, Греции, Испании, 
Австралии, Швеции и Юньнани мутации в гене, ко-
дирующем шиповидный гликопротеин S, возможно, 
предполагают преобладание мутировавших штаммов 
с разной степенью вирулентности. 

Несмотря на многообразие подходов к классифи-
кации SARS-CoV-2, консорциум GISAID сформиро-
вал собственную, обобщенную систему классифика-
ции [101], согласно которой выделяют семь основных 
клайдов (на основе характерных наборов мутаций): S, 
L, V, G, GH, GR, GV (табл. 2). 

Согласно [68], клайды G и  GR преоблада-
ют в  Европе, в  то  время как  S и  GH – в  основном 

в Северной и Южной Америке. Референсный клайд L 
представлен преимущественно последовательностями 
из Азии. В настоящее время представители клайда G 
и его производных – GH и GR, наиболее распростра-
нены среди секвенированных геномов SARS-CoV-2, 
на долю которых в глобальном масштабе приходится 
74% всех известных последовательностей. В частно-
сти, клайд GR, несущий комбинацию мутаций D614G 
S-белка и RG203KR N-белка, в настоящее время яв-
ляется самым распространенным представителем 
SARS-CoV-2 в  мире. Исходный вирусный штамм, 
представленный клайдом L, по-прежнему составляет 
7% от числа секвенированных геномов [68].

Проведен анализ 1566 последовательностей генома 
SARS-CoV-2, выделенных в 10 азиатских странах 
[102]. Последовательности сравнивали с эталонной 
последовательностью штамма WIV04 (Accession no 
MN996528.1) для  идентификации мутаций в  раз-
личных областях генома. Анализ in silico показал, 
что изоляты из 10 азиатских стран формируют клай-
ды G, GH, GR, L, S, O и V. При этом самый высокий 
уровень мутаций зафиксирован в клайдах GH и GR 
[102].

Классификация GISAID дополняется более де-
тальной динамической системой номенклатуры, 
предложенной Rambaut и соавт. [103]. Согласно этой 
системе, выделяют 81 линию SARS-CoV-2 и большая 
их часть относится к линиям A, B и B.1. Выделены 
шесть линий, производных от линии A (A.1–A.6), 
и две сублинии-потомки A.1 (A.1.1 и A.3). Также опи-
сано 16 линий, производных от линии В. Линия B.1, 
включающая на апрель 2020 года 70 сублиний, яв-
ляется преобладающей. Линия B.2 имеет шесть суб
линейных потомков. Согласно этой классификации, 
клайды S, V, G, GH, GR, GV соответствуют линиям 
A, B.2, B.1, B.1*, B.1.1. (табл. 2) [68]. На основе этой 
системы разработано программное обеспечение pan-
golin [104], которое позволяет автоматически класси-
фицировать новые геномы. 

Таблица 2. Современные подходы к субвидовой классификации SARS-CoV-2

Клайды по GISAID [101]  и характерные мутации
Линии 

по Rambaut 
[103]

Клайды по Hodcroft [105] 
и характерные мутации

S C8782T, T28144C, включая NS8-L84S A 19A
19B

C8782T
T28144C

L C241, C3037, A23403, C8782, G11083, G26144, T28144  (референсная после-
довательность - штамм WIV04, GISAID: hCoV-19/Wuhan/WIV04/2019) B.2 20A C3037T, C14408T 

и A23403G
V G11083T, G26144T NSP6-L37F + NS3-G251V B.1
G C241T, C3037T, A23403G, включая S-D614G B.1*

GH C241T, C3037T, A23403G, G25563T, включая S-D614G + NS3-Q57H B.1.1. 20C C1059T и G25563T

GR C241T, C3037T, A23403G, G28882A, включая S-D614G + N-G204R 20B G28881A, G28882A 
и G28883C

GV C241T, C3037T, A23403G, C22227T, включая S-D614G + S-A222V
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Еще один подход к систематизации описан в рабо-
те Hodcroft с соавт. [105]. Авторы предлагают указы-
вать в названии год выявления штаммов, входящих 
в определенный клайд. При этом клайд формирует-
ся из штаммов, которые циркулируют в течение не-
скольких месяцев и имеют характерное географиче-
ское распространение. Согласно этой классификации, 
в  настоящее время выделяют следующие клай-
ды: 19A, 19B, 20A, 20B, 20C (табл. 1). Клайды 19A 
и 19B преобладали в Азии в начале пандемии, тогда 
как 20A был детектирован в Европе в начале 2020 
года. Клайд 20B также распространился в Европе, 
тогда как 20С в основном в Северной Америке. 

Таким образом, в настоящее время продолжается 
формирование удобной и понятной системы клас-
сификации пандемического SARS-CoV-2. Следует 
отметить, что на момент написания обзора не было 
опубликовано официальных рекомендаций МКТВ 
(ICTV) по субвидовой таксономии SARS-CoV-2.

В конце января 2020 года в России зафиксировали 
первые случаи заражения SARS-CoV-2, а с мая 2020 
года Россия входит в число четырех стран с наиболь-
шим количеством подтвержденных случаев заболева-
ния COVID-19. На март 2021 года в России зафиксиро-
вано 4.3 млн случаев COVID-19 и 87000 смертельных 
исходов. Однако вспышка в России началась позже, 
чем во многих соседних европейских странах, возмож-
но, благодаря принятым мерам по ограничению транс-
портного сообщения с  Китаем. Филогенетический 
анализ изолятов SARS-CoV-2, выделенных в России, 
показал, что большинство образцов соответствуют 
линиям B.1, B.1.1 и B.1* (номенклатура PANGOLIN) 
или клайдам G, GR и GH (номенклатура GISAID), ши-
роко распространенным в Европе [106]. При этом са-
мой распространенной генетической линией является 
GR / 20B / B.1.1 (номенклатура GISAID, Nextstrain, 
Pangolin соответственно) [107]. В результате филоге-
нетического анализа российских штаммов установле-
но, что, как и повсеместно, российские изоляты SARS-
CoV-2 характеризовались низкой частотой мутаций. 
Однако обнаружена высокая частота несинонимичных 
мутаций, приводящих к неконсервативным заменам. 

Большинство несинонимичных замен найдены в ну-
клеотидных последовательностях, кодирующих ну-
клеопротеин N. Предполагается, что это наблюдение 
может служить косвенным доказательством интен-
сивной циркуляции вируса в человеческой популяции 
и его адаптации к новым носителям [108].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При глобальном распространении SARS-CoV-2 с от-
четливым порогом начала пандемии новой для им-
мунной системы человека вирусной инфекции 
возникли условия, когда возможно получение до-
статочно убедительных данных о том, зависит ли 
структура клинических форм COVID-19 от дина-
мических изменений генетически обусловленных 
биологических свойств вируса, или же она детерми-
нируется только характеристиками хозяина. Этот во-
прос принципиально важен для разработки вакцин 
и планирования ресурсов общественного здравоох-
ранения. По истечении 12 месяцев от начала распро-
странения нового коронавируса в человеческой попу-
ляции все меньше остается сомнений в дивергенции 
SARS-CoV-2, т.е. в появлении штаммов, отличаю-
щихся по биологическим свойствам, что обусловлено 
высокой пластичностью геномов РНК-вирусов и бла-
гоприятными условиями для их эволюции. 

Любые изменения вирусного генома, нарушающие 
взаимодействие с клеткой хозяина, изменяющие ус-
ловия для репродукции коронавируса, экспрессию 
генов хозяина или противодействие иммунитету хо-
зяина, могут изменить степень его контагиозности 
и вирулентности. Более того, биологические свойства 
вируса может изменить одна или несколько точеч-
ных мутаций, как показано в  ряде исследований. 
При  этом взаимодействие между коронавирусом 
и хозяином является ключом к патогенезу коронави-
русных заболеваний и, в конечном счете, определяет 
исход инфекции. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 20-04-60079.
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РЕФЕРАТ В представленном обзоре рассмотрено применение метода регистрации хемилюминесценции 
для оценки течения свободнорадикальных процессов в модельных биологических системах. Приведена 
классификация экспериментальных модельных биологических систем. В общих чертах рассмотрены ме-
таболические пути свободных радикалов в клетке. Представлены аргументы в пользу необходимости ис-
пользования метода регистрации хемилюминесценции при исследовании свободнорадикальных процессов 
наряду с такими методами регистрации электромагнитного излучения, как электронный парамагнитный 
резонанс, спектрофотометрия и регистрация инфракрасного излучения, а также с химическими методами 
оценки конечных продуктов свободнорадикальных реакций. Наиболее подробно рассмотрена хемилю-
минесценция, сопровождающая свободнорадикальные реакции с участием липидов – одну из ключевых 
причин гибели клеток по пути апоптоза (в случае запуска комплексом цитохрома c с кардиолипином) 
или ферроптоза (индуцируемого свободными ионами двухвалентного железа), а также разобрано понятие 
квантового выхода хемилюминесценции. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА свободнорадикальные реакции, апоптоз, ферроптоз, хемилюминесценция, перекисное 
окисление липидов, активные формы кислорода.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МДА – малоновый диальдегид; ЭВС – электронные возбужденные состояния; ЭПР – 
электронный парамагнитный резонанс.
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ВВЕДЕНИЕ
Биохемилюминесценция – явление генерации фото-
нов в биологических системах. Нередко можно встре-
тить также термин «биолюминесценция», который, 
строго говоря, лишен смысла, так как описывает све-
чение живых организмов, обусловленное химически-
ми реакциями. Это свечение вызвано протеканием 
в этих системах реакций с участием свободных ра-
дикалов. Закономерности протекания этих реакций 
и влияние на этот процесс различных факторов, на-
пример антиоксидантов, изучают с использованием 
метода регистрации хемилюминесценции. Однако 
перед непосредственным описанием хемилюминес-
ценции и механизмов ее возникновения в биологиче-
ских системах необходимо написать несколько фраз, 
относящихся к систематизации модельных биологи-
ческих систем. 

МОДЕЛЬНЫЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ СИСТЕМЫ 
В ИЗУЧЕНИИ СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ
Экспериментальная модельная система – матери-
альная система, воздействие на которую физиче-

ским, химическим, биологическим или иным фак-
тором способно дать информацию о последствиях 
влияния этого фактора на систему-оригинал. Можно 
привести следующую классификацию эксперимен-
тальных модельных систем, имеющих отношение 
к биологическим исследованиям. 

A. Собственно биологические модельные системы:
A1. Лабораторные животные. Эта модель наиболее 

полно отражает свойства человеческого организма. 
Однако необходимо учитывать таксономические осо-
бенности используемых животных (например, спо-
собность синтезировать витамин C), что позволит 
понять, насколько результат, полученный на данной 
модели, можно перенести на организм человека. В ка-
честве примера можно привести изучение свободно-
радикальных процессов, выполненное коллективом 
под руководством М.В. Листова [1, 2] на мышах, и раз-
работку модели цирроза печени у крыс, индуциро-
ванного ацетаминофеном (парацетамолом) [3]; 

A2. Эмбрионы животных. Основное отличие дан-
ной модели от предыдущей заключается в возмож-
ности сокращения времени эксперимента, а также 
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в использовании более полного набора воздействий 
в  силу нераспространения на  эмбрионы ранних 
стадий развития нормативных актов о правах ла-
бораторных животных. В качестве примера можно 
привести работу [4], в которой на эмбрионах рыбки 
Brachydanio rerio (полосатый данио) изучали послед-
ствия авитаминоза и гипервитаминоза витамина E 
у их родителей; 

A3. Нейромышечный препарат. На этой модели [5] 
показана свободнорадикальная природа возбужде-
ния и торможения в нервной ткани; 

A4. Культуры клеток. Эту модель используют 
для определения содержания формальдегида мето-
дом регистрации хемилюминесценции, усиленной 
производным кумарина, в условиях искусственно 
индуцированного стресса [6].

A5. Культура митохондрий. Эта модель позволя-
ет прицельно исследовать процессы, происходящие 
в митохондриях. В качестве примера можно привести 
работы под руководством Ю.А. Владимирова по реги-
страции хемилюминесценции в суспензии митохон-
дрий, результаты которых позволили предположить, 
что перекисное окисление липидов митохондриаль-
ных мембран инициируется при дефиците фермен-
тов, катализирующих β-окисление жирных кислот 
[7–9]. К этой же группе можно отнести и культуру 
изолированных пластид растений, например хлоро-
пластов [10];

A6. Препарат тканей. При исследовании тканей, 
полученных непосредственно от животных, экспе-
риментальной моделью служат, строго говоря, сами 
лабораторные животные. На  тканевом препарате 
впервые обнаружили биохемилюминесценцию [11]. 
Метод регистрации хемилюминесценции крови и ее 
фракций используется во многих работах [12–16];

A7. Модель на основе грибов. Наиболее часто в ка-
честве экспериментальной модели используют пе-
карские дрожжи (Saccharomyces cerevisiae). Так, эту 
модель использовали для изучения окислительного 
стресса методом регистрации хемилюминесценции 
[17];

A8. Растительные модели. К этой группе моде-
лей можно отнести как целые растения, проростки 
или отдельные органы, так и культуры растительных 
клеток и тканей. На семядолях бобов [18] показано 
увеличение концентрации супероксидного анион-
радикала при повышении активности липоксигеназ. 
В качестве примера можно привести применение ме-
тода регистрации хемилюминесценции [19] при из-
учении связывания пептидного лиганда с клеточным 
рецептором.

Можно выделить также большую группу моделей, 
названную молекулярными моделями, в которую 
вошли две группы систем.

B. Условно биологические экспериментальные мо-
дели:

B1. Модели на  основе биологических молекул, 
выделенных исключительно из живых организмов, 
например, на выделенных из животных цитохроме c 
и кардиолипине [20], в качестве молекулярной моде-
ли использовали также ДНК Escherichia coli [1];

B2. Молекулярные модели на основе биологиче-
ских молекул, выделенных из живых организмов, 
и идентичных им искусственно синтезированных мо-
лекул. В качестве примера можно привести изучение 
участия производных кумарина в реакции, катали-
зируемой комплексом цитохрома c с кардиолипином, 
с использованием цитохрома c, выделенного из серд-
ца лошади, и искусственно синтезированного тетра-
олеилкардиолипина [21];

C. Модели на  основе синтетических полиме-
ров и низкомолекулярных органических веществ. 
Строго говоря, эти модели нельзя считать биоло-
гическими, однако некоторые данные, полученные 
с их использованием, можно переносить на живые 
системы. При  этом именно эти модели зачастую 
оказываются наиболее подходящими при изучении 
базовых закономерностей свободнорадикальных ре-
акций:

C1. Молекулярная модель, в которой использу-
ются биомолекулы и небиологический аналог био-
молекулы. Так, додецилсульфат-анион используют 
в качестве аналога кардиолипина для изучения из-
менения свойств цитохрома c при связывании с фос-
фолипидами [22]. Эта модель позволяет изучать 
комплекс цитохрома c с кардиолипином, запускаю-
щий пероксидацию липидов мембран митохондрий, 
что приводит к инициации апоптоза по митохондри-
альному пути [23];

C2. Молекулярная модель с использованием син-
тетического полимера. С помощью данной модели из-
учали генерацию хемилюминесценции при разруше-
нии полимеров [24] и кинетику алкил-радикального 
распада полиэтилена [25];

C3. Молекулярная модель на основе только низ-
комолекулярных органических веществ. С  по-
мощью этой модели получены данные о природе 
хемилюминесценции, вызванной реакциями угле-
водородных радикалов, образующихся при  дей-
ствии продуктов термического распада α

1
,α

2
-

азобисизобутиронитрила [26]. Углеводороды можно 
считать весьма удобной моделью для изучения сво-
боднорадикальных реакций с участием липидов, 
так  как  «хвосты» липидных молекул являются 
по своей сути углеводородами. Опубликованы ре-
зультаты подобных работ [26, 27], послужившие ос-
новой для исследования механизмов перекисного 
окисления липидов [28–31].
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ЯВЛЕНИЕ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ И МЕХАНИЗМ 
ЕГО ВОЗНИКНОВЕНИЯ
Впервые испускание биообъектами светового излу-
чения очень слабой интенсивности было замечено 
в конце первой трети прошлого века: В.В. Лепешкин 
обнаружил засветку лежащих на  биопрепаратах 
фотопластинок, посчитав это излучение ультрафио-
летовым, испускаемым при коагуляции протопласта 
при гибели клеток и назвав его некробиотическим из-
лучением [32, 33]. А.Г. Гурвич, зарегистрировавший 
свечение суспензии делящихся дрожжей, выдвинул 
предположение о сигнальной роли люминесценции 
биопрепаратов в ультрафиолетовой области спектра. 
Это свечение он назвал «митогенетическим излуче-
нием» [34].

Впоследствии при помощи фотоэлектронных ум-
ножителей в третьей четверти XX века обнаружи-
ли световое излучение чрезвычайно низкой интен-
сивности в видимой области спектра (обозначенное 
в  англоязычной литературе термином ultraweak 
chemiluminescence [35]), испускаемое биообъекта-
ми растительного [36] происхождения и животными 
тканями [11], была открыта хемилюминесценция 
интактных тканей, митохондрий [7–9] и хлоропла-
стов [10]. В начале 1970-х годов Р. Эллан открыл хе-
милюминесценцию лейкоцитов из крови человека, 
осуществляющих фагоцитоз бактерий [37, 38]. Это 
открытие позволило использовать хемилюминесцен-
цию в качестве клинического метода определения 
иммунореактивности.

Хемилюминесценция – это свечение, обусловлен-
ное переходом различных метаболитов свободнора-
дикальных реакций из электронно-возбужденного 
состояния (ЭВС) в основное [39, 40]. 

Свободнорадикальные процессы в биологических 
системах
Свободным радикалом называют частицу, имеющую 
свободную валентность, обусловленную наличием 
неспаренного электрона. Впервые радикалы опи-
сал М. Гомберг в начале XX века [41–43]. Свободные 
радикалы обладают высокой реакционной способ-
ностью. Это обуславливает их химическую неста-
бильность и короткое время жизни. При этом моле-
кулярная структура радикала может влиять на его 
стабильность. К примеру, метильные заместители 
[44, 45] и иминоацетильный заместитель в пара-по-
ложении [44] способствуют стабилизации радикала 
хинона. 

В середине XX века были открыты радикальные 
формы компонентов дыхательной цепи – описан 
одноэлектронный перенос энергии [46–48]. До это-
го считалось, что окислительно-восстановительные 
реакции в биологических системах возможны лишь 

отдачей и получением одновременно двух электро-
нов [31].

Один из наиболее важных радикалов в процессах 
окислительного стресса – супероксид-анион ради-
кал (O

2
●−), образующийся при взаимодействии ра-

дикала семихинона (полувосстановленной формы 
убихинона) и молекулярного кислорода с внутрен-
ней стороны мембраны митохондрий, на комплексе 
III дыхательной цепи [49], а также на комплексе I 
[29] и в цитоплазме: NADPH-оксидазным комплек-
сом на мембране эндоплазматического ретикулума 
или плазмалемме [50, 51]. Кроме того, супероксид-
ный радикал образуется при  окислении гемогло-
бина до гемина [2]. Образующийся супероксидный 
радикал является одним из  компонентов нейро
гуморальной регуляции [1, 2, 5, 52]. Коллективом 
под руководством М.В. Листова установлено, что су-
пероксид-анион радикал, образующийся в крови, 
способствует генерации потенциалов на поверхно-
сти клеток, выполняя функцию триггера для эффек-
торов [5]. В частности, супероксидный радикал под-
держивает автоматические сокращения миокарда, 
действуя на синусно-предсердный узел проводящей 
системы миокарда [52] и являясь мощным факто-
ром деполяризации и  гиперполяризации клеточ-
ной мембраны. Тем самым супероксидный радикал 
запускает механизмы возбуждения и торможения 
на поверхности проводящих волокон [5]. В предло-
женной Ю.А. Владимировым классификации супе-
роксид-анион радикал наряду с монооксидом азота, 
образуемым NO-синтазами, назван первичным [29]. 
Этот термин указывает на то, что образование обоих 
радикалов катализируется ферментными системами 
[29, 53].

Первичные радикалы образуют молекулярные 
продукты: O

2
●− превращается под действием фер-

мента супероксид-дисмутазы в пероксид водорода 
или реагирует с NO● с образованием токсичного иона 
пероксинитрита ONOO¯ [54]. Cупероксид обладает 
также способностью восстанавливать трехвалентное 
железо, содержащееся в ферритине или входящее 
в состав железосерных комплексов цепей переноса 
электронов, до двухвалентного, которое реагирует 
с пероксидом водорода или гипохлоритом с обра-
зованием чрезвычайно активного гидроксильного 
радикала (●OH) и способно разветвлять цепи окис-
ления липидов, реагируя с липогидропероксидами. 
Гидроксилрадикал может инициировать процесс 
перекисного окисления липидов с образованием ли-
пидных радикалов [29]. Образующиеся при этом ак-
тивные формы кислорода и азота и гипохлорит в ма-
лых концентрациях выполняют функции вторичных 
мессенджеров, а при нарушении антиоксидантных 
систем клетки (большую роль играет глутатион 
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и глутатионпероксидаза [56]) приводят к состоянию 
окислительного стресса и, как следствие, к апопто-
зу [23, 58] или ферроптозу [59–61], запуская реак-
ции пероксидации липидов. Необходимо заметить, 
что  чаще всего пероксидацию липидов, ведущую 
к апоптозу, запускает цитохром c, образующий ком-
плекс с кардиолипином; при связывании с которым 
происходит изменение конформации цитохрома c, 
и в результате данный белок приобретает способ-
ность катализировать липопероксидазную реакцию 
[62–64]. А ферроптоз обусловлен запуском ионами 
Fe2+ реакции Фентона с последующей пероксидаци-
ей липидов, вызванной гидроксильными радикалами 
[59–61]. В предложенной Ю.А. Владимировым клас-
сификации и гидроксильные, и липидные радикалы 
названы вторичными [53]. На схеме, представленной 
на рис. 1, приведены основные метаболические пути 
свободных радикалов в организме. Необходимо отме-
тить отсутствие единой системы терминов, описыва-
ющих свободнорадикальные процессы в биологиче-
ских системах и окислительный стресс.

Обнаружение свободных радикалов 
в биологических системах, собственная 
хемилюминесценция
Метод регистрации хемилюминесценции позволяет 
оценить скорость реакции образования свободных 

радикалов [28, 31]. Этот физический метод исполь-
зуется при изучении свободнорадикальных процес-
сов наряду с химическими методами обнаружения 
молекулярных продуктов радикальных реакций. 
Наиболее часто маркером свободнорадикальных ре-
акций и состояния окислительного стресса служит 
один из продуктов реакции перекисного окисления 
липидов – малоновый диальдегид (МДА), концен-
трацию которого определяют с использованием тио
барбитуровой кислоты (ТБА) [65, 66]. Для большей 
достоверности результатов предпочтительно также 
определять концентрации оснований Шиффа [67, 
68], диеновых [69, 70] и триеновых [67] конъюгатов. 
Другие методы основаны на использовании пере-
хватчиков радикалов: антиоксидантных ферментов, 
таких, как каталаза (H

2
O

2
) [71] и супероксиддисму-

таза (O
2

●−) [69], фенольных антиоксидантов – для ги-
дроксильных и  липидных радикалов и  других 
органических молекул [71]. Главный недостаток хи-
мических методов – невозможность определить при-
роду и концентрацию самих свободных радикалов 
[29].

Метод электронного парамагнитного резонанса 
(ЭПР), разработанный в середине XX века [72], по-
зволяет обнаружить и идентифицировать многие 
радикалы путем анализа сверхтонкой структуры 
ЭПР-сигналов [73, 74]. Однако применение мето-

Рис. 1. Метаболические пути свободных радикалов [29, 54–57]
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да ЭПР затрудняется малой продолжительностью 
жизни и, как  следствие, низкой концентрацией 
свободных радикалов [75]. К примеру, обнаружить 
радикалы, образующиеся в реакции катионов Fe2+ 
с гидропероксидами липидов, удалось только в про-
точной системе при большом расходе реактивов [76]. 
Расход реактивов можно снизить, используя спино-
вые ловушки [1, 77], которые, однако, могут влиять 
на биохимические реакции, протекающие в систе-
ме, а также разрушаться в ходе некоторых из них 
[29]. Свободнорадикальные процессы при гемзави-
симом экзофтальме изучали наряду с ЭПР методом 
спектроскопии в  инфракрасном диапазоне (ИК-
спектроскопии) [1]. Среди физических методов сле-
дует также указать метод спектрофотометрии. Так, 
этот метод использовали для определения концен-
трации продуктов окисления при изучении механиз-
мов окисления гетероауксина (β-индолилуксусной 
кислоты) пероксидазой хрена и анионной пероксида-
зой табака [78]. Концентрацию маркеров перекисно-
го окисления липидов в подавляющем большинстве 
случаев также определяют спектрофотометрически. 
При помощи спектрофотометрии с параллельной ре-
гистрацией хемилюминесценции исследовали произ-
водные кумарина, используемые в качестве люми-
несцирующей добавки при изучении пероксидазных 
свойств комплекса цитохрома c с кардиолипином [21].

Метод регистрации хемилюминесценции позво-
ляет изучать интенсивность реакций с участием ко-
роткоживущих радикалов. Это возможно благодаря 
большому количеству энергии, которая образуется 
в элементарном акте радикальной реакции и частич-
но выделяется в виде фотонов [40].

Представим обобщенные сведения о кинетике ре-
акций, сопровождающихся хемилюминесценцией. 
В ходе этих реакций исходные вещества R образу-
ют свободные радикалы R●, способные в последу-
ющей реакции привести к образованию электрон-
но-возбужденных продуктов P*, которые, переходя 
в основное состояние P, могут высветить фотон (hν). 
Возникновение продукта в ЭВС весьма высоко, если 
активированный комплекс реагентов и продукты 
реакции имеют состояния с разной мультиплетно-
стью [40]. Для удобства дальнейшего описания рас-
сматриваемых процессов приведем общую схему 
цепной реакции с  образованием и  участием сво-
бодных радикалов с последующим высвечиванием 
фотона:

                               ν→ → → + hR R P P
k k k

*
1 2 3

. � (1)

При этом необходимо заметить, что в большинстве 
случаев спектр хемилюминесценции не соответству-
ет спектру флуоресценции продукта P*, но соответ-

ствует его спектру фосфоресценции [79]. Это явно 
указывает на то, что продукты P* находятся в три-
плетном возбужденном состоянии.

Интенсивность хемилюминесценции (J) пропорци-
ональна скорости третьей реакции на приведенной 
схеме (1): J∝k

3
[P*].

Из-за большой скорости реакции превращения 
свободных радикалов в продукты реакции в систе-
ме быстро устанавливается стационарное состоя-
ние, при  котором скорости всех реакций данной 
цепи равны. Следовательно, интенсивность свече-
ния пропорциональна скорости v

1
 образования сво-

бодных радикалов (реакция с константой скорости 
k

1
).

 
Отсюда следует, что интенсивность хемилюми-

несценции пропорциональна также стационарной 
концентрации свободных радикалов, определить ко-
торую можно, зная скорость реакции их образова-
ния и константу скорости превращения в продукты 
в ЭВС [40, 80]:

                                          ∝ = ⎡⎣ ⎤⎦J v k R1 2
 � (2)

                                          ⎡⎣ ⎤⎦ =
v
k

R 1

2

. � (3)

Важно заметить,  что   как  ЭПР-методом, 
так  и  флуориметрически и  спектроскопически 
определяют стационарные концентрации веществ, 
в нашем случае – свободных радикалов [R●]. По мере 
увеличения реакционной способности радикалов, 
т.е. с ростом k

2
, величина [R●] падает – уменьша-

ется регистрируемый сигнал. И активные радика-
лы, даже при крайне высокой степени их образо-
вания, не  будут регистрироваться ЭПР-методом 
из-за большого значения k

2
, означающей высокую 

скорость их превращения в  продукты реакции. 
Однако интенсивность хемилюминесценции зависит 
не от концентрации радикалов, а от скорости сво-
боднорадикальных реакций. Поэтому при помощи 
этого метода можно детектировать даже самые ак-
тивные радикалы, концентрация которых ничтожно 
мала [80].

Понятие квантового выхода собственной 
хемилюминесценции
Применительно к явлению хемилюминесценции не-
обходимо рассматривать два понятия квантового 
выхода: квантовый выход возбуждения (Q

ex
) – отно-

шение молекул в ЭВС продуктов радикальной ре-
акции к общему числу молекул продуктов реакции; 
квантовый выход люминесценции (Q

lum
) – отношение 

молекул в ЭВС, испустивших фотон, к общему коли-
честву молекул в ЭВС. Общий выход свечения, хе-
милюминесценции (Q

ChLum
), равен их произведению: 

Q
ChLum

 = Q
ex

 ∙ Q
lum

 [40].
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Рассмотрим более подробно реакции, приведенные 
на схеме (1) с константами скоростей k

2
 и k

3
:

                      A B P
k

*
2

+ →  +другие продукты. � (4)

Это хемилюминесцентная реакция [40].

                                   hP P
k

*
3

ν→ + . � (5)

Это люминесценция [40].

                                        P P
k

*
not3

→ .�  (6)

Это безызлучательный переход [40].
Квантовый выход Q

lum
 реакции (5) – это кванто-

вый выход фотолюминесценции продукта, близ-
кий к нулю в большинстве биохимических реакций. 
Но и квантовый выход Q

ex
 при образовании продук-

тов в ЭВС крайне низок, так как большая часть моле-
кул в химических реакциях, протекающих в водной 
среде при обычных температурах, сопровождается 
образованием молекул не в возбужденном, а в основ-
ном электронном состоянии [29] («другие продукты» 
из реакции (4) с константой k

2
). А общий квантовый 

выход хемилюминесценции, используемый для оцен-
ки именно скорости образования свободных радика-
лов, вычисляется по формуле: Q

ChLum
 = Q

ex
 ∙ Q

lum
 [40]. 

Это свечение называют сверхслабым именно из-за 
столь низкого значения квантового выхода биохеми-
люминесценции [31, 81].

Величину квантовых выходов, а значит, и итоговой 
интенсивности хемилюминесценции можно вычис-
лить по формулам [40]:

                                          Q
k

k klum
3

3 3not

=
+

� (7)

                 J k Q
k

k k
kP A B3

*
ex

3

3 3
2

not

= ⎡⎣ ⎤⎦ =
+

⎡⎣ ⎤⎦ ⎡⎣ ⎤⎦ , � (8)

где k
3
 – константа скорости реакции (5), k

3not
 – кон-

станта скорости реакции (6), k
2
 – константа скоро-

сти реакции (4), J – интенсивность хемилюминес-
ценции.

Очевидно, что не каждый квант света, попадаю-
щий на хемилюминометр, способен выбить электрон 
с фотокатода фотоэлектронного умножителя [31]. 
Поэтому программное обеспечение современных хе-
милюминометров учитывает коэффициент светосбо-
ра (доля квантов, попавших на фотокатод, от обще-
го числа квантов, высвеченных изучаемой системой 
[82]) и квантовый выход фотокатода (отношение вы-
битых с катода электронов к числу упавших на катод 
квантов).

Механизм хемилюминесценции при реакциях 
пероксидации биомолекул
Перекисное окисление липидов – один из основных 
процессов, способствующих развитию ферроптоза 
[60, 61, 83] и апоптоза по митохондриальному пути 
[23]. Поэтому при изучении этих процессов наи-
большее внимание уделяется именно радикаль-
ным реакциям с участием липидов. Однако схема, 
описывающая липидные радикальные реакции, со-
провождающиеся хемилюминесценцией, в целом 
справедлива и применима к хемилюминесцентным 
реакциям белков, что показано И.И. Сапежинским 
и  Е.А. Лисси [75, 84–86], и  нуклеиновых кислот 
в  растворах, подвергнутых воздействию низко-
частотного электромагнитного излучения [87, 88]. 
Обратим внимание, что для возбуждения, вызыва-
ющего дальнейшую люминесценцию, энергетиче-
ский выход реакции должен быть не менее 40 ккал/
моль (167.5 кДж/моль) [40]. Механизмы генерации 
люминесценции первоначально были открыты 
и продолжают изучаться на модельных системах 
на основе синтетических полимеров [24, 89] и низ-
комолекулярных органических веществ [26, 90, 
91]. К примеру, изучен алкил-радикальный распад 
полиэтилена [25], а также опубликованы резуль-
таты спектрометрического исследования хемилю-
минесценции, сопровождающей окисление поли-
карбоната, полистирола и полиэтилметакрилата 
продуктами температурного распада дициклогек-
силпероксидикарбоната, приведено значение обще-
го квантового выхода хемилюминесценции, равное 
10-9 [24].

Пероксидация липидов, которой в  наибольшей 
степени подвержены полиненасыщенные ацилы, 
представлена в виде не одной реакции, а каскада раз-
ветвляющихся цепных реакций [92–94]. Приведем 
более подробно схему реакции (4) с общей константой 
скорости k

2
: 

                         → →
− +⎡⎣ ⎤⎦

R H R R OO
k k

1

; H

1

O ;  

1

a1 2 2

�  (9)

                     + → +R OO R H R OOH R
k

1 2 1 2

b2

 � (10)

                              + ⎡⎣ ⎤⎦→R O R OO
k

2 2 2

a2

. � (11)

Гидропероксиды липидов ROOH очень легко ста-
новятся источниками новых цепей окисления липи-
дов, согласно общим принципам протекания подоб-
ных реакций [95, 96]:

                        + → +− −e ROOH RO OH
k c2

 � (12)

                             + → + −RO RH 2R OH . � (13)
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Образование кислородсодержащих радикалов – 
ключевой этап каскада реакций, приводящих в ко-
нечном счете к  хемилюминесценции. Несмотря 
на известный факт, что молекулярный кислород 
является тушителем люминесценции [97], в сере-
дине XX века установили, что присутствие кисло-
рода в системе с белками и углеводородами усили-
вает интенсивность хемилюминесценции [26, 40, 75, 
80, 90, 98]. Это позволило предположить, что воз-
бужденные частицы, в конечном итоге испускаю-
щие свет, образуются в результате рекомбинации 
именно кислородсодержащих радикалов. Следует 
также обратить внимание на то, что, помимо белков 
и углеводородных группировок, субстратом окисле-
ния с последующим высвечиванием фотонов может 
служить люминол [99, 100]. Однако образующийся 
в этом случае люминесцирующий продукт находит-
ся в синглетном ЭВС, а не в триплетном, в котором 
пребывают возбужденные продукты свободноради-
кальных реакций с участием углеводородных груп-
пировок. К слову, люминол широко используется 
в качестве добавки для усиления интенсивности хе-
милюминесценции. 

Хемилюминесценция, сопровождающая реакции 
перекисного окисления липидов, обусловлена дис-
пропорционированием радикалов ROO● [27, 90]. В об-
щем виде этот процесс можно описать следующим 
образом [90]:

   ( )→ + + − +Q Q2ROO ROH R=O 1 R=O O
k

ex
*

ex 2

e2

. � (14)

Впервые механизм диспропорционирования пе-
роксильных радикалов с образованием карбониль-
ного соединения, спирта и молекулы кислорода был 
описан Г. Расселлом [101] и  впоследствии назван 
его именем. Реакция (14) является реакцией обрыва 
цепи радикального окисления, в то время как реак-
ция (10) – это реакция продолжения цепи. Г. Расселл 
определил среднее отношение скорости реакции (10) 
к скорости реакции (14), равное 7.4 для углеводород-
ной модельной системы [101].

Реакция (14) – это реакция второго порядка. 
Следовательно, к ней можно применить общеизвест-
ное математическое выражение: 

                               
C C

k t1 1
e

0
2− = , � (15)

где t – время, прошедшее от начала реакции, C и C
0
 – 

концентрации радикалов ROO● в момент времени t 
и в начале реакции соответственно. Однако М. Дол 
[102] указывает на то, что часть радикалов ROO● 
в системе может не вступать в реакцию диспропор-
ционирования. Концентрацию этих радикалов обо-
значим буквой A. Тогда согласно [102], формула (15) 

приобретает вид (для удобства восприятия предста-
вим выражение в двух видах):
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где r
0
 – расстояние между радикалами, в пределах 

которого они реагируют, D – сумма коэффициентов 
диффузии реагентов.

Высвечивание фотона происходит при переходе 
кетона, образовавшегося в ходе реакции (14) из три-
плетного ЭВС в основное:

                                 →R=O R=O
k

*
3

+фотон. � (17)

При этом выделяется свет с максимумом интен-
сивности в области 450–550 нм [103]. 

Реакция (14) протекает через образование тетра-
оксида с последующим его распадом на спирт и бира-
дикал вследствие механического напряжения в ске-
лете молекулы – это момент разделения электронов 
в молекуле. После этого происходит выделение мо-
лекулы кислорода и образуется кетон в триплетном 
ЭВС [27, 80]. Однако тетраоксид с высокой долей ве-
роятности может вновь распасться на два липоперок-
сильных радикала. В пользу этого говорит тот факт, 
что константа скорости диффузии этих радикалов 
на порядки выше, чем константа скорости реакции 
их диспропорционирования [27]. Графически ме-
ханизм Расселла представлен на рис. 2А. Отметим, 
что  образовавшийся кислород может находиться 
в синглетном ЭВС. Согласно [104], квантовый выход 
возбуждения молекулы O

2
 в данном случае состав-

ляет ≈11%. При переходе кислорода в основное со-
стояние наблюдается люминесценция с максимумом 
в области 634 и 703 нм [103, 105]. 

В силу крайне низких значений квантовых выхо-
дов образования возбужденных молекул кетона и их 
люминесценции (в данном случае фосфоресценции) 
общий квантовый выход хемилюминесценции со-
ставляет всего порядка 10–8 [80].

Связь между концентрацией липопероксильных 
радикалов и  интенсивностью свечения J следует 
из уравнения [24, 40]:

                           
= ⎡⎣ ⎤⎦J Q k ROOeChLum 2

2
,�  (18)
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где J – общий световой поток при всех длинах волн 
и во всех направлениях; Q

ChLum
 – квантовый выход 

хемилюминесценции.
Помимо механизма Расселла, существует еще 

один путь образования карбонильных соединений 
в триплетном ЭВС – распад диоксетановой группи-
ровки [86], образовавшейся в ходе циклизации пере-
кисной структуры. Графически этот процесс пред-
ставлен на рис. 2Б.

Научным коллективом под  руководством Е. 
Бечары исследованы механизмы реакций образова-
ния и распада диоксетановой структуры, результа-
ты которого рассмотрены в [103]. Приведены данные 
о том, что кроме классического нерадикального рас-
пада диоксетановой структуры на два карбонильных 
соединения, одно из которых находится в триплет-
ном возбужденном состоянии, а второе – в основном 
состоянии, вместо второго соединения образуется 
радикал, содержащий карбонил, а также липоперок-
сид или липопероксильные радикалы. В обход меха-
низма Расселла эти радикалы могут превратиться 
в липоксильный радикал RO●, который может перей
ти в алкильный радикал и карбонильное соединение 
или радикал с оксетановой структурой, или же ради-
кал, содержащий оксирановую структуру, которая 
быстро распадается, что ведет к образованию тре-
тичного радикала, связанного с алкоксильной груп-
пировкой [103]. В обзоре Г. Чиленто и В. Адама [106] 
приведены различные механизмы образования диок-
сетановых группировок с последующим их распадом 
с образованием возбужденного продукта. Помимо 
классической схемы, приведен механизм окисления 

альдегида кислородом через образование диоксета-
новой структуры с последующим отрывом формиата 
и образованием возбужденного альдегида, на одну 
гомологическую разность короче изначального [106]. 
Описан также механизм образования возбужденного 
кетона при окислении и распаде диэтилстилбэстрола 
и другие похожие механизмы. Образование диоксе-
тана возможно при окислении кислородом феноль-
ного радикала, образовавшегося при взаимодействии 
фенола с липопероксильным радикалом. Эта реакция 
является частью механизма действия фенольных 
антиоксидантов [107]. Приведены и иные варианты 
образования возбужденных продуктов [107], такие, 
как  рекомбинация двух третичных α-радикалов 
спиртов, образование возбужденных продуктов 
при «склеивании» радикалов свободными валентно-
стями, образование возбужденного кетона при деги-
дратации углеводородного гидропероксида (сюда же 
можно отнести и липогидропероксиды) и т.д. 

Но вернемся к процессам пероксидации липидов. 
Скорость пероксидного окисления – это скорость об-
разования продуктов окисления липогидроперокси-
дов в реакции (10) с константой скорости k

2b
, поэтому:


⎡⎣ ⎤⎦ = ⎡⎣ ⎤⎦ ⎡⎣ ⎤⎦ = ⎡⎣ ⎤⎦

d
dt

k k J
Q k

ROOH
RH ROO RH .

e
2b 2b

ChLum 2

                              
⎡⎣ ⎤⎦ = ⎡⎣ ⎤⎦ ⎡⎣ ⎤⎦ = ⎡⎣ ⎤⎦

d
dt

k k J
Q k

ROOH
RH ROO RH .

e
2b 2b

ChLum 2

 � (19)

Следовательно, скорость перекисного окисления 
в определенной степени пропорциональна стацио-
нарной концентрации свободных радикалов в систе-
ме и связана с интенсивностью хемилюминесценции. 
Поэтому, регистрируя интенсивность хемилюми-
несценции, можно оценивать изменения во времени 
скорости перекисного окисления липидов – изучать 
кинетику этого процесса и его механизм [24].

Описанная связь между интенсивностью соб-
ственной хемилюминесценции, сопровождающей 
свободнорадикальное окисление липидов, и скоро-
стью этого окисления подтверждена при изучении 
последовательных стадий хемилюминесценции мо-
дельных систем, содержащих липиды (липосомы 
и митохондрии), при добавлении в них солей, диссо-
циирующих с образованием катионов Fe2+ [108, 109]. 
Исследование кинетики такой хемилюминесценции 
вместе с определением уровня потребления кисло-
рода, окисления Fe2+ до Fe3+ и математическим мо-
делированием реакций [110] позволило расшифро-
вать уравнения каскада реакций окисления липидов, 
определить константы скоростей основных его ре-
акций, а также изучить влияние на него различных 

Рис. 2. Основные механизмы высвечивания фотонов 
в результате окисления липидов [80, 101, 103, 106]. 
А – реакция диспропорционирования пероксильных 
радикалов; Б – образование и распад диоксетановой 
группировки (на схеме – диоксетанон)

А

Б

Фотон



98 | ACTA NATURAE |  ТОМ 13  № 3 (50)   2021

ОБЗОРЫ

антиоксидантов. Метод регистрации хемилюминес-
ценции является удобным инструментом исследова-
ния перекисного окисления липидов. Данный метод 
широко применяли представители научной школы 
Р.Ф. Васильева [111–116], Ю.А. Владимирова [62, 
117–119], А.И. Журавлева [31] и другие авторы [17, 
30, 120–127].

В настоящее время актуальным вновь становит-
ся изучение кинетики пероксидации липидов, вы-
званной свободными ионами железа. Связано это 
с открытием в 2012 году еще одного способа запро-
граммированной гибели клетки – ферроптоза [61], 
некрозоподобной гибели клетки, обусловленной 
окислением митохондриальных структур, в первую 
очередь мембран, индуцированным ионами железа 
через реакцию Фентона [59, 83, 93].

При помощи регистрации собственной хемилюми-
несценции исследуют различные модельные биоло-
гические системы [29, 128, 129]. Хемилюминесценция 
тканей помимо пероксидации липидов обусловлена 
также синтезом NO, что показано группой под ру-
ководством Тьюренса на  перфузируемом легком 
и на модельных системах [130, 131], а также взаимо-
действием пероксинитрита с белками [132], причем 
наибольший вклад в свечение вносит взаимодействие 
пероксинитрита с триптофаном, несколько мень-
ший – с фенилаланином [131]. Метод регистрации 
собственной хемилюминесценции с успехом исполь-

зован при изучении пероксидации липидов в составе 
липопротеинов низкой плотности плазмы крови, сти-
мулированной нейтрофилами [133].

Однако интенсивность собственной хемилюминес-
ценции в абсолютном большинстве случаев крайне 
мала [29, 31, 134], что сильно усложняет ее регистра-
цию. К тому же зачастую необходимо исследовать 
конкретные радикалы, к примеру, реакции перок-
сидации липидов, т.е. оценить наличие в исследуе-
мой системе именно липидных радикалов, но метод 
регистрации собственной хемилюминесценции аб-
солютно неспецифичен [29]. Поэтому в большинстве 
исследований приходится использовать специаль-
ные люминесцирующие добавки, усиливающие све-
чение за счет миграции на них энергии электронного 
возбуждения с молекул продуктов свободноради-
кальных реакций с последующим высвечиванием 
фотонов с бό́льшим квантовым выходом, чем у этих 
продуктов. Такие вещества можно назвать усили-
телями, или  активаторами хемилюминесценции, 
и о них речь пойдет в следующей части обзора. 
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INTRODUCTION
Over several years, the research focused on RNase P 
has been relying on standard oligonucleotides A, C, U, 
G in RNA (Fig. 1). That was sufficient to probe both 
the function and structure of the enzyme in bacteria 
[1–5]. However, once the focus switched to the study 
of the suppression of the activity of various genes, the 
advent of phosphoramidates (PMs; [6, 7]; see Fig. 2) and 
2’OMe nucleotides, which have the advantage of be-
ing characterized by a higher membrane permeability 
and nuclease resistance compared to those of standard 
oligonucleotides, has led to a spate of attempts using 
modified oligonucleotides (MOs) as antisense oligonu-
cleotides to turn gene expression off.

Various permutations of MOs (i.e., using different 
modified oligos at various positions in the antisense 
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Fig. 1. Schematic portrayal of the standard ribonucleotides with substitutes in different positions

molecules) proved unsuccessful in gene inactivation 
studies. Fully modified MOs were nonspecifically lethal 
in living cells. When using modified oligonucleotides, 
the application of RNase P and a particular MO to tar-
get gene expression has the potential to kill the bacteria 
being studied (gyr A, the ultimate target; [8]) in lethal 
gene suppression studies. In the present report, critical 
metabolism functions were not extensively studied.

The target chosen was the essential gene gyr A [8], 
the aspecific target gene sequence in the gene being 
almost invariant in several bacteria (Table 1). An MO 
with a 5’ peptide attached (Fig. 2) was used to test most 
of the bacteria with the gyr A target. This oligonucleo-
tide facilitated the import of MOs in bacteria.

RNase P will cleave any oligonucleotide containing 
the 3’CCA sequence and at least one extra nucleotide 
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at its 5’ end adjacent to the double-stranded region 
(For details please refer to Fig. 3) [9].  The initial ex-
periments to suppress the activity of the genes that 
provide drug resistance (penicillin, chloramphenicol) 
used the known properties of RNase P (Table 2, [10–
12]). The success of the new methodology is apparent: 
under the conditions used by us, Streptococcus and 
Staphylococcus were inhibited only to a level of 10–2 

after 6 h of incubation at 37°C. Two major pathogens, 
Yersinia pestis and Francisellatularensis, assayed using 
MOs in a slightly different way, were also inhibited to 

Fig. 2. The portrayal of a phosphoramidate with a basic 
peptide attached to the 5’ end. Courtesy of Sarepta

External guide 
sequence (EGS) – 

Stem type

Target mRNA

5'

5'

5'

3'

AUG RCCA 3'

RCCA 3'

Acceptor
stem

T stem-loopD stem-loop

Variable loop

ptRNA

Anticodon 
stem-loop

Fig. 3. (Left) Schematic 
portrayal of a tRNA precur-
sor with the arrow indicat-
ing the site of cleavage by 
RNase P (Right). Portrayal 
of a minimal substrate for 
RNase P

Table 1. The sequences of parts of the gyr A gene that are 
complementary to the E. coli gyr A gene listed above. 
Note the mismatches in Watson–Crick (W-C) base 
pairing. The mismatches are shown in red. Gyr 313-14 is 
simply the name of one of the preparations

a level of 40–50% [13, 14], but gyr A was not the tar-
get in the two cases, and these experiments were never 
pursued. The new methodology and the gyr A target 
can be employed to ensure a much lower survival rate 
under the conditions used.

Table 1 lists several sequences in bacteria that are 
complements to the E. coli gyr A sequence as a target. It 
is noteworthy that there are several W-C mismatches in 
some bacteria, but at the most three proved successful 
in the experiments that were performed. The viability 
of bacteria infected with an appropriate MO decreased 
from 3 to 6 orders of magnitude after the incubation 
with the MO at 37°C for 6 h (Table 2; Figs. 2 and 4). 
Several bacteria responsible for acute human infections 
(Streptococcus and Staphylococcus) can be inactivated 
in the way noted above. A MO with an attached pep-
tide facilitated the penetration of MO into bacteria, as 
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shown in Table 2 [15, 16] and Fig. 4. Subsequently, the in 
vitro inactivation of P. falciparum in red blood cells was 
tested again, with targeting of the gyr A gene of this or-
ganism [17, 18]. These experiments have been successful 
(Figs. 5 and 6). Note that the development of the P. fal-
ciparum is clearly inhibited (50%) at a MO concentration 
of 0.5 µg/ml (Fig. 6). The MO used was effective against 
P. falciparum cells, being resistant to different drugs 
(arteminisin, etc.), as well as against the normal parasite. 
The prospect of using the MO as an anti-malarial thera-
py remains to be explored.

The general method failed to work in one experi-
ment in mice where the amount of MO was inadequate 
and no lipofectamine was used to aid cell penetration of 
the MO and additionally there was no taking into con-
sideration the cost of MO synthesis and the enzymat-
ic subunit of Escherichia coli, RNase P. Research then 

Table 2. Inactivation of various genes using the antisense 
technology*

*Bacteria and P. falciparum were exposed to an antisense 
molecule (~ 5 ug/ml) at 37°C for 6 hrs. Please see the text 

for the details.

Fig. 4. Survival of P. falciparum in red blood cells after 
treatment with an antisense oligonucleotide

Fig. 5.  Development of P. falciparum in red blood cells 
after treatment with an antisense oligonucleotide. Fluo-
rescence microscopy images are shown on the right-hand 
side of the figure. No lysis of red blood cells by the fluo-
rescent dye occurred

subsequently shifted to bacterial infection in plants 
(e.g., inactivation of citrus plants by infecting bacteria).

The citrus industry in the U.S. has suffered devastat-
ing losses from infection by the insect Diaphorinacitri 
carrying a bacteria that renders saplings and trees un-
able to produce fruit [19]. Table 1 shows the sequence 
of the complement of the Wolbachia gyrA gene. Several 
Wolbachia species can infect citrus saplings. RNase P 
can be isolated from D. melanogaster S2 cells in vitro 
to indicate the ability of similar flies to produce the en-
zyme. It would cleave tRNA precursors and M1 RNA 
in separate experiments. To show cleavage of the gyr 
A sequence, the Wolbachia sequence (Table 1), the MO, 
and the gyr RNA were exposed to M1 RNA, as well as 
to the purified E. coli RNase P. Preliminary analysis of 
the M1 RNA MO reactions with gyrA RNA, with low 
levels of radioactivity, indicated that some successful 

A� B
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cleavage took place. These experiments must be re-
peated, along with the reactions with the Wolbachia 
gyr A sequence, which has only three mismatches with 
E. coli gyr A. If these reactions succeed, confirming the 
lethality of Wolbachia in vitro, a method of administra-
tion to hundreds or thousands of saplings must still be 
developed.

The C. liberibacterasiaticus, another factor in in-
fecting saplings, has four mismatches in its gyr A gene 
compared to the one in E. coli (Table 1), an indication 
that complementarity would not be a valid counterpart 
in our experiments using MOs (Table 1).

Stetsenko et al. have recently synthesized a new 
modified oligonucleotide named mesyl MO (Fig. 6 [20]) 
that is DNA-based and is more effective in inactivat-
ing gene expression. Its lethality characteristics are in-
creased in comparison with previously designed mod-
ified oligos. RNase H attacks the DNA-miR21 hybrid. 
This new MO is much less successful in aiding cells sep-
arated by a scratch test to migrate during wound heal-
ing than cells transfected with other MO oligos (Fig. 7). 
This method of synthesizing mMO should be tested for 
inactivating the expression of the various genes men-
tioned in this paper. The new mesyl oligo is much more 
resistant to nonspecific nuclease degradation than oth-
er oligos and is 22 nts long, making it unique in human 
cells. A lipofectamine-driven encapsulation provides 
entry of this oligonucleotide into the cells in tissue cul-
ture. The targets listed in Fig. 7 include miR21, specific 
to the new MO, and other non-specific targets. At zero 
time, all the samples showed intact colonies.

During the past few years, antisense oligonucleo-
tides have been used to inhibit the function of various 
molecules in tissue culture cells. The prospect for de-
signing new antibiotics has not been quite as bright as 
was promised by the industry, but some results have 
been achieved with derivatives of aminoglycosides and 
a few other molecules. Derivatives of hammerhead ri-

bozymes are still being studied as potential mechanisms 
of gene inactivation. The design of small pieces of RNA 
with distinct three-dimensional structures as gene in-
activation inhibitors is in progress. Antisense has also 
been used to alter splicing reactions. In one case, anti-
sense molecules have been productively used as ther-
apy in cases of Duchenne muscular dystrophy [6]. The 
future of antisense molecules, modified or otherwise, 
appears bright. 

We thank Professors A. Gabibov and 
A. Belogurov Jr. for their encouragement, 

Prof. A. Forster for comments, and our esteemed 
colleagues at Yale for their valuable advice and work.

Structure of PO-ODNs, PS-ODNs, 
and μ-ODNs used in the study.

Fig. 6. Schematic 
portrayal of an oli-
gonucleotide with 
substitutions indi-
cated, including 
the mesyl group

Fig. 7. The kinetics of wound healing with different 
mesyloligonculeotides. Zero time points were identical 
or corresponded to whole colonies. A. The image of the 
colonies at different time points. B. The kinetics of wound 
healing. K is the control. Other non-specific targets are 
also indicated

A

B
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ВВЕДЕНИЕ
В основе патогенеза болезни Паркинсона (БП) – рас-
пространенного нейродегенеративного заболевания, 
лежит деградация нигростриатной системы мозга, 
осуществляющей регуляцию двигательной функ-
ции [1]. Для БП характерна продолжительная бес-
симптомная доклиническая стадия, на которой про-
исходит активация механизмов, компенсирующих 
развивающуюся функциональную недостаточность 
нигростриатной системы [2]. Только через 20–30 лет 
после начала заболевания при гибели более половины 
дофаминергических нейронов в черной субстанции 
(ЧС) и снижения уровня дофамина в стриатуме ниже 
порогового значения (20–30% от исходного уровня) 
у больного проявляются специфические моторные 
нарушения, позволяющие поставить диагноз [3].

В связи с этим актуальной становится разработка 
способа выявления скрытой нейродегенерации в ни-
гростриатной системе, который позволит поставить 

диагноз БП задолго до перехода заболевания в необ-
ратимую клиническую стадию. Одним из наиболее 
перспективных подходов считается провокационный 
тест, суть которого заключается в кратковременном 
и  обратимом ингибировании тирозингидроксила-
зы (ТГ), ключевого фермента синтеза дофамина [4]. 
Использование такого ингибитора в дозе, понижаю-
щей уровень дофамина в стриатуме на 30–40% от ис-
ходных значений, не вызовет нарушений моторики 
у здоровых людей. В свою очередь, на доклинической 
стадии БП уровень дофамина в стриатуме изначаль-
но снижен и дальнейшее его понижение под воздей-
ствием ингибитора приведет к достижению порога, 
при котором проявятся моторные симптомы, что по-
зволит поставить диагноз [5].

В качестве такого провокационного агента мы ис-
пользовали монойодтирозин (МИТ) – обратимый 
ингибитор ТГ, который присутствует в организме 
как промежуточный продукт синтеза тиреоидных 
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РЕФЕРАТ Ранняя (доклиническая) диагностика болезни Паркинсона остается актуальной задачей современ-
ных нейронаук. С целью выявления скрытой функциональной недостаточности нигростриатной системы 
разработан диагностический провокационный тест с использованием эндогенного ингибитора тирозинги-
дроксилазы – монойодтирозина (МИТ). Показано, что МИТ в дозе 100 мг/кг через 2 ч после подкожного 
введения снижает уровень дофамина в стриатуме интактных мышей на 34%, при этом дальнейшее уве-
личение дозы не усиливает наблюдаемый эффект. Введение выбранной дозы МИТ вызвало симптомы 
моторных нарушений на нейротоксической модели доклинической стадии болезни Паркинсона у мышей, 
но не в контроле. Это связано с тем, что только на модели болезни Паркинсона у мышей воздействие МИТ 
привело к снижению уровня дофамина в стриатуме до порога проявления двигательных симптомов. Таким 
образом, на экспериментальной модели доклинической стадии болезни Паркинсона у мышей показана 
эффективность провокационного теста с МИТ для выявления скрытой функциональной недостаточности 
нигростриатной системы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА болезнь Паркинсона, ранняя диагностика, провокационный тест, монойодтирозин, 
МФТП.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БП – болезнь Паркинсона; ВЭЖХ-ЭД – высокоэффективная жидкостная хрома-
тография с электрохимической детекцией; МИТ – монойодтирозин; МФТП – 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-
тетрагидропиридин; ТГ – тирозингидроксилаза; ЧС – черная субстанция.
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гормонов [6]. В отличие от синтетических ингибито-
ров, таких, как α-метил-п-тирозин, МИТ имеет эн-
догенное происхождение и подвергается быстрому 
метаболизму, что минимизирует время ингибиро-
вания синтеза дофамина и снижает риск побочных 
эффектов [7].

Цель нашей работы состояла в экспериментальной 
разработке провокационного теста с помощью МИТ 
для определения скрытой нейродегенерации на мо-
дели доклинической стадии БП у мышей. В качестве 
такой модели использовали созданную ранее в нашей 
лаборатории нейротоксическую модель доклиниче-
ской стадии БП, основанную на дозированном си-
стемном введении мышам 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-
тетрагидропиридина (МФТП) – предшественника 
нейротоксина дофаминергических нейронов [8].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В  работе использовали 80 самцов мышей линии 
C57BL/6 в возрасте 2–2.5 месяца и массой 22–26 г 
(питомник «Столбовая»), которых содержали в стан-
дартных условиях вивария со свободным доступом 
к пище и воде. Проведение экспериментов с живот-
ными одобрено этическим комитетом Института 
биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН (протокол 
№ 43 от 19.11.2020 г.).

В  ходе работы выполнено три эксперимента 
(рис. 1). В первом оценили влияние разных доз МИТ 
на уровень дофамина в стриатуме интактных мышей 
и выбрали оптимальную дозу для дальнейшего ана-
лиза (рис. 1А). Во втором эксперименте выбранную 
дозу МИТ (100 мг/кг) использовали для оценки фар-
макодинамики и определения оптимального времен-
ного интервала после введения, при котором наблю-

дается наиболее сильное снижение уровня дофамина 
в стриатуме интактных мышей (рис. 1Б). Третий экс-
перимент посвящен разработке провокационного те-
ста с МИТ на нейротоксической МФТП-модели до-
клинической стадии БП у мышей (рис. 1В).

МИТ (здесь и  далее, все реактивы – Sigma-
Aldrich, США) вводили животным подкожно в ука-
занных дозах, растворяя в физиологическом раство-
ре (0.9% NaCl), содержащим также 5% аскорбиновой 
кислоты и 0.5% диметилсульфоксида. Контрольные 
группы получали аналогичный раствор без МИТ. 
Для моделирования БП на доклинической стадии 
мышам однократно подкожно вводили МФТП в дозе 
18 мг/кг [8]. Контрольные группы получали физио-
логический раствор. 

Двигательную активность мышей оценивали 
по  параметрам пройденного пути и  вертикаль-
ных стоек в поведенческом тесте «открытое поле». 
Мышей для  адаптации переносили в  помещение 
для тестирования поведения за 2 ч до начала теста. 
Тест «открытое поле» проводили с помощью автома-
тизированной поведенческой установки PhenoMaster 
(TSE Systems, Германия) в течение 6 мин. Параметры 
рассчитывали с использованием прилагаемого про-
граммного обеспечения.

Для сбора структур нигростриатной системы ане-
стезированных изофлураном мышей декапитирова-
ли, дорсальный стриатум и ЧС выделяли из мозга со-
гласно ранее описанной методике [8]. Пробы структур 
мозга взвешивали, замораживали в жидком азоте 
и хранили при -70°С. Концентрацию дофамина в про-
бах измеряли методом высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии с электрохимической детекцией 
согласно [9].
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Рис. 1. Схемы экспериментов: 
подбор дозы МИТ (А), времени 
после его введения на интактных 
мышах (Б) и провокационный тест 
с МИТ на МФТП-модели доклини-
ческой стадии болезни Паркинсо-
на (В). МИТ – монойодтирозин, 
NaCl – физиологический рас-
твор, МФТП – 1-метил-4-фенил-
1,2,3,6-тетрагидропиридин



108 | ACTA NATURAE |  ТОМ 13  № 3 (50)   2021

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Данные представлены в виде среднего (в процен-
тах от контроля) ± стандартная ошибка среднего. 
Нормальность данных проверяли с помощью крите-
рия Шапиро–Уилка. Статистический анализ резуль-
татов проводили с помощью однофакторного метода 
ANOVA, параметрического t-критерия Стьюдента 
или непараметрического критерия Манна–Уитни 
в программном пакете GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 
Software, США). В качестве критерия значимости 
использовали р≤0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Подбор эффективной дозы МИТ и времени после 
его введения
При подборе дозы МИТ установили, что максималь-
ное снижение концентрации дофамина в стриатуме 
нормальных мышей (на 34% от уровня в контроле) 
обеспечивало уже использование 100 мг/кг МИТ 
(рис.  2А). Однако дальнейшее увеличение дозы 
МИТ – до 200 и 300 мг/кг – не привело к дальней-
шему снижению уровня дофамина (рис. 2А), что ука-
зывает на насыщение ТГ ингибитором и отсутствие 
линейной зависимости МИТ в данном интервале доз. 
Поэтому для дальнейшей работы в качестве эффек-
тивной дозы МИТ выбрали 100 мг/кг.

При анализе временных интервалов установили, 
что через 1 ч после введения МИТ концентрация 
дофамина в стриатуме снижается на 22% по срав-
нению с контролем, через 2 ч – на 35%, а через 3 ч 
происходит полное восстановление уровня дофамина 
до контрольных значений (рис. 2Б). Эти результа-
ты подтверждают кратковременность и обратимость 
ингибирующего действия МИТ на ТГ в стриатуме. 
Поэтому для  разработки провокационного теста 
с МИТ выбрали временной интервал – 2 ч после вве-
дения ингибитора.

Интересно, что, как показано ранее, через 4 ч по-
сле введения α-метил-п-тирозин в  аналогичной 
дозе (100 мг/кг) снижал уровень дофамина в стри-
атуме в несколько большей степени – на 40.2% [5]. 
При этом согласно in vitro оценкам, МИТ является 
более эффективным ингибитором ТГ по сравнению 
с α-метил-п-тирозином [10]. По-видимому, более бы-
стрый метаболизм МИТ при применении его in vivo 
ограничивает его ингибирующее воздействие на ТГ.

Провокационный тест на экспериментальной 
модели доклинической стадии БП
Важным фактором при моделировании БП являет-
ся точно установленный порог нейродегенерации, 
по  достижении которого проявляются симптомы 
двигательных нарушений – это гибель 50–60% тел 
дофаминергических нейронов в ЧС, снижение числа 

их аксонов и концентрации дофамина в стриатуме 
на 70–80% по сравнению с контролем [8]. Поэтому 
в качестве ключевых параметров модели доклини-
ческой стадии БП мы выбрали отсутствие изменений 
двигательной активности животных в тесте «откры-
тое поле» и уровня дофамина в ЧС, а также сниже-
ние уровня дофамина в стриатуме менее чем на 70%.

Пройденный путь и  число вертикальных сто-
ек в тесте «открытое поле» у мышей, получивших 
18 мг/кг МФТП, перед введением МИТ (т.е. через 
1 неделю после введения МФТП) не  отличалось 
от  значений в  контроле (рис.  3А, Б). Кроме того, 
введение МФТП не повлияло на уровень дофамина 
в ЧС, но привело к снижению его уровня в стриатуме 
на 49% (рис. 3В), что меньше указанного порога, рав-
ного 70%. Таким образом, экспериментальная модель 
по ключевым параметрам соответствует характери-
стикам доклинической стадии БП.

Через 2 ч после подкожного введения 100 мг/кг 
МИТ у мышей, моделирующих доклиническую ста-
дию БП, проявились нарушения двигательной актив-
ности: пройденный путь в тесте «открытое поле» со-
кратился на 50% относительно контрольной группы 
(рис. 3А), наблюдалась тенденция к снижению верти-
кальных стоек на 39% (рис. 3Б). При этом ни у здоро-
вых мышей, получавших МИТ, ни у МФТП-мышей, 
получавших физраствор, подобные изменения мо-
торного поведения не обнаружены. 

По-видимому, это объясняется тем, что под дей-
ствием МИТ концентрация дофамина снизилась 
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на 75% от уровня в контроле (т.е. ниже порога воз-
никновения моторных нарушений) только в стриа-
туме мышей на модели доклинической стадии БП 
(рис. 3В). Таким образом, введение МИТ в выбран-
ной дозе спровоцировало проявление симптомов 
двигательных нарушений на модели доклинической 
стадии БП, т.е. у мышей со скрытой функциональной 
недостаточностью нигростриатной системы.

Важно отметить, что применение системных ин-
гибиторов ТГ относительно безопасно и давно ис-
пользуется в  клинической практике. Другой та-
кой ингибитор – α-метил-п-тирозин, применяется 
при лечении феохромоцитомы – доброкачествен-
ной опухоли надпочечников [4, 5]. Используемые 
при этом дозы препарата приводят к ингибирова-
нию синтеза дофамина на 35–80%, а длительность 
ежедневного приема варьирует от нескольких не-
дель до нескольких лет [11], что указывает на отсут-
ствие серьезных побочных эффектов даже при про-
лонгированном ингибировании ТГ. Тем не  менее, 
опубликованы свидетельства потенциальной нейро-
токсичности МИТ [12], в связи с чем в дальнейшей 
работе необходимо уделить особое внимание ана-
лизу кратковременных и отдаленных последствий 
его действия на головной мозг и периферические 
органы.

Таким образом, на  экспериментальной модели 
доклинической стадии БП у мышей показана эф-
фективность провокационного теста с МИТ для вы-
явления скрытой функциональной недостаточности 
нигростриатной системы. В ходе работы подобраны 
оптимальные доза МИТ и время после его введения. 
Следующим этапом разработки метода ранней диа-
гностики БП на основе провокационного теста с МИТ 
являются доклинические исследования фармакоки-
нетики, токсикологических свойств и отдаленных по-
следствий воздействия препарата. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 20-75-00034.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение молекулярных механизмов нейродегене-
рации и нейропластичности является ключом к по-
ниманию механизмов нормального старения, которое 
сопровождается постоянной относительно медлен-
ной гибелью нейронов (4.5% за 10 лет), и патогенеза 
врожденных и хронических заболеваний нервной 
системы, в основе которых лежит ускоренная ги-
бель нейронов [1]. Одно из наиболее распространен-
ных нейродегенеративных заболеваний – болезнь 
Паркинсона (БП), характеризуется нарушением 
двигательной функции в результате гибели дофами-
нергических (ДАергических) нейронов нигростриат-
ной системы. В настоящее время при БП применя-
ется только симптоматическое лечение агонистами 
дофамина (ДА), которое не останавливает гибель 
нейронов, что  приводит к  быстрой инвалидиза-
ции пациентов. Попытки дополнительно использо-
вать нейропротекторную терапию пока не привели 

к успеху. Действительно, лекарственные средства 
с нейропротекторными свойствами, показавшие вы-
сокую эффективность на животных при моделирова-
нии паркинсонизма, не прошли клинических испыта-
ний [2, 3]. Это связывают с критическим снижением 
числа ДАергических нейронов к моменту начала ле-
чения [4]. С другой стороны, первоначальное тести-
рование нейропротекторов на моделях БП проводит-
ся без учета динамики дегенерации нейронов, когда 
тестируемый препарат вводится либо до индуциро-
ванной гибели ДАергических нейронов, либо после, 
стимулируя компенсаторные резервы мозга.

Ранее с  помощью 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-
тетрагидропиридина (МФТП) мы разработали мо-
дель ранней клинической стадии БП у  мышей, 
на которой исследовали период завершения гибели 
ДАергических нейронов и период развития компен-
саторных процессов. Однако начальный период раз-
вития нейродегенерации не был затронут. Поэтому 
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РЕФЕРАТ Гибель дофаминергических нейронов нигростриатной системы при болезни Паркинсона начина-
ется с терминалей аксонов, ретроградно распространяясь к телам нейронов. Изучение динамики деградации 
терминалей аксонов позволит не только найти новые мишени для нейропротекторной терапии, но также 
может быть инструментом для тестирования потенциальных лекарственных средств. Нами показано, 
что скорость деградации терминалей дофаминергических аксонов в стриатуме не постоянна, а наиболее 
чувствительным к действию 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (МФТП) параметром является 
концентрация дофамина в стриатуме. Эта модель валидирована с помощью нейропротекторов с извест-
ными механизмами действия: ингибитора мембранного переносчика дофамина – номифензина, и пептида 
СЕМАКС, который может стимулировать секрецию эндогенных нейротрофических факторов или дей-
ствовать как антиоксидант. Показано, что введение номифензина почти полностью защищает дофами-
нергические волокна и сохраняет концентрацию дофамина в стриатуме на контрольном уровне. При этом 
небольшое, но достоверное увеличение концентрации дофамина обнаружено при использовании СЕМАКС 
в качестве индуктора секреции эндогенных нейротрофических факторов, но не в качестве антиоксиданта.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА болезнь Паркинсона, терминали аксонов, модели, тест-система, нейропротекторы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БП – болезнь Паркинсона; ВМАТ2 – везикулярный транспортер моноаминов типа 
2; ДА – дофамин; ДАергический нейрон – дофаминергический нейрон; ДАТ – мембранный транспортер 
дофамина; ВЭЖХ с ЭД – высокоэффективная жидкостная хроматография с электрохимической детек-
цией; ИГХ – иммуногистохимия; МФП+ – 1-метил-4-фенилпиридиум; МФТП – 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-
тетрагидропиридин; ТГ – тирозингидроксилаза.
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целью данного исследования стала разработка моде-
ли деградации терминалей ДАергических нейронов 
в стриатуме с последующим тестированием потенци-
альных нейропротекторов. Комплексное исследова-
ние морфофункциональных параметров терминалей 
аксонов в начальный период времени после введения 
МФТП позволило определить параметры, наиболее 
чувствительные к действию нейротоксина.

На  следующем этапе на  разработанной нами 
тест-системе предполагалось протестировать 
два известных нейропротектора с разными меха-
низмами действия: номифензин, ингибитор мем-
бранного транспортера ДА, с  помощью которого 
в ДАергические нейроны проникают специфичные 
для них токсины (например, МФП+, 6-ГДА), вызы-
вая окислительный стресс и последующую гибель; 
и СЕМАКС, фрагмент адренокортикотропного гор-
мона, пептид Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro, который 
может действовать в качестве индуктора синтеза эн-
догенных нейротрофических факторов или антиок-
сиданта в зависимости от схемы его введения [5, 6].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В  работе использовали самцов мышей линии 
С57BL/6 (2–2.5 месяца). Мышей содержали в стан-
дартных условиях вивария (свободный доступ 
к  пище и  воде, смена день/ночь каждые 12 ч). 
Манипуляции с  животными проводили согласно 
протоколу, утвержденному комиссией по биоэтике 
Института биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН 
и соответствующему национальным и международ-
ным требованиям.

Оценку морфофункционального состояния терми-
налей ДАергических аксонов в начальный период их 
деградации в стриатуме проводили через 2 ч после 
двух инъекций МФТП (Sigma Aldrich, США) в ра-
зовой дозе 12 мг/кг с интервалом 2 ч. Контрольным 
животным вводили 0.9% NaCl по аналогичной схеме 
(рис. 1А). Методом мммуногистохимии (ИГХ) на сре-
зах стриатума выявляли тирозингидроксилазу (ТГ) 
(n = 3–4) с  последующим подсчетом терминалей 
аксонов в четырех областях дорсального стриатума 
как описано ранее [7]. Также в стриатуме определя-
ли концентрацию ДА методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с электрохимической 
детекцией (ВЭЖХ с ЭД) (n = 5–7) (рис. 1А).

Номифензин, (RS)-2-метил-4-фенил-1,2,3,4-
тетрагидроизохинолин-8-амин, вводили подкож-
но в разовой дозе 10 мг/кг (Sigma, США) за 30 мин 
до каждой из четырех подкожных инъекций МФТП 
в дозе 12 мг/кг с интервалом 2 ч (n = 8–9) (рис. 1Б). 
Пептид Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro (СЕМАКС) 
вводили интраназально в дозе 50 мкг/кг по двум схе-
мам (препарат предоставлен НИЦ «Курчатовский 

институт» – ИМГ). Синтез эндогенных нейротро-
фических факторов индуцировали, вводя СЕМАКС 
за 12 ч до первой из четырех инъекций МФТП в дозе 
12 мг/кг с интервалом 2 ч (рис. 1В), а для использова-
ния в качестве антиоксиданта СЕМАКС вводили че-
рез 1 ч после последней из четырех инъекций МФТП 
в дозе 12 мг/кг с интервалом 2 ч (рис. 1Г) (n = 5–10). 
Сбор материала (стриатум) для всех нейропротекто-
ров осуществляли через 12 ч после последней инъек-
ции МФТП и определяли концентрацию ДА в ткани 
с помощью ВЭЖХ с ЭД. Также в эксперименте с но-
мифензином проводили количественную оценку тер-
миналей ТГ-иммунореактивных аксонов в стриатуме. 
Подробные описания методик иммуногистохимиче-
ского выявления ТГ, подсчета терминалей аксонов 
и определения концентрации ДА в стриатуме пред-
ставлены ранее [7].

Статистическую значимость полученных дан-
ных определяли с  использованием параметриче-
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Концентрация дофамина0 ч 2 ч

2 ч

Б Номифензин

МФТП
2 ч

0 ч 12 ч

Количество ТГ-ИР-терминалей 
аксонов
Концентрация дофамина

В СЕМАКС МФТП
2 ч

-18 ч 0 ч 12 ч
Концентрация дофамина

Г СЕМАКС
МФТП

2 ч
0 ч 1 ч 12 ч

Концентрация дофамина

Рис. 1. Схема экспериментов. А – через 2 ч по-
сле двух инъекций МФТП (s.c. 12 мг/кг, интервал 
между инъекциями 2 ч) определено количество ТГ-
иммунореактивных терминалей аксонов, выявленных 
иммуногистохимически на срезах стриатума, и кон-
центрация ДА в стриатуме с помощью ВЭЖХ с ЭД. 
Б – номифензин (s.c. 10 мг/кг) вводили за 30 мин 
до каждой из четырех инъекций МФТП (s.c. 12 мг/кг, 
интервал между инъекциями 2 ч). Через 12 ч после 
последней инъекции МФТП определяли концентрацию 
ДА в стриатуме методом ВЭЖХ с ЭД и количество 
ТГ-иммунореактивных терминалей аксонов, выяв-
ленных иммуногистохимически на срезах стриатума. 
СЕМАКС (i.n. 50 мкг/кг) вводили однократно либо 
за 12 ч до первой инъекции МФТП (В), либо через 1 ч 
после последней инъекции МФТП (Г). Через 12 ч после 
последней инъекции МФТП определяли концентрацию 
ДА в стриатуме методом ВЭЖХ с ЭД
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ского t-критерия Стьюдента и непараметрического 
U-критерия Манна–Уитни. Различия считали стати-
стически значимыми при p <0.05, p <0.1 рассматри-
вали как тенденцию к изменению. Данные представ-
лены как среднее ± стандартная ошибка среднего 
в процентах от контроля, принятого за 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Дегенерация ДАергических нейронов нигростри-
атной системы при  БП начинается с  терминалей 
аксонов (варикозов) в стриатуме, ретроградно рас-
пространяясь к телам нейронов [4]. При этом стоит 
отметить немногочисленность работ, посвященных 
изучению периода деградации нигростриатной си-
стемы на уровне стриатума на ранних сроках после 
введения МФТП. Почти во всех этих работах с по-
мощью полуколичественного иммуногистохимиче-
ского анализа ТГ на срезах стриатума определяли 
только оптическую плотность на единицу ткани [8, 
9], что интерпретировали как степень деградации 
аксонов. Однако это не вполне корректно, так как со-
держание ТГ в аксонах при БП и на моделях заболе-
вания изменяется [10].

Ранее мы показали, что деградация терминалей 
ДАергических аксонов в стриатуме прекращается 
через 6 ч после четырех инъекций МФТП, после 
чего начинают развиваться компенсаторные про-
цессы (например, увеличение активности ТГ) [7]. 
Количество терминалей аксонов через 3 и  6 ч со-
ответственно составляло 67 и 55% от контроля [7]. 
В этот период скорость деградации терминалей ак-
сонов в течение первого часа составляла 4%. Однако 
это свидетельствует о том, что количество терми-
налей на момент первой инъекции МФТП должно 
было составлять около 120%. Поэтому для уточнения 
скорости деградации нигростриатной системы в на-
чальный период нейродегенерации нигростриатной 
системы мы взяли точку 2 ч после двух инъекций 
МФТП и показали, что количество варикозов со-
ставляло 72% от контроля (рис. 2А–В). Сопоставляя 
эти данные, можно заключить, что скорость гибели 
терминалей аксонов не линейна: в первые 4 ч после 
первой инъекции МФТП она составляла около 7%/ч, 
а в последующие 5 ч – 1%/ч.

Нелинейная скорость деградации терминалей ак-
сонов может быть связана с метаболизмом МФП+ 
(токсин, образуется из МФТП в клетках глии), ко-
торый захватывается в  ДАергические нейроны 
с помощью ДАТ, индуцируя окислительный стресс. 
Попадая внутрь нейрона МФП+ также может кон-
курентно с ДА захватываться в везикулы с помо-
щью везикулярного транспортера моноаминов типа 
2 (ВМАТ2), что является механизмом, защищающим 
нейроны от гибели.

Высокая скорость деградации терминалей аксо-
нов вплоть до 2 ч после второй инъекции МФТП, ве-
роятно, связана с запуском окислительного стресса 
МФП+ и невозможностью его «обезвредить» за счет 
накопления в везикулах, которые заполнены ДА. 
Постепенно происходит выделение и  деградация 
нейротрансмиттера и  к  2 ч после двух инъекций 
МФТП концентрация ДА в стриатуме составляла 
59% (рис. 2Б). На следующем этапе скорость дегра-
дации терминалей аксонов резко замедляется в ре-
зультате установления баланса между захватом 
МФП+ в везикулы и продолжающимся выделением 
ДА с его деградацией.

Таким образом, при использовании модели дегра-
дации терминалей ДАергических аксонов для тести-
рования потенциальных нейропротекторов в первую 
очередь следует ориентироваться на  концентра-
цию ДА в стриатуме как показатель, наиболее чув-
ствительный к  действию МФТП. Однако, учиты-
вая нелинейную скорость деградации терминалей 
ДАергических аксонов, фактический период дей-
ствия нейропротектора ограничивается 6 ч после ин-
дукции нейродегенерации нигростриатной системы.

На следующем этапе оценили возможность ис-
пользования динамики дегенерации терминалей 
аксонов в  качестве тест-системы лекарственных 
веществ с нейропротекторными свойствами. С этой 
целью использовали два нейропротектора, которые 
обладают «прямым» (селективным) и «непрямым» 
действием. Под прямым действием подразумева-
ется ингибирование захвата нейротоксина через 
ДАТ. Ведь помимо МФТП существуют и другие ней-
ротоксины, которые могут селективно проникать 
в ДАергические нейроны и вызывать окислительный 
стресс, например, салсолинол, который образуется 
из ДА и может захватываться с помощью ДАТ [11].
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Рис. 2. ТГ-иммунореактивные терминали аксонов 
(А, Б) через 2 ч после двукратного введения МФТП 
в разовой дозе 12 мг/кг с интервалом 2 ч (Б), а также 
их количество и концентрация ДА (В) в стриатуме. 
* p < 0.05, # p < 0.1
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Показано, что введение номифензина обеспечи-
вало поддержание концентрации ДА на уровне кон-
троля в стриатуме на фоне введения МФТП и в зна-
чительной степени защищало терминали аксонов 
(рис. 3А, Б). Более того, учитывая, что проникновение 

МФП+ происходит через ДАТ, его ингибирование 
с помощью номифензина также является «эталоном» 
действия потенциальных нейропротекторов.

СЕМАКС может стимулировать выработку эндо-
генных нейротрофических факторов, а также высту-
пать в роли антиоксиданта [5, 6]. Чтобы разделить 
эти два эффекта, использовали две схемы экспери-
мента. В первом случае СЕМАКС вводили за 12 ч 
до МФТП для увеличения экспрессии эндогенных 
нейротрофических факторов или через 1 ч после по-
следней инъекции МФТП. Увеличение ДА наблю-
дали только в группе, получившей СЕМАКС за 12 ч 
(рис. 3В, Г). Также в этой группе обнаружено значи-
мое снижение оборота ДА (ДОФУК/ДА) по сравне-
нию с группой, получавшей только МФТП (данные 
не приведены). Учитывая, что СЕМАКС не влияет 
на уровень ДА в стриатуме [12], полученные дан-
ные свидетельствуют о  нейропротекторном дей-
ствии СЕМАКС на ДАергические нейроны, однако, 
для увеличения этого эффекта необходимо изменить 
схему эксперимента, например, использовать много-
кратные инъекции препарата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, можно заключить, что  наиболее 
чувствительным показателем эффективности дей-
ствия нейропротекторов является концентрация ДА 
в стриатуме, отражающим биохимические изменения. 
При обнаружении положительного влияния на уро-
вень нейротрансмиттера следует ориентироваться 
на органические изменения в стриатуме путем под-
счета терминалей ДАергических аксонов. Показана 
также возможность использования динамики деге-
нерации терминалей ДАергических нейронов в каче-
стве тест-системы для оценки эффективности нейро-
протекторов. 

Работа поддержана грантом  
РНФ № 20-75-00110.

Рис. 3. Концентрация ДА (А) и количество ТГ-
иммунореактивных терминалей аксонов (Б) в стриату-
ме через 12 ч после четырехкратного введения МФТП 
(12 мг/кг), а также при введении 10 мг/кг номифен-
зина (Ном) за 30 мин до каждой инъекции МФТП. 
Концентрация ДА в стриатуме через 12 ч после 
четырехкратного введения МФТП (12 мг/кг), а также 
при введении 50 мкг/кг СЕМАКС за 12 ч до первой 
инъекции МФТП (В) или через 1 ч после последней 
инъекции МФТП (Г). * p < 0.05
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РЕФЕРАТ Направленная доставка белковых терапевтических препаратов в клетки и ткани-мишени являет-
ся фундаментальной задачей современной медицины. Повышение специфичности этого процесса повысит 
эффективность разрабатываемых лекарств. Один из перспективных инструментов доставки терапевтиче-
ских белковых агентов – внеклеточные везикулы (ВВ), представляющие собой двухслойные липидные ча-
стицы. ВВ секретируются почти всеми типами клеток и обладают важными преимуществами: биосовмести-
мостью, стабильностью и возможностью проникать через гематоэнцефалический барьер. Сверхэкспрессия 
белка G вируса везикулярного стоматита (VSV-G), как показано ранее, способствует образованию ВВ клет-
кой-продуцентом. Нами разработана система адресной доставки содержимого ВВ в антигенпрезентирую-
щие клетки – макрофаги и дендритные клетки. Показано, что добавление рекомбинантного антитела ламы 
α-CD206 к N-концу укороченной формы VSV-G повышает селективность доставки белковых препаратов 
ВВ преимущественно к макрофагам и дендритным клеткам. Полученные результаты подчеркивают вы-
дающийся технологический и биомедицинский потенциал систем доставки с использованием ВВ для кор-
рекции иммунного ответа у пациентов с аутоиммунными, вирусными и онкологическими заболеваниями.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА внеклеточные везикулы, наноконтейнеры, антигенпрезентирующие клетки, направлен-
ная доставка, наноантитело, CD206, VSV-G.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АПК – антигенпрезентирующие клетки; ВВ – внеклеточные везикулы; ДК – 
дендритные клетки; МФ – макрофаги; МНК – мононуклеарные клетки; ОБМ – основной белок миелина; 
РС – рассеянный склероз; GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор; 
IL – интерлейкин; VSV-G – гликопротеид G везикулярного вируса стоматита (vesicular stomatitis virus G).
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ВВЕДЕНИЕ 
Стремительное развитие современной биомедицины 
предполагает создание терапевтических препара-
тов, обладающих высокой селективностью и низкой 
токсичностью. Появление таких препаратов требует 
не только разработки высокоактивных терапевтиче-
ских компонентов, но и обеспечение их эффективной 
доставки к определенным органам, тканям и клет-
кам-мишеням [1, 2]. Существенный прогресс в обла-
сти адресной доставки препаратов достигнут с по-
мощью антитело-направленной терапии, дарпинов 
и использования наночастиц [3–6]. Использование 
внеклеточных везикул (ВВ) в качестве носителей 
белковых молекул имеет ряд таких преимуществ, 
как (1) природная биосовместимость клеточной мем-

браны и мембран ВВ, (2) способность ВВ проникать 
через гематоэнцефалический барьер, (3) возмож-
ность изменения белкового состава мембраны ВВ [7]. 
Модификация белкового профиля мембран ВВ по-
зволяет осуществлять адресную доставку терапев-
тического содержимого ВВ внутрь желаемых клеток-
мишеней [8, 9].

Предшественниками ВВ в области направленной 
доставки терапевтических препаратов и первыми 
наиболее подробно изученными носителями являют-
ся липосомы. Многие препараты, относящиеся к дан-
ной категории, успешно прошли клинические испы-
тания и введены в клиническую практику [10–12]. 
Один из перспективных препаратов для лечения рас-
сеянного склероза (РС) на основе липосом – Ксемус 
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[13–15], состоящий из маннозилированных липосом, 
нагруженных иммунодоминантными пептидами 
основного белка миелина (ОБМ). Терапевтические 
пептиды доставляются направленно в антигенпре-
зентирующие клетки (АПК) – дендритные клетки 
(ДК) и макрофаги (МФ) – за счет остатков маннозы 
на поверхности липосом. Предполагаемый механизм 
действия заключается в гиперпрезентации достав-
ляемых фрагментов ОБМ в составе главного ком-
плекса гистосовместимости класса II на поверхности 
АПК, что  и  вызывает иммуносупрессию и  пода-
вление аутоиммунного воспаления. Ксемус успеш-
но прошел доклинические испытания и II стадию 
клинических испытаний. Предполагается прове-
дение фазы III клинических испытаний для полу-
чения разрешения на применение на территории 
Российской Федерации. Однако при РС необходимо 
регулярное пожизненное поступление таких ли-
посом в организм, что сопряжено с определенными 
экономическими трудностями и неудобством для па-
циентов. Более удобными носителями фрагментов 
ОБМ для длительной терапии пациентов с РС могут 
оказаться ВВ. Опираясь на существующие методы 
получения ВВ [16], можно создать генетически ко-
дируемый препарат ВВ, нагруженных пептидами 
ОБМ. Использование аутологичных клеток человека 
в качестве клеток-продуцентов позволит совершить 
переход к персонализированной медицине и избе-
жать необходимости в постоянных инъекциях, сни-
жающих качество жизни [17]. 

В представленной работе описана система адрес-
ной доставки содержимого ВВ к АПК. По аналогии 
с препаратом Ксемус выбран поверхностный маркер 
ДК и МФ – CD206 (маннозный рецептор) [18]. Данный 
рецептор связывает гликоконъюгаты, оканчивающи-
еся остатками маннозы, фукозы или N-ацетил-D-
глюкозамина, присутствующие в больших количе-
ствах на поверхности патогенных микроорганизмов 
[19]. Конформационные изменения, возникающие 
в рецепторе при взаимодействии с остатком манно-
зы, приводят к интернализации связанного патоге-
на и его транспорту в лизосомы [20], что объясняет-

ся высоким уровнем экспрессии данного рецептора 
на ДК и МФ – классических АПК иммунной систе-
мы человека. Нами разработана система наработки 
ВВ, несущих на своей поверхности наноантитело 
ламы, специфичное к CD206 человека и мыши. Эти 
везикулы имеют размер порядка 100–140 нм и не-
сут экзосомальные маркеры [7]. Мы показали воз-
можность доставки целевого белка в клетки-мишени 
при использовании таргетированных везикул, а так-
же доставки целевого белка в ДК и МФ человека. 
Полученные данные позволят использовать страте-
гию нацеливания генетически кодируемых везикул 
в АПК для разработки препаратов, направленных 
на коррекцию иммунного ответа у пациентов с ауто-
иммунными, вирусными и онкологическими заболе-
ваниями.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Плазмиды 
Для получения конструкции pCMV-NanoLuc-Jun 
(Addgene ID: 167308) ген, кодирующий люцифера-
зу NanoLuc, амплифицировали с праймеров For_
NanoLuc и Rev_NanoLuc (таблица) и лигировали 
в вектор pCMV-Jun по сайтам рестрикции HindIII/
KpnI. Последовательность, кодирующая укорочен-
ный VSV-G (pCMV-VSV-G_truncated) (аминокис-
лотная последовательность: EHPHIQDAASQLPDD
ESLFFGDTGLSKNPIELVEGWFSSWKSSIASFFFII‑
GLIIGLFLVLRVGIHLCIKLKHTKKRQIYTDIEMNR
LGK), амплифицирована с полноразмерного VSV-G 
(AddgeneID: 138479) с праймеров For_VSVG_trunc 
и Rev_VSVG_trunc (таблица) и клонирована в век-
тор pCMV по сайтам BstBI/ClaI.

Ген, кодирующий наноантитело ламы α-CD206 
(клон 3.49) [21], синтезирован и клонирован на 5’-ко-
нец укороченного VSV-G в  конструкцию pCMV-
VSV-G_truncated для эукариотической экспрессии 
и в вектор pET22 для прокариотической экспрес-
сии. Для наработки рекомбинантного антитела ламы 
α-CD206 в прокариотической системе экспрессии 
на С-конец белка был добавлен гистидиновый эпитоп 

Праймеры, использованные для создания конструкций

Праймер Нуклеотидная последовательность

For_CD206 5’-TGGGGTGAATTGCTTCGGAAGTCAGGTTCAACTGCAGGAGTC-3’

Rev_CD206 5’-GAATGTGAGGATGTTCGAAGCTGCCTCCTCCTGAGC-3’
For_NanoLuc 5’- TCTGGTACCATGGTCTTCACACTCGAA-3’
Rev_NanoLuc 5’- GGGTGGTGGTGGTGGCAAGCTT -3’

For_VSVG_trunc 5’-GGGGTGAATTGCTTCGAACATCCTCACATTCAAG-3’
Rev_VSVG_trunc 5’-AGAGATGAACCGACTTGGAAAGGGCTCC-3’
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для аффинной очистки и 3×FLAG-эпитоп для детек-
ции вторичными антителами. 

Клеточные линии
Клетки линии HEK293T культивировали в полной 
среде DMEM с добавлением 10% фетальной сыворот-
ки крупного рогатого скота (Gibco, США); клеточные 
линии Jurkat и DC2.4 культивировали в полной сре-
де RPMI с добавлением 10% фетальной сыворотки 
крупного рогатого скота (Gibco). 

Для получения популяций стимулированных ДК 
и МФ из периферической крови человека центри-
фугированием в градиенте фиколла выделяли мо-
нонуклеарные клетки (МНК). Полученные клетки 
инкубировали в полной среде RPMI с добавлением 
10% фетальной сыворотки крупного рогатого скота 
до тех пор, пока предшественники ДК и МФ не при-
крепятся к пластику. После этого неприкрепившиеся 
клетки удаляли, к прикрепившимся добавляли IL-4 
(50 нг/мл) и GM-CSF (100 нг/мл). Дифференцировку 
МНК в дендритные клетки проводили в течение 6 
дней со сменой среды, содержащей свежую порцию 
цитокинов, каждые 2 дня.

Все клеточные линии культивировали при темпе-
ратуре 37°С и 8% CO

2
.

Продукция антитела ламы α-CD206-FLAG 
в прокариотической системе экспрессии
Рекомбинантное антитело ламы α-CD206 на-
рабатывали в  прокариотической системе экс-
прессии – в  клетках E. coli BL21 (DE3). Ночную 
культуру клеток инокулировали в  среду 2xYT 
в  соотношении 1 : 100 и  растили до  OD

600
 = 0.6. 

Экспрессию индуцировали добавлением 1 мМ 
изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида. Культуру 
инкубировали при  высокой аэрации (16 ч, 28°С). 
Затем центрифугировали при  3500 g в  течение 
10 мин при 4°С. Полученный осадок ресуспендиро-
вали в лизирующем буфере (50 мМ Трис-HCl pH 
8.0; 150 мМ NaCl; 1 мМ PMSF) и добавляли лизоцим 
до конечной концентрации 0.2 мг/мл. Инкубировали 
при комнатной температуре до тех пор, пока рас-
твор не станет вязким. Для дезинтеграции клеточ-
ной массы использовали ультразвук. Полученный 
раствор центрифугировали при 20000 g в течение 10 
мин при 4°С. Надосадочную жидкость фильтровали 
через 0.45-мкм фильтр, затем наносили на колонку 
Ni-NTA (Qiagen). Для очистки от примесных белков 
через колонку пропускали буфер нанесения (50 мМ 
Трис-HCl pH 8.0; 150 мМ NaCl), затем промывочный 
буфер с имидазолом (50 мМ Трис-HCl pH 8.0; 150 мМ 
NaCl; 20 мМ имидазол). Элюировали буферным рас-
твором (50 мМ Трис-HCl pH 8.0; 150 мМ NaCl; 350 мМ 
имидазол).

Окрашивание ДК и МФ рекомбинантным 
антителом ламы α-CD206
Возможность использования рекомбинантного анти-
тела ламы α-CD206 для адресной доставки белковых 
препаратов к АПК верифицировали на ДК и МФ 
из периферической крови человека. Для этого бра-
ли 500000 клеток, отмывали 2 раза в буфере PBS 
и ресуспендировали в 100 мкл раствора, содержа-
щего 15–300 мкг/мл рекомбинантных антител ламы 
α-CD206-FLAG. Инкубировали в течение 1 ч при 4°С 
и постоянном деликатном перемешивании. После ин-
кубации клетки отмывали 2 раза PBS и окрашивали 
вторичными антителами к эпитопу FLAG, конъюги-
рованными с флуоресцентной меткой PE по протоко-
лу производителя (BioLegend, США). Для контроль-
ного окрашивания использовали антитело к маркеру 
CD206 человека, конъюгированное с флуоресцентной 
меткой PE (или α-human α-CD206-PE) (BioLegend). 
В качестве отрицательного контроля окрашивали 
клетки линии HEK293T и нестимулированные МНК.

Наработка и очистка внеклеточных везикул 
ВВ нарабатывали в клетках линии HEK293T. С этой 
целью клетки при достижении 90% монослоя транс-
фицировали одновременно тремя конструкция-
ми: pCMV-VSV-G (или pCMV-VSV-G_truncated 
или pCMV-α-CD206_VSV-G_truncated), pCMV-EPN, 
pCMV-NanoLuc. Среду от клеток, содержащую ВВ, 
собирали через 48 ч и подвергали дифференциально-
му центрифугированию (300 g 10 мин; 1000 g 20 мин). 
Далее супернатант фильтровали через мембрану 
0.4 мкм и концентрировали с использованием Amicon 
Ultra-0.5 100 кДа (Millipore, Ирландия). Для избав-
ления от различных примесей концентрат несколь-
ко раз промывали буфером PBS. Концентрацию ВВ 
определяли с использованием набора CBQCA Protein 
Quantitation Kit (Invitrogen, США).

Инкубация внеклеточных везикул с клетками 
ВВ, несущие репортерный белок люциферазу, вырав-
нивали в соответствии с концентрацией белка в пре-
парате, добавляли к 300000 клеток (Jurkat и DC2.4) 
и инкубировали в течение 2 ч при 37°С и 8% CO

2
. В ка-

честве контроля использовали свободную люцифе-
разу NanoLuc-Jun, не загруженную в ВВ. После ин-
кубации клетки промывали PBS при 300 g в течение 
10 мин, затем инкубировали в буфере с протеиназой 
К (Invitrogen) в конечной концентрации 0.1 мг/мл 
при температуре 37°С в течение 15 мин. После инкуба-
ции клетки дважды отмывали в PBS. Cодержание лю-
циферазы в клетках анализировали с использованием 
набора NanoGlo Luciferase Assay System (Promega, 
США). На тест брали 30000 клеток и ресуспендиро-
вали их в 15 мкл PBS, затем к ним добавляли 15 мкл 
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лизирующего буфера, содержащего субстрат люци-
феразы. Сигнал детектировали на плашечном ридере 
VarioScan (Thermo Scientific, США) при 460 нм.

Адресная доставка NanoLuc в ДК и МФ 
при помощи таргетированных ВВ
К  гетерогенной популяции стимулированных ДК 
и МФ из периферической крови человека добавляли 
таргетированные ВВ (несущие на своей поверхности 
укороченный вариант VSV-G, слитый с антителом 
α-CD206) в концентрации 5–20 мкг/мл. Инкубировали 
в течение 2 ч при 37°С и 8% CO

2
. Затем клетки акку-

ратно промывали по методике, описанной выше, ре-
суспендировали в полной среде ДМЕМ и инкубиро-
вали еще 16 ч в среде без везикул. Через 16 ч клетки 
окрашивали антителами к  α-CD206-PE человека 
(BioLegend). Проводили клеточный сортинг на при-
боре Sony SH800 (Германия). Выделяли две субпопу-
ляции клеток – CD206+ и CD206-. Из каждой субпопу-
ляции брали по 30000 клеток на люциферазный тест.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение рекомбинантного антитела, 
специфичного к поверхностному маркеру 
дендритных клеток и макрофагов
Для таргетной доставки содержимого генетически 
кодируемых везикул внутрь АПК мы выбрали по-
верхностный маркер ДК и МФ (М2) – CD206 (макро-
фагальный маннозный рецептор) [18]. Нами подо-
брано кросс-реактивное наноантитело ламы Nb3.49 
[21], взаимодействующее с маннозным рецептором 
человека и мыши. Эта кросс-реактивность чрезвы-
чайно полезна при проведении доклинических ис-
пытаний таргетированных внеклеточных везикул 
на животной модели с возможностью дальнейшего 
использования этого антитела и при проведении кли-
нических испытаний. Для проверки функционально-
сти и специфичности данного антитела было создано 
рекомбинантное наноантитело α-CD206-FLAG в про-
кариотической системе экспрессии на основе вектора 
pET22. Для детекции и аффинной очистки исполь-
зовали гистидиновый эпитоп, для дополнительного 
увеличения чувствительности детекции на N-конец 
белка добавляли 3×FLAG-эпитоп. 

Специфичность полученного наноантитела вери-
фицирована на субпопуляции ДК человека. Для этого 
мононуклеарные клетки (МНК) из периферической 
крови человека культивировали в полной питатель-
ной среде в присутствии IL-4 и GM-CSF в течение 
недели с частичной заменой среды каждые 2 дня. 
При таких условиях в культуре лимфоцитов чело-
века стимулируется дифференцировка ДК и МФ 
[22]. К  полученной культуре ДК добавляли пре-

парат очищенного рекомбинантного наноантитела 
α-CD206-FLAG, после стадий инкубаций и отмывок 
добавляли вторичные антитела к FLAG-эпитопу, 
конъюгированные с  флуоресцентной меткой PE 
(рис. 1). Окрашивание стимулированных МНК чело-
века с использованием рекомбинантного наноанти-
тела α-CD206-FLAG позволило четко детектировать 
субпопуляцию ДК, сопоставимую с субпопуляци-
ей, выделяемой при окрашивании коммерчески до-
ступным флуоресцентным антителом α-CD206-PE. 
Таким образом, мы подтвердили функциональность 
и  специфичность α-CD206-FLAG в  формате на-

Рис. 1. Цитофлуорометрический анализ окрашивания 
ДК и МФ периферической крови человека при по-
мощи рекомбинантных антител к поверхностному 
маркеру CD206. Дифференцировку ДК и МФ из МНК 
периферической крови человека стимулировали IL-4 
и GM-CSF в течение 7 дней. На гистограммах ото-
бражен сигнал связывания клеток с рекомбинантным 
наноантителом α-CD206-FLAG в различных концен-
трациях с последующей визуализацией сигнала флу-
оресцентными антителами α-FLAG-PE (бордовый, 
красный, розовый) или с коммерчески доступным 
антителом α-CD206-PE (зеленый). Неокрашенные 
клетки и окрашенные только вторичными антителами 
(α-FLAG-PE) обозначены серым цветом. На нижней 
панели изображено контрольное связывание клеточ-
ной линии HEK293T с рекомбинантным наноантителом 
α-CD206-FLAG (голубой). На оси X отложен сигнал 
флуоресценции, на оси Y – количество зарегистри-
рованных событий. На каждой гистограмме показано 
количество клеток (%), связавшихся с анализируемы-
ми антителами
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ноантитела ламы, что позволяет использовать его 
для дальнейшей адресной доставки белковых пре-
паратов при помощи ВВ к АПК.

Доставка содержимого внеклеточных везикул 
внутрь клеток
Оценка эффективности проникновения терапевти-
ческого препарата в клетки-мишени – необходимый 
этап в разработке носителей белковых препаратов. 
Наиболее удобно такую оценку можно проводить 
при использовании флуоресцентных белков или лю-
циферазы в  качестве доставляемого препарата. 
Существенный недостаток флуоресцентных бел-
ков – большая молекулярная масса и необходимость 
использования высокочувствительных методов де-
текции. В связи с этим, в качестве доставляемого 
препарата мы использовали люциферазу NanoLuc, 
обладающую хорошими спектральными характери-
стиками и небольшим размером (19 кДа). 

Поверхность клеток-мишеней покрыта боль-
шим количеством мембранных белков, способных 
опосредовать неспецифичное взаимодействие рас-
творимых белков с  клетками-мишенями in vitro, 
искажая таким образом визуализацию реального 
распределения доставляемых ВВ между клетками. 
В своей работе мы минимизируем уровень неспеци
фического сигнала, опосредованного залипанием 
растворимой (не заключенной в везикулы) люци-
феразы, добавляя стадию инкубации клеток с про-
теиназой К. Внеклеточные везикулы, нагруженные 
люциферазой, и свободную люциферазу добавляли 
к клеткам-мишеням. После инкубации в течение 2 ч 
клетки отмывали от везикул и свободной люцифе-
разы либо только фосфатно-солевым буфером, либо 
с дальнейшей инкубацией с протеиназой К. Как вид-
но из рис. 2, инкубация клеток с протеиназой К по-
зволяет снизить уровень неспецифичного сигнала 
по сравнению с клетками, которые инкубировали 
в буфере без добавления протеиназы К. При этом 
сигнал, полученный от клеток, инкубированных с ВВ, 
более чем на порядок выше сигнала, полученного 
от клеток, инкубированных со свободной люцифе-
разой. Использование протеиназы К на стадиях от-
мывки подтверждает, что доставляемая люцифераза 
проникает внутрь клеток, а не залипает на мембране. 
Таким образом, нам удалось обеспечить доставку лю-
циферазы внутрь клеток с использованием внекле-
точных везикул и оптимизировать условия детекции 
данного сигнала. 

Основной компонент, определяющий способность 
внеклеточных везикул проникать внутрь клетки-
мишени – вирусный гликопротеид VSV-G, который 
связывается с рецепторами липопротеинов низкой 
плотности, присутствующими в большом количе-

стве на поверхности клеток млекопитающих [23]. 
Таким образом, используя полноразмерный VSV-G 
для доставки содержимого везикул внутрь клеток-
мишеней, невозможно достичь высокой специфич-
ности адресной доставки. В своей работе мы доби-
лись увеличения специфичности адресной доставки 
при использовании укороченного варианта VSV-G. 
В  данном варианте VSV-G присутствует только 
стержневая часть белка [24], отвечающая за отпоч-
ковывание внеклеточных везикул от клетки-проду-
цента и освобождение содержимого везикулы внутри 
клетки-мишени. При этом становится возможным 
использование укороченной последовательности 
VSV-G, объединенной с рекомбинантным наноан-
тителом, способным к высокоспецифическому вза-
имодействию с клеткой-мишенью, без потери функ-
циональности получаемых внеклеточных везикул. 
Для проверки эффективности доставки препарата 
внутрь клеток мы использовали ВВ, загруженные 
люциферазой NanoLuc, несущие на своей поверх-
ности различные варианты VSV-G: (1) полнораз-
мерный VSV-G, (2) укороченный VSV-G, (3) укоро-
ченный VSV-G с экспонированным на поверхности 
наноантителом, специфически узнающим маркер 
дендритных клеток и макрофагов – CD206 (рис. 3).
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Рис. 2. Инкубация клеток-мишеней с внеклеточными 
везикулами, загруженными NanoLuc-люциферазой. 
Подобраны условия детекции сигнала доставляемых 
внутрь клеток ВВ, загруженных люциферазой. Не-
специфичный сигнал от свободной люциферазы 
NanoLuc, залипающей на клетках, детектируется 
при использовании отмывок только с буфером PBS 
(серые столбцы), добавление стадии инкубации с про-
теиназой К (зеленые столбцы) позволяет в дальней-
шем детектировать сигнал только от люциферазы, 
доставленной внутрь клеток. Для детекции NanoLuc, 
доставленного к клеткам, использовали люцифераз-
ный тест
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Полноразмерный 
VSV-G
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Белковый  
нанокон-
тейнер

Укороченный 
VSV-G
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Укороченный 
VSV-G
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Рис. 3. Схематическое изображение генетически ко-
дируемой везикулы с различными вариантами VSV-G 
на поверхности. 1 – полноразмерный VSV-G, 2 – уко-
роченный VSV-G, 3 – укороченный VSV-G с экспони-
рованным наноантителом α-CD206

Рис 4. Сравнение эффективности 
доставки целевого белка внутрь 
клеток-мишеней при использова-
нии внеклеточных везикул, загру-
женных люциферазой NanoLuc 
и несущих на своей поверхности 
различные варианты вирусного 
гликопротеида VSV-G. Анализ 
проводили на клеточных линиях 
DC2.4 (зеленые столбцы) и Jurkat 
(синие столбцы). Эффектив-
ность доставки при использовании 
внеклеточных везикул с полнораз-
мерным VSV-G принята за 100% 
для каждой клеточной линии. 
В качестве контроля использовали 
свободную люциферазу NanoLuc, 
не загруженную внутрь везикул 
(образец «NanoLuc»)
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Для проверки функционирования везикул, несу-
щих различные варианты гликопротеида VSV-G, ис-
пользовали линию дендритных клеток мыши DC2.4 
и линию Jurkat (иммортализованные Т-клетки че-
ловека). Клетки инкубировали с различными вари-
антами везикул либо с раствором свободной люци-

феразы и отмывали в присутствии протеиназы К. 
Относительные значения интенсивности люминес-
ценции, полученные с использованием люцифераз-
ного теста, приведены на рис. 4. В данном экспери-
менте значения, полученные при инкубации клеток 
с препаратом везикул, несущих полноразмерный 
VSV-G, приняты за  100%, так  как  именно в  этом 
случае наблюдается максимальное взаимодействие 
везикул и клеток-мишеней. Использование укоро-
ченной формы VSV-G в 5–10 раз снижает эффектив-
ность доставки люциферазы в клетки-мишени. Это 
связано с тем, что нарушается функция распозна-
вания рецептором липопротеинов низкой плотности. 
Подстановка наноантитела α-CD206 к укороченно-
му VSV-G позволила добиться существенного уве-
личения целевой доставки белка в клетки-мишени. 
При этом при использовании антитела α-CD206 на-
блюдается более эффективная доставка белка к ден-
дритным клеткам DC2.4, чем к клеткам Jurkat.

В дальнейшем внеклеточные везикулы планиру-
ется использовать для направленной доставки те-
рапевтических препаратов в организме человека. 
Однако использование линейных клеточных линий 
не позволяет достоверно воспроизводить реальное 
распределение АПК и уровень экспрессии марке-
ров на клеточной поверхности. Для доказательства 
функциональности разработанных таргетирован-
ных внеклеточных везикул с укороченным VSV-G 
в условиях гетерогенной популяции клеток мы ис-
пользовали МНК периферической крови человека, 
в  которых стимулировали дифференцировку ДК 
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и МФ. Препарат таргетированных внеклеточных ве-
зикул, загруженных люциферазой, инкубировали 
с данной гетерогенной популяцией клеток, содержа-
щей клетки CD206+ и CD206-. Далее анализируемые 
клетки отмывали, окрашивали флуоресцентным 
антителом α-CD206-PE и разделяли на две субпопу-
ляции – CD206+ и CD206- с использованием проточ-
ной цитофлуорометрии. Содержание люциферазы, 
доставленной внутрь клеток-мишеней, определяли 
отдельно в субпопуляциях клеток CD206+ и CD206-. 
Нам удалось достигнуть высокой специфичности 
доставки люциферазы преимущественно в клетки 
CD206+ (рис. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящий момент одним из основных приорите-
тов разработок лекарственных препаратов явля-
ется увеличение селективности доставки. В этом 
исследовании нами предложен усовершенствован-
ный метод таргетной доставки терапевтических 
белковых препаратов, заключенных внутрь ВВ. 
Высокая биосовместимость и биоразлагаемость ВВ 
дает им огромное преимущество перед искусствен-
ными наночастицами. Добавление рекомбинантно-
го антитела ламы α-CD206 к N-концу укороченной 
формы VSV-G позволяет повысить селективность 
доставки ВВ преимущественно к CD206+ клеткам 
без значимого снижения уровня продукции данных 
ВВ. Функциональность разработанных конструк-
ций подтверждена на линейных дендритных клет-
ках DC2.4 мыши и на гетерогенных субпопуляциях 
стимулированных ДК и МФ периферической крови 
человека. Полученные данные указывают на воз-
можность использования стратегии нацеливания ге-
нетически кодируемых внеклеточных везикул в АПК 
для создания препаратов, направленных на коррек-
цию иммунного ответа у пациентов с аутоиммунны-
ми, вирусными и онкологическими заболеваниями. 
Препараты на основе везикул способны доставлять 
в  клетки не  только целевые белковые молекулы, 
но и липиды, нуклеиновые кислоты, транскрипци-
онные факторы [1]. В перспективе подобные таргет-
ные препараты на основе ВВ можно использовать 
и для нужд генотерапии. В настоящее время разра-
ботке и созданию систем доставки на основе ВВ по-
священо множество исследований. Такие препараты 
специфично загружают белками [25], пептидами [26], 
РНК [27, 28]. При этом остро стоит вопрос переноса 
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Рис. 5. Направленная доставка целевого белка внутрь 
клеток-мишеней при помощи таргетированных 
внеклеточных везикул. Таргетированные α-CD206 
внеклеточные везикулы, загруженные NanoLuc, ин-
кубировали с мононуклеарными клетками перифери-
ческой крови человека после стимуляции дифферен-
цировки ДК и МФ. После цитофлуорометрического 
сортинга субпопуляций CD206+ и CD206- показано, 
что весь препарат NanoLuc был доставлен к клеткам 
CD206+. В люциферазном тесте использовали одина-
ковое количество клеток CD206+ и CD206- 

не целевых, балластных молекул различных классов 
в составе продуцируемых ВВ. Попадание нежела-
тельных компонентов внутрь клетки-мишени может 
серьезно повлиять на биосовместимость препарата 
и привести к непредсказуемым побочным эффектам. 
Одним из путей решения данной проблемы является 
использование аутологичных клеток для наработки 
везикул [29]. Безопасность применения таких пре-
паратов ВВ подтверждена клиническими испытани-
ями [30–32]. Однако при создании потенциальных ле-
карственных средств следует тщательно оценивать 
долгосрочный эффект от попадания естественного 
содержимого ВВ в клетки. 

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 18-74-10079 «Самособирающиеся генетически 
кодируемые наноконтейнеры как инструмент 

лечения рассеянного склероза».
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ВВЕДЕНИЕ
Система эксцизионной репарации нуклеотидов (ЭРН) 
с высокой эффективностью удаляет из ДНК объем-
ные повреждения, возникающие в результате воз-
действия различных факторов – химически актив-
ных соединений, УФ- и рентгеновского излучения. 
Существуют два типа ЭРН. Общегеномная ЭРН от-
вечает за поиск и удаление объемных повреждений 
во всем геноме, независимо от его функционально-
го состояния, используя для первичного распозна-
вания места повреждения комплексы фактора XPC 
[1]. ЭРН, связанная с транскрипцией, активируется 
при блокировании продвижения транскрипционного 
комплекса РНК-полимеразы II объемным повреж-
дением в транскрибируемой цепи ДНК [2]. Примерно 
30 белковых факторов и  ферментов, одинаковых 
для обоих типов ЭРН, формируют затем на ДНК ряд 
комплексов, осуществляющих удаление поврежде-
ния, репаративный синтез и лигирование.

Использование подходов, ориентированных на из-
учение структуры и  функций белков-участни-
ков ЭРН, позволило выяснить механизм процесса, 
определить основные этапы, влияющие на эффек-
тивность его протекания, а также состав и струк-
туру мультибелковых комплексов, возникающих 
и функционирующих на разных этапах ЭРН [1, 3]. 
Активность эукариотической системы ЭРН in vitro 
в  большинстве работ оценивают с  использовани-
ем протяженных ДНК, содержащих в заданной по-
зиции природные объемные повреждения, либо 
их синтетические аналоги, а также фракциониро-
ванные экстракты клеток, содержащие набор бел-
ков ЭРН (ЭРН-компетентные экстракты) [4, 5]. Тем 
не менее, актуальной как для фундаментальных, 
так и для прикладных исследований остается разра-
ботка подходов, нацеленных на исследование и срав-
нение эффективности протекания репарации объем-
ных повреждений в живых клетках (ex vivo).
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РЕФЕРАТ Эксцизионная репарация нуклеотидов (ЭРН) – одна из основных систем репарации, которая 
отвечает за удаление широкого спектра объемных повреждений ДНК. Разработан метод анализа эф-
фективности ЭРН в клетке (ex vivo), основанный на восстановлении продукции флуоресцентного белка 
TagRFP в результате репарации повреждений, блокирующих экспрессию соответствующего гена. Показано, 
что сконструированные плазмиды, содержащие объемные повреждения nFlu или nAnt вблизи промотора 
гена tagrfp, подвергаются репарации в эукариотических клетках (HEK 293T) и могут быть использованы 
для анализа эффективности ЭРН ex vivo. Сравнительный анализ временной зависимости накопления 
флуоресцентных клеток после трансфекции nFlu- и nAnt-ДНК выявил различия в эффективности их 
репарации системой ЭРН клеток HEK 293T. Разработанный метод может быть использован для сравнения 
репаративного статуса клеток и эффективности репарации повреждений разной структуры.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА эксцизионная репарация нуклеотидов, методы ex vivo, повреждения ДНК.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЭРН – эксцизионная репарация нуклеотидов; ОДН – олигодезоксирибонуклео-
тид; ATP – аденозинтрифосфат; nFlu – N-[6-(5(6)-флуоресцеинилкарбамоил)гексаноил]-3-амино-1,2-
пропандиол; nAnt – N-[6-(9-антраценилкарбамоил)гексаноил]-3-амино-1,2-пропандиол; MCS – сайт мно-
жественного клонирования.
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В  данной работе приведено описание разрабо-
танного нами метода, который позволяет проводить 
такие оценки с использованием модельных плазмид 
с объемным повреждением вблизи промоторной об-
ласти гена, кодирующего флуоресцентный белок 
TagRFP. Схема создания модельных плазмид с объ-
емным повреждением и оценки эффективности ЭРН 
ex vivo путем наблюдения за результатом восстанов-
ления репаративным аппаратом эукариотических 
клеток экспрессии репортерного флуоресцентного 
белка, нарушенной присутствием объемного повреж-
дения в ДНК, представлена на рис. 1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клетки НЕК 293Т культивировали в  среде 
IMDM (Gibco) с добавлением 10% FBS (Gibco), 1% 
GlutaMAX™ Supplement (Gibco), 105 ед. /л пеницил-
лина, 100 мг/л стрептомицина, 2.5 мг/л амфотерици-
на β, при температуре 37°С и 5% СО

2
.

ОДН для создания вставок синтезированы в ла-
боратории биомедицинской химии (ИХБФМ 
СО РАН) по  методике, описанной в  работе [5]. 
Последовательности ОДН приведены в таблице.

Из плазмиды pTagRFP-N с помощью эндонуклеаз 
рестрикции HindIII и BamHI («СибЭнзим») вырезали 
участок длиной 38 п.н. (622–660 п.н., MCS) путем ин-
кубации 1 мкг плазмиды с 1 ед. HindIII и 1 ед. BamHI 
в буфере W («СибЭнзим») в течение 1 ч при 37°С. 
После инактивации ферментов (70°С, 20 мин) и осаж-
дения ДНК по стандартной методике [6], линеари-

зованную плазмиду растворяли в воде и добавляли 
40-кратный молярный избыток ДНК-вставки, 2 ед. 
Т4-ДНК-лигазы («СибЭнзим») в SE-буфере и 5 мМ 
ATP. Лигирование плазмиды проводили при темпе-
ратуре 12°С в течение 16 ч, затем реакционную смесь 
прогревали (65°С, 20 мин), а ДНК, содержащуюся 
в реакционной смеси после лигирования, разделяли 
в 0.8% агарозном геле. Кольцевую плазмиду с вве-
денными вставками элюировали из агарозного геля 
с использованием набора для элюции ДНК (diaGene) 
согласно протоколу производителя.

Трансфекцию клеток плазмидой проводили с по-
мощью Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) соглас-
но протоколу производителя. Клетки рассажива-
ли на 24-луночный планшет в количестве 2.5 × 104 
клеток на лунку в 500 мкл культуральной среды, 
не содержащей антибиотиков. По достижению 50–
70% конфлюентности среду удаляли и добавляли 
к клеткам комплекс плазмиды (150 нг) с реагентом 
Lipofectamine™ 2000 в среде, не содержащей сыво-
ротки. Флуоресценцию регистрировали с исполь-

Рис. 1. Схема метода оценки эффективности работы системы ЭРН ex vivo
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зованием системы для длительного прижизненно-
го наблюдения за клетками Cell-IQ MLF (Chip-Man 
Technologies, Финляндия) в ЦКП клеточных техноло-
гий ФИЦ ИЦиГ СО РАН. Съемку клеток проводили 
с интервалом 10 мин в режимах фазового контраста 
и флуоресценции с использованием ×10 объектива 
Nikon CFI Plan Fluorescence DL. Полученные изобра-
жения анализировали с помощью программы ImageJ 
и программного обеспечения Cell-IQ Analyser.

Статистический анализ осуществляли с помощью 
программы Statistica10. Все эксперименты проведе-
ны минимум 3 раза, а статистическую значимость 
определяли, используя t-критерий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Подход, основанный на  реактивации экспрессии 
флуоресцентных белков после удаления повреж-
дения из ДНК, блокирующего их экспрессию, ра-
нее успешно применяли в исследованиях ЭРН [7, 8]. 
Мы решили модифицировать этот подход и реги-
стрировать флуоресцентный сигнал в живых клет-
ках с помощью оборудования для  прижизненных 
исследований Cell-IQ MLF, которое сочетает в себе 
микроскоп с фазово-контрастным и флуоресцент-
ным режимами съемки, а также систему для подачи 
СО

2
 и поддержания температуры, обеспечивающую 

создание оптимальных для клеток условий при до-
статочно длительном процессе съемки. Прилагаемое 
к оборудованию программное обеспечение позволяет 
анализировать изображения и извлекать информа-
цию об общем количестве и количестве клеток, экс-
прессирующих флуоресцентные белки, интенсивно-
сти флуоресцентного сигнала, подвижности клеток, 
а также анализировать другие параметры.

Для создания ДНК с объемными повреждения-
ми использовали вектор pTagRFP-N (4.7 т.п.н.), ко-

торый содержит ген tagrfp, кодирующий мономер-
ный флуоресцентный белок RFP морских актиний 
Entacmaea quadricolor [9]. Преимущества исполь-
зования TagRFP заключаются в генерируемом яр-
ком флуоресцентном сигнале, стабильности белка 
при высоких значениях рH, быстром созревании, 
а также в отсутствии токсического влияния на клет-
ки. Ген tagrfp находится под контролем раннего про-
мотора цитомегаловируса (Pcmv ie), вблизи которого 
находится сайт множественного клонирования (MCS) 
с участками узнавания различных эндонуклеаз ре-
стрикции, что дает возможность клонирования не-
обходимой ДНК-вставки в данную область.

Синтезированы рекомбинантные плазмиды, со-
держащие объемные повреждения nFlu и nAnt (да-
лее nFlu- и nAnt-ДНК соответственно). Выраженные 
субстратные свойства данных повреждений, выяв-
ленные в реакции специфической эксцизии, катали-
зируемой белками ЭРН различных клеточных экс-
трактов in vitro [5, 10], учитывали при использовании 
nFlu и nAnt для создания модельных плазмид.

Проанализирована эффективность протекания 
ЭРН nFlu- и nAnt-ДНК в клетках эмбриональной 
почки человека HEK 293T. Оценено время появления 
клеток, флуоресценция которых свидетельствовала 
о восстановлении экспрессии белка TagRFP (рис. 2). 
В качестве контроля использовали плазмиду, содер-
жащую ДНК-вставку без объемного повреждения. 
Оценка количества флуоресцентных клеток в об-
щей популяции клеток с помощью Cell-IQ Analyser 
и ImageJ выявила различия в эффективности репа-
рации nAnt- и nFlu-ДНК. В случае клеток, для транс-
фекции которых использовали nAnt-ДНК, первые 
флуоресцентные клетки можно было наблюдать че-
рез 10 ч после трансфекции, в то время как в случае 
nFlu-ДНК время появления первых флуоресцент-

Рис. 2. Экспрессия 
TagRFP в клетках HEK 
293T, трансфициро-
ванных плазмидными 
ДНК. Представленные 
изображения полу-
чены путем наложе-
ния флуоресцентных 
и фазово-контрастных 
снимков с помощью 
ImageJ. Слева указаны 
типы плазмидных ДНК-
субстратов; сверху – 
время после трансфек-
ции клеток
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ных клеток составило 8 ч (рис. 3А). Через 12 ч после 
трансфекции клеток nAnt-ДНК количество флуо-
ресцентных клеток составило 1.56 ± 0.39%, в то время 
как в случае nFlu-ДНК количество флуоресцентных 
клеток составило 4.59 ± 0.76% (рис. 3Б). Для дости-
жения близкого количества флуоресцентных клеток, 
трансфицированных nAnt-ДНК, потребовалось еще 
2 ч, и через 14 ч оно составило 4.27 ± 0.67%.

Репарация nFlu-ДНК проходит быстрее, чем nAnt-
ДНК, что согласуется с результатами изучения ре-
парации nAnt- и nFlu-содержащих ДНК-дуплексов 
in vitro в присутствии белков ЭРН-компетентных 
экстрактов различных линий раковых клеток (HeLa, 
SiHa, C33A) [5].

Существует много факторов, определяющих раз-
ницу в эффективности удаления объемных повреж-
дений системой ЭРН. Это могут быть структурные 
различия повреждений, определяющие характер 
первичного узнавания поврежденного участка и эф-
фективность последующей верификации поврежде-
ния белками комплекса TFIIH [11], а также скорость 
и эффективность ответа системы ЭРН различных 
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Рис. 3. Анализ эффективности ЭРН плазмидных ДНК ex vivo в клетках HEK 293T. А – график изменения количества 
флуоресцентных клеток (%) во времени после трансфекции плазмидными ДНК; Б – репрезентативная диаграмма, 
демонстрирующая различия в количестве флуоресцентных клеток, трансфицированных nFlu- или nAnt-ДНК, через 
12 и 16 ч после трансфекции. Статистические уровни значимости соответствуют *p < 0.01 и **p < 0.05

клеток на повреждающее воздействие. Дальнейшее 
изучение ЭРН с использованием комбинации мето-
дов in vitro и ex vivo может способствовать значи-
тельному прогрессу в понимании функционирования 
данного процесса в клетках эукариот.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, предложенный нами метод позво-
лил определить эффективность удаления объемных 
повреждений nAnt и nFlu из модельных плазмид 
системой ЭРН клеток HEK 293T. Метод является 
перспективным инструментом изучения ЭРН, он по-
зволяет сравнивать как репаративный статус раз-
личных клеток, так и эффективность репарации по-
вреждений различной структуры. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект 

№ 19-74-10056), получение и анализ изображений 
частично выполнены в рамках бюджетного 

проекта № 0259-2021-0011.
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Рецензия на учебник «Иммунология» 
(2021 г., автор – академик РАН Р.М. Хаитов)

В чем достоинства этого учебника? В чем при-
чины успеха прежних изданий и  основы 
для успеха нового, 4-го, издания? Тут много 

факторов и все они важны: 
• �хороший, доступный язык изложения; 
• �множество иллюстраций, облегчающих понима-

ние и освоение нового материала;
• �простота объяснения очень сложных живых си-

стем и процессов;
• �широкий, практически всеобъемлющий, охват 

областей иммунологии;
• �современность, представление самых последних 

достижений в  областях науки, которым учит 
этот учебник; 

• �достоверность и научное качество сведений, со-
ставляющих содержание учебника;

• �практическая ориентированность научных зна-
ний, всегда направленная на их полезное приме-
нение в интересах здоровья человека. 

Современное научное знание об иммунитете – это 
огромный объем сведений. Учебник иммунологии 
должен помочь студентам медицинских или биоло-
гических вузов понять и запомнить самое важное и, 
при этом, не утопить обучающихся в изобилии науч-
ных фактов, способах их получения, значении этих 
знаний для нашей иммунной защиты от различных 
опасностей.

ДОСТУПНОСТЬ, ИЛЛЮСТРИРОВАННОСТЬ, 
ПРОСТОТА
Сколь угодно сложные структуры и процессы, их 
взаимные влияния необходимо представить в учеб-
нике для  студентов в  максимально упрощенном, 
понятном виде. Упрощая, нельзя исказить природу 

живой системы, описываемых в ней объектов и собы-
тий. Недопустимо отойти от научного знания об этих 
объектах и явлениях, с ними связанных. Для схема-
тизации и упрощения сложных процессов полезны 
графические иллюстрации, и к ним предъявляются 
те же требования – не исказить действительности, 
не сформировать ложных представлений, которые 
не соответствуют истинной природе описываемых 
объектов и явлений.

В учебнике Р.М. Хаитова схемы и пояснения к ним 
просты и понятны, вполне соответствуют строгим на-
учным представлениям, достаточны для быстрого по-
нимания и запоминания, что является несомненным 
достоинством этой книги.

ПОЛНОТА ОХВАТА
Учебник иммунологии должен отразить или хотя бы 
обозначить все самые значительные области им-
мунологии. Именно таким и  является учебник 
Р.М. Хаитова. При  самом придирчивом анализе 
не удается найти каких-либо значительных разде-
лов современной иммунологии, которых бы не было 
в книге Р.М. Хаитова. Специализированные обла-
сти иммунологии, такие, как иммунология опухолей 
и иммунология старения, без сомнений, не включе-
ны в структуру этого учебника преднамеренно. Эти 
разделы иммунологии оставлены для самостоятель-
ных, специализированных учебников, поскольку 
указанные области науки очень сложны и их целе-
сообразно рассматривать отдельно, обстоятельно 
и всерьез. Впрочем, автор может восполнить этот 
пробел в следующем издании учебника, так как им 
опубликован ряд оригинальных и обзорных статей 
по этой теме. В частности, монография «Иммунитет 

Учебник «Иммунология», 4-е издание (сентябрь 2021 г.), подготовил известный советский 
и российский ученый с мировым именем, иммунолог, доктор медицинских наук, профессор, 
академик РАН Рахим Мусаевич Хаитов. Новое издание – это обновленная, переработанная 
и дополненная, версия учебника, который за последние 15 лет стал одним из лучших учебни-
ков по иммунологии. Он используется повсеместно. По всей России и в странах СНГ по нему 
учатся студенты вузов медицинского и биологического профилей, по нему готовятся врачи, 
избравшие профессию аллергологов и иммунологов, им пользуются исследователи в самых 
разных естественных науках – иммунологии, аллергологии, микробиологии, вирусологии, ин-
фектологии, вакцинологии и других смежных с ними науках. Словом, учебник «Иммунология» 
Р.М. Хаитова – это один из лучших в нашей стране, один из самых востребованных и признанных 
учебников.
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и рак» (Р.М. Хаитов, З.Г. Кадагидзе, ГЭОТАР-Медиа, 
2018). Это  же касается и  иммунологии старения. 
Р.М. Хаитов опубликовал достаточно эксперимен-
тальных и обзорных статей по иммунологии старе-
ния.

В учебнике Р.М. Хаитова есть всё, что составляет 
содержание науки иммунология:

(а) понимание предназначения иммунитета, его 
особенной роли, границ ответственности этой систе-
мы в организме живого существа;

(б) знание, что функция иммунной защиты обеспе-
чивается определенными типами клеток и молекул, 
процессами, в которых они участвуют и которые они 
выполняют;

(в) сведения о природе и свойствах многих сотен 
типов и подтипов клеток, стадий их развития и пре-
образования в  ходе выполнения своих функций. 
Детальные знания о большом разнообразии веществ, 
обеспечивающих координированное функциониро-
вание клеточных сообществ и, в конечном счете, им-
мунную защиту живого существа;

(г) знания о процессах иммунного реагирования 
и  иммунной защиты на  всех уровнях: от  уровня 
целого организма, его отдельных органов и систем 
до уровня клеток, молекул и атомов, составляющих 
эти молекулы, реакций, в которых происходят хими-
ческие и физические превращения на молекулярном 
и супрамолекулярном уровнях.

Особо следует отметить, что значительная часть 
учебника посвящена патологическим процессам, 
при которых функционирование иммунной системы 
значительно нарушено – иммунные дефициты, ал-
лергия, аутоиммунные болезни. Это – несомненное 
достоинство учебника. В этих разделах фундамен-
тальные знания иммунологии проецируются на кли-
нически значимые, практически важные области ме-
дицины. Яркими примерами успешного клинического 
применения указан путь от фундаментальной имму-
нологии к практике медицины и здоровью человека, 
что очень важно при обучении нового поколения ме-
диков и биологов.

(д) большой интерес представляет раздел по вак-
цинации. Сформулированы требования к вакцини-
рующим препаратам. Рассмотрены новые поколения 
вакцин, в том числе векторные вакцинирующие пре-
параты (Гам-КОВИД-Вак) против новой коронави-
русной инфекции SARS-CoV-2, вакцины на основе 
нуклеиновых кислот (ДHK- и РНК-вакцины), аллер-
говакцины.

СОВРЕМЕННОСТЬ И НОВИЗНА
Учебник иммунологии обязан содержать фундамен-
тальные знания, многие из которых добыты давно. 
Студенту необходимо узнать основополагающие 

факты, о которых ученые узнали год, десять или сто 
лет назад. То есть в учебнике должна быть пред-
ставлена информация, ставшая классической и не-
однократно описанная во многих предшествующих 
учебниках и руководствах по иммунологии. В то же 
время хороший учебник обязан быть максимально 
современным, содержать самые последние дости-
жения в данной области науки и техники. Сочетание 
классического знания и суперсовременных сведений 
в одном издании – это сложная задача для автора. 
Классику описать не сложно, да и то нельзя просто 
переписать у предшественников. Нужно умудриться 
подать фундаментальные основы, хорошо известные 
всем специалистам в данной области, в каком-то ори-
гинальном виде, при этом, не потеряв главного – сути 
этих принципиальных знаний. Так в иммунологии 
из учебника в учебник кочуют сведения о структуре 
иммуноглобулинов и генов, кодирующих эти белки, 
о факторах и реакциях в системе комплемента, о ме-
ханизмах экстравазации лейкоцитов при воспалении 
и многие другие классические знания, которые не ме-
нялись в течение десятилетий, но без которых трудно 
представить полноценный учебник иммунологии.

Наряду с  классическими, основополагающими 
сведениями, учебник должен дать самые последние, 
самые современные достижения, открытия, факты, 
знания. А это – совершенно иной пласт науки. Это 
то, что  интенсивно разрабатывается и изучается 
в настоящее время, обсуждается на периодических 
встречах профессионалов (конгрессы, конферен-
ции, симпозиумы, рабочие совещания), публикуется 
в профессиональных научных журналах. В учебнике 
должны быть охвачены все значительные области 
иммунологии, но следить за публикацией последних 
достижений во всех областях очень сложно или поч-
ти невозможно. Это – одна из самых трудных задач 
для автора учебника. Несмотря на трудность зада-
чи, в рецензируемом издании Р.М. Хаитову успешно 
удалось представить как общие, классические сведе-
ния, формирующие основы иммунологии, так и наи-
более интересные и перспективные новые достиже-
ния этой науки.

СЛОЖНОСТЬ ПОНИМАНИЯ И ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 
СОВРЕМЕННЫХ ЗНАНИЙ В УЧЕБНИКЕ 
ДЛЯ СТУДЕНТОВ
Последние годы сильно изменили биологию в целом 
и иммунологию в частности. Виной тому – техно-
логическая революция, которая произошла в  по-
следние 20–25 лет и  по сей день продолжается 
с нарастающей скоростью. Эта революция основы-
вается на создании мощных компьютеров с огром-
ными скоростями действия и практически неогра-
ниченными объемами памяти. Важно и то, что эти 
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компьютеры стали доступны всем, ими можно поль-
зоваться, выходя в сеть со своего ноутбука. В свою 
очередь, мощные компьютерные системы позволи-
ли создать автоматизированные системы анализа, 
синтеза, секвенирования, измерения концентраций 
тысяч веществ и многое другое, что потрясает вооб-
ражение. Раньше иммунологи анализировали одну 
или несколько клеточных популяций, один или не-
сколько клеточных белков (цитокины, хемокины, ре-
цепторы и т.д.), измеряли экспрессию мРНК одного 
или нескольких генов. Теперь в одном анализе можно 
получать данные об экспрессии всех (более 20 ты-
сяч) генов, продукции сотен белков, структуре мил-
лионов рецепторов (TCR- и BCR-секвенирование). 
Современные системы и методы исследования дают 
гигантские массивы данных, которые невозможно 
анализировать, как раньше. Чтобы соответствовать 
современному уровню, биолог (иммунолог) теперь 
не  может ограничиться флуоресценцией одного 
или нескольких белков в клетке (микроскопия, ци-
тометрия) или измерением уровня экспрессии мРНК 
одного или нескольких генов (РВ-ПЦР), или изме-
рением концентрации нескольких цитокинов в био-
логической жидкости (иммуноферментный или им-
мунохемилюминесцентный анализы). Теперь метод 
РНК-секвенирования дает возможность оценить 
экспрессию мРНК сразу всех генов, а мультиплекс-
ные методы протеомики – продукцию сразу многих 
сотен белков. Раньше иммунолог окрашивал инте-
ресующий его белок на гистологическом срезе (им-
муногистохимия), а теперь мультиплексная иммуно-
гистофлуоресценция использует окрашивание до 50 
молекулярных маркеров на одном гистологическом 
срезе, что позволяет типировать каждую клетку, 
а затем переводить эту информацию в виртуальный 
(компьютерный) образ, где уже нет среза, но есть вся 
информация о нем. Такой виртуальный гистологиче-
ский срез содержит информацию о каждой клетке, ее 
позиции и молекулярных особенностях, о размерах 
и форме клеток, о количестве клеток разных типов, 
о контактах любых клеток друг с другом, о дистанции 
между клетками одного типа или клетками разных 
типов, о клеточных скоплениях и сообществах и т.д., 
и т.п. Компьютерная система может содержать по-
добную информацию о сотнях полей зрения на од-
ном срезе, может сравнивать десятки и сотни разных 
срезов между собой. Компьютерные системы обу-

чены реконструировать структуру ткани в объеме 
(виртуальные 3D-изображения), могут «крутить» это 
изображение в пространстве, позволяя исследовате-
лю лучше рассмотреть какие-то детали. То есть со-
временные автоматизированные и компьютеризиро-
ванные системы могут делать то, что никак не мог бы 
сделать гистолог. Возможности такого современного 
анализа бесконечно большие, но его не может выпол-
нять классический биолог, гистолог или иммунолог. 
Слишком велики массивы данных. Чтобы с ними ра-
ботать, нужны специальные программы и специаль-
но обученные профессионалы, биоинформатики.

Как  следствие описанной революции, которая 
привела к  получению гигантских объемов сведе-
ний в каждом современном анализе, произошла ра-
дикальная трансформация научных публикаций 
в  биологии вообще и  в  иммунологии в  частности. 
Современные научные статьи уже настолько насы-
щены информацией, настолько сложны для пони-
мания, что даже многим классическим иммунологам 
«не по  зубам». Статьи изобилуют Heat map, PCA 
plot, TSNE plot, UMAP plot, Cluster map, Volcano plot 
и еще десятками других форм презентации данных. 
Понять, что в них содержится, слишком сложно даже 
зрелым профессионалам-иммунологам. А как эту са-
мую современную информацию трансформировать 
в простые и понятные формы для студентов, толь-
ко начинающих осваивать основы иммунологии? Это 
весьма непростая задача для автора учебника. 

На этом самом современном уровне еще сложнее 
охватить все новое, что публикуется во всех зна-
чительных областях иммунологии. Исследователь 
может читать и знать новости в своей области на-
уки, в которой он работает, а автор учебника дол-
жен знать все, должен успевать следить за  стре-
мительным развитием всех областей иммунологии. 
Это – почти невыполнимая задача. Остается лишь 
удивляться и с большим уважением констатировать, 
что Р.М. Хаитову это удалось. 4-е издание учебника 
«Иммунология» содержит все значительные дости-
жения иммунологии последних лет.

Не вызывает сомнений, что 4-е издание учебника 
«Иммунология» Р.М. Хаитова будет по достоинству 
оценено студентами и преподавателями медицин-
ских и биологических вузов, а также исследовате-
лями в самых разных областях медицины и биоло-
гии. 
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ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ
Журнал Acta Naturae публикует экспериментальные и об-
зорные статьи, посвященные наиболее актуальным вопро-
сам фундаментальных и прикладных наук о живом и био-
технологий. Журнал выпускается на русском и английском 
языках. Журнал Acta Naturae входит в Перечень ведущих 
периодических изданий Высшей аттестационной комис-
сии Минобрнауки России, включен в базы данных PubMed, 
Web of Science, Scopus, РИНЦ.

Редакция журнала Acta Naturae просит авторов руко-
водствоваться приведенными ниже правилами. Статьи, 
не соответствующие профилю журнала или не соответ-
ствующие его требованиям, отклоняются Редакционным 
советом и Редколлегией без рецензирования. Редакция 
не рассматривает работы, результаты которых уже были 
опубликованы или находятся на рассмотрении в других 
изданиях.

Максимальный объем обзора вместе с таблицами и спи-
ском литературы не должен превышать 50 000 знаков с про-
белами (примерно 30 страниц формата А4, напечатанных 
через 1.5 интервала, шрифт Times New Roman, 12 размер) 
и 16 рисунков.

Объем экспериментальной статьи не должен превышать 
30 000 знаков с пробелами (примерно 15 страниц формата 
А4 вместе с таблицами и списком литературы). Число ри-
сунков не должно превышать 10. 

Новые приоритетные данные, требующие срочного опу-
бликования, могут быть напечатаны в разделе «Краткие 
сообщения». Краткое сообщение должно содержать по-
становку задачи, экспериментальный материал и выводы. 
Объем краткого сообщения не должен превышать 12 000 
знаков (5–6 страниц формата А4 вместе с таблицами и спи-
ском литературы не больше 12 источников). Число рисун-
ков не должно превышать трех. 

Рукопись и все необходимые файлы следует загрузить 
на сайт  www.actanaturae.ru: 
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 
цифрами в квадратных скобках (нумерация в порядке ци-
тирования). Ссылке на работу в таблице или в подписи к ри-
сунку присваивается порядковый номер, соответствующий 
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 
изобретений, год выдачи патента.

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