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АНОНСЫ

50 лет изучения протонофоров: разобщение митохондрий 
как основа терапевтического действия 

Схема классического протонофорно-
го действия анионного разобщителя Т

Е. A. Котова, Ю. Н. Антоненко
Протонофоры – соединения, осуществляющие электрогенный пере-
нос ионов водорода через мембраны, активно изучаются в течение по-
следних 50 лет в связи со способностью разобщать перенос электронов 
и синтез ATP в митохондриях и хлоропластах. В настоящем обзоре 
рассмотрена возможность вовлечения некоторых белков внутренней 
мембраны митохондрий в процесс разобщения. Сделан вывод о важ-
ности детального изучения механизма работы разобщителей для их 
более успешного фармакологического применения.

Тандемные дупликации 
экзонов расширяют репертуар 
альтернативного сплайсинга

Т. М. Иванов, Д. Д. Первушин
Тандемные дупликации экзонов, обеспечивающие ме-
ханизм адаптивной регуляции функций белков, игра-
ют важную роль в эволюции эукариотических генов. 
Рассмотрена проблема идентификации тандемных 
дупликаций экзонов в эукариотических генах и по-
казано, что тандемно дуплицированные экзоны ши-
роко распространены не только в кодирующих частях 
генов, но и в нетранслируемых областях. Приведен 
ряд примеров тандемных дупликаций экзонов, иден-
тифицированы неаннотированные тандемно дуплици-
рованные экзоны, представлены статистические сви-
детельства их экспрессии с использованием больших 
панелей экспериментов секвенирования РНК. 

Диаграмма тандемных экзонных дупликаций в генах 
hydra и pip

Метод получения трехмерных клеточных сфероидов: 
универсальный инструмент для изучения цитотоксических 
свойств противоопухолевых соединений in vitro Проходящий 

свет
Акридиновый 

оранжевый 
Пропидий  

йодид 
Хёхст
33342 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
нм

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900 

1000

А. С. Согомонян, В. О. Шипунова, В. Д. Соловьев, В. И. Ларионов, 
П. А. Котельникова, С. М. Деев
Разработан универсальный метод 3D-культивирования клеток млекопитающих 
на основе многоразовых форм, позволяющий воспроизводимо получать мульти-
клеточные сфероиды с плотными контактами для задач молекулярной и клеточной 
биологии, а также прогнозирования функциональной активности различных со-
единений in vivo.

Визуализация сфероидов 
SKOVip-kat

Влияние дополнительных аминокислотных замен на свойства 
многоточечной мутантной бактериальной формиатдегидро-
геназы PseFDH SM4S
А. А. Пометун, П. Д. Паршин, Н. П. Галаничева, Л. А. Шапошников,  
Д. Л. Атрошенко, Е. В. Пометун, В. В. Бурмакин, С. Ю. Клейменов,  
С. С. Савин, В. И. Тишков
Формиатдегидрогеназа из бактерий Pseudomonas sp. 101 (PseFDH) пред-
ставляет большой интерес для науки и практики. В работе использовали 
многоточечный мутант PseFDH SM4S с улучшенными каталитическими 
параметрами и повышенной температурной и химической стабильностью. 
В него были дополнительно введены пять замен, обеспечивающих увели-
чение стабильности фермента дикого типа. Показано, что замена E170D 
синергична с ранее введенными мутациями: увеличение термостабиль-
ности мутанта было в 2 раза выше по сравнению с ферментом дикого типа.

Положения остатков Lys61, 
Ser131, Ser160 и Glu170 
в структуре апо-формы FDH 
из Pseudomonas sp. 101 
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ОБЗОРЫ

ВВЕДЕНИЕ
Впервые термин протонофор (protonophore) был 
использован в обзоре Скулачева, опубликован-
ном в 1970 году [1], однако открыты протонофоры 
были несколькими годами ранее в лабораториях 
Ленинджера (1966 г. [2]), Скулачева [3] и Либермана 
[4]. В этих работах показано, что некоторые веще-
ства, ранее идентифицированные как разобщители 
окислительного фосфорилирования в митохондриях, 
увеличивают протонную проводимость липидных 
мембран. Такое наблюдение находилось в согла-
сии с теорией Митчелла о сопряжении окисления 
и фосфорилирования в митохондриях посредством 
образования разности электрохимических потен-
циалов ионов водорода [5]. В случае мембран ми-
тохондрий сам Митчелл в 1967 году наблюдал 
перенос протонов некоторыми разобщителями [6]. 

УДК 577.24
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Принята к печати 21.12.2021
DOI: 10.32607/actanaturae.11610

Как уже упомянуто, термин протонофор был пред-
ложен в 1970 году [1]; до этого разобщители назы-
вали proton conductors, или H+ carriers [2]. Было бы 
несправедливым не упомянуть работу 1967 года 
[7] об увеличении протонной проводимости липо-
сом под действием разобщителей, однако эта ра-
бота не имела такого резонанса, как публикация 
в журнале Nature [3]. Приоритет группы Скулачева 
в открытии протонофоров закреплен также публи-
кацией в журнале Nature 1969 года [8], где просле-
живалась количественная корреляция между про-
тонофорной активностью на липидных мембранах 
(плоских бислоях, БЛМ) и стимуляцией дыхания 
митохондрий в состоянии 4 (P-vs-U-корреляция) 
большого ряда разобщающих соединений различной 
химической природы. Эта работа 1969 года [8] на на-
стоящий момент считается классической. Следует 

РЕФЕРАТ Протонофоры – соединения, осуществляющие электрогенный перенос ионов водорода через 
мембраны, – активно изучаются в течение последних 50 лет в связи со способностью разобщать перенос 
электронов и синтез ATP в митохондриях и хлоропластах. Считается, что в основе действия на мито-
хондрии таких классических разобщителей, как DNP и CCCP, лежит их протонофорная активность, т.е. 
способность переносить протоны через липидную часть митохондриальной мембраны. Учитывая недав-
но выявленные отклонения от корреляции протонофорной активности ряда разобщителей на искус-
ственных липидных мембранах с их способностью стимулировать дыхание митохондрий, в настоящем 
обзоре рассмотрена возможность вовлечения некоторых белков внутренней мембраны митохондрий, 
таких, например, как ATP/ADP-антипортер, дикарбоксилатный переносчик, ATP-аза, в процесс разоб-
щения. Важно подчеркнуть, однако, что эти отклонения не противоречат теории Митчелла, а свидетель-
ствуют о более сложном характере взаимодействия DNP, CCCP и других разобщителей с мембранами 
митохондрий. Сделан вывод о важности детального изучения механизма работы разобщителей для их 
более успешного фармакологического применения, связанного как с их антибактериальным (включая 
противотуберкулезное) и противоопухолевым, так и кардио-, нейро-, и нефропротекторным действием. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА разобщители окислительного фосфорилирования, митохондрии, транспорт протонов, 
биоэнергетика.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ DNP ‒ 2,4-динитрофенол; CCCP ‒ карбонилцианид-м-хлорфенилгидразон; 
БЛМ ‒ бислойная липидная мембрана; P-vs-U-корреляция – корреляция разобщающей активности 
различных соединений на митохондриях и протонофорной активности на бислойной липидной мем-
бране; Катр ‒ карбоксиатрактилозид; mitoFluo ‒ конъюгат флуоресцеина и трифенилфосфония. 
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сказать, что термин ионофор (ionophore), обознача-
ющий вещество, переносящее ионы через мембраны, 
появился раньше и активно использовался в рабо-
тах Прессмана с середины 60-х годов прошлого века 
[9]. Однако Прессман сосредоточился на транспорте 
ионов металлов и не употреблял термин протоно-
фор. В описываемое время в русскоязычных ста-
тьях часто использовали термин мембраноактивный 
комплексон [10], позднее вытесненный термином ио-
нофор. 

Перечисленные работы вызвали взрыв интереса 
к протонофорам и вместе с последующими работа-
ми внесли весомый вклад в доказательство хеми-
осмотической теории Митчелла. Следует сказать, 
что P-vs-U-корреляция была сразу оспорена рабо-
тами другой группы [11], в которых зарегистриро-
ваны значительные отклонения от нее при исполь-
зовании другого набора соединений. Противоречий 
добавили и Bakker и соавт., которые показали, 
что P-vs-U-корреляция намного лучше соблюдает-
ся на липосомах, чем на плоских БЛМ [12]. Однако 
в 1980 году вышел основополагающий обзор [13], ав-
торы которого отстаивали существование хорошей 
P-vs-U-корреляции, а некоторые противоречия при-
писывали особенностям физико-химических свойств 
использованных соединений. Поскольку к тому вре-
мени хемиосмотическая теория уже считалась до-
казанной, вопрос потерял свою актуальность и был 
практически закрыт, несмотря на то, что к тому 
моменту уже накопилось достаточно данных, ко-
торые указывали на участие белков митохондрий 

в действии разобщителей. Показано, в частности, 
что инкубация азидо-производного DNP (2-azido-
4-nitrophenol, NPA) и азидо-производного CCCP 
(2-nitro-4-azidocarbonylcyanide phenylhydrazone, 
N3CCP) с митохондриями в ответ на освещение 
приводит к ковалентному пришиванию этих соеди-
нений в первом случае к белку, входящему в ATP-
азный комплекс [14], а во втором – к неидентифици-
рованному белку с другой молекулярной массой [15]. 
Существенно, что такая ковалентная модификация 
не затрагивала другие белки митохондрий. Однако 
в то время считалось, что подобные работы идут 
вразрез с практически доказанной хемиосмотиче-
ской теорией Митчелла, поэтому им не уделялось 
достаточного внимания. Интересно, что несколько 
позже (90-е годы прошлого века) появились рабо-
ты из лаборатории Скулачева, которые указывали 
на чувствительность эффекта DNP и CCCP к инги-
биторам, действующим либо через конкретные бел-
ки митохондрий, либо через неидентифицированные 
белки [16, 17]. 

ПРОТОНОФОРЫ И ЛИПИДНЫЕ МЕМБРАНЫ
Классические протонофоры представляют собой 
органические кислоты с рКа вблизи физиологиче-
ских значений рН, имеющие обширную систему пи-
электронов, способных, как считается, делокализо-
вать отрицательный заряд, который препятствует 
проникновению через гидрофобный слой мембраны 
(рис. 1). Это позволяет анионной форме протонофо-
ра (T-) пересекать мембрану в ответ на приложе-

Рис. 1. Химические структуры типичных (верхний ряд) и нетипичных протонофоров (нижний ряд). DNP – 2,4-ди-
нитрофенол; CCCP – карбонилцианид-м-хлорфенилгидразон; триклозан – 2-(2,4-дихлорфенокси)-3-хлорфенол; 
декахлоркарборан; 1799 – α,α′-бис[бис(трифторметил)метилен]ацетон; mitoFluo – конъюгат флуоресцеина 
и трифенилфосфония

DNP CCCP триклозан

декахлоркарборан 1799 mitoFluo
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ние потенциала, далее протонироваться (переходя 
в TH-форму) и двигаться в противоположную сто-
рону в нейтральной форме по градиенту концен-
трации. Завершает цикл стадия депротонирования 
TH-формы. Помимо фенолов (DNP, пентахлорфенол 
и др.), среди первых протонофоров были изучены 
разные гидразоны (CCCP, FCCP), бензимидазолы 
(TTFB и DTFB), дикумарол, а также салициловая 
кислота. Эти соединения, представляющие собой 
слабые ароматические кислоты, хорошо укладыва-
ются в общее представление о структуре протоно-
форов, описанное выше. Однако уже среди первых 
протестированных разобщителей имелись «экзо-
тические» примеры, такие, как декахлоркарборан 
[18] и соединение 1799 (α,α′-bis(hexafluoracetonyl)-
acetone) [11]. Эти соединения, строго говоря, не яв-
ляются ароматическими, более того, их способность 
депротонироваться в водной среде также вызывает 
большие вопросы. Более поздние работы выявили 
катионные протонофоры [19–21] и цвиттер-ионные 
протонофоры [22–24]. 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ПРОТОНОФОРОВ С БЕЛКАМИ 
ВНУТРЕННЕЙ МЕМБРАНЫ МИТОХОНДРИЙ
С момента появления первых работ по протонофо-
рам прошло около 50 лет, за это время найдено мно-
го разнообразных новых низкомолекулярных соеди-
нений, которые обладали свойствами разобщителей. 
Многие из них рассмотрены в обзоре [25], хотя этот 
список далеко не полный и его следовало бы су-
щественно расширить. К сожалению, не все новые 
соединения протестированы в липидных системах 
(БЛМ или липосомах), еще меньшее число веществ 
охарактеризовано в одинаковых условиях. Однако 
большое количество данных позволяет существен-
но продвинуться в уточнении P-vs-U-корреляции 
по сравнению с первыми работами 70-х годов про-
шлого века. Так, найдено несколько веществ, ко-
торые проявляли выраженное разобщающее дей-
ствие на митохондриях и при этом практически 
не обладали протонофорными свойствами на ли-
пидных мембранах. Самыми известными среди них 
и к тому же физиологически важными являются 
жирные кислоты. Важно подчеркнуть, что жирные 
кислоты вызывают увеличение протонной проница-
емости мембран митохондрий [26, 27]. При этом они 
обладают лишь очень слабой способностью увели-
чивать проводимость плоских БЛМ: заметные токи 
обнаружены лишь на мембранах, сформированных 
из липосом [28] по методу Монтала [29]. В дальней-
шем было показано, что жирные кислоты способны 
взаимодействовать с ADP/ATP-антипортером [16, 
30–32], а также с другими транспортными белка-
ми семейства SLC25 [33], что приводит к катализу 

переноса аниона жирной кислоты через мембрану 
митохондрий. Разобщающими свойствами облада-
ют многие противовоспалительные препараты [34] 
и ряд других соединений [35]. Таким образом, став-
шая классической P-vs-U-зависимость может быть 
заметно расширена. С другой стороны, на совре-
менном этапе можно сделать вывод о том, что на-
блюдаемая корреляция протонофорной активности 
на БЛМ и митохондриях оказывается довольно сла-
бой и вряд ли противоречит участию белков в про-
тонофорном действии на митохондриях. На pис. 2 
данная корреляция представлена согласно [8], с до-
бавлением в качестве примера нескольких веществ, 
которые показывают, насколько велики могут быть 
отклонения от канонической P-vs-U-зависимости 
(красные стрелки).

К соединениям, эффективно разобщающим мито-
хондрии, но практически не увеличивающим про-
тонной проводимости БЛМ, можно также отнести 
недавно синтезированный конъюгат флуоресцеи-
на и трифенилфосфония, названный mitoFluo [22]. 
mitoFluo обладает очень слабыми протонофорны-
ми свойствами на БЛМ, что ожидаемо, поскольку 

Рис. 2. Корреляция разобщающей активности различ-
ных соединений на митохондриях и протонофорной 
активности на бислойной липидной мембране (БЛМ), 
полученная в работе [8]. По оси ординат отложе-
ны концентрации, которые стимулировали в 2 раза 
дыхание митохондрий печени крысы в присутствии 
сукцината как субстрата, по оси абсцисс – концентра-
ции, стимулирующие проводимость БЛМ до уровня 5 
× 10-9 Ом-1см-2. Красными стрелками указаны уров-
ни эффективных концентраций пальмитата, mitoFluo 
и триклозана согласно результатам работ [22, 40, 57] 
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он может быть либо катионом, либо цвиттер-ионом. 
Катионы гораздо хуже анионов проникают через 
БЛМ из-за наличия дипольного потенциала, обу-
словленного слоем диполей на поверхности разде-
ла мембрана–вода [36–38]. Цвиттер-ионы несут, по-
мимо положительного, еще и отрицательный заряд 
на молекуле, что должно дополнительно снижать их 
проницаемость. Для регистрации тока БЛМ, инду-
цированного mitoFluo, пришлось использовать спе-
циальные синтетические липиды, которые имеют 
не сложноэфирные связи с углеводородными остат-
ками, а простые эфирные связи. Ранее было пока-
зано, что у таких липидов резко снижен диполь-
ный потенциал мембраны [39]. Но даже на БЛМ, 
сформированной из такого липида, при рН 7 mito-
Fluo не вызывал тока протонов, который появлял-
ся лишь при снижении рН и достигал максимума 
при рН 3 [22]. При этом mitoFluo, действующий 
как эффективный разобщитель на митохондри-
ях, работает в субмикромолярных концентрациях. 
На другом полюсе веществ, выпадающих из P-vs-U-
корреляции, находится триклозан (2,2,4′-trichloro-2′-
hydroxydiphenyl ether, pис. 2, левая красная стрел-
ка). В отличие от жирных кислот или mitoFluo, 
триклозан является мощным протонофором на БЛМ 
(его действующие концентрации значительно мень-
ше по сравнению с CCCP) [40]. В то же время три-
клозан – слабый разобщитель на митохондриях, 
и для стимуляции дыхания митохондрий требуются 
десятки микромолей этого вещества [41]. Триклозан 
широко используется в качестве противомикробного 
препарата и добавляется в различные косметиче-
ские средства. Его крайне слабая токсичность по от-
ношению к клеткам животных связана с его слабым 
действием на мембрану митохондрий. Структура 
триклозана предполагает, что он представляет собой 
обычный анионный разобщитель фенольного ряда 
с рКа = 7.9 [42]. 

Как упоминалось выше, отклонения от P-vs-
U-корреляции традиционно объясняют взаимо-
действием разобщителей с белками внутренней 
мембраны митохондрий, которые могут приводить 
к усилению переноса ионов водорода в резуль-
тате ускорения переноса анионной формы прото-
нофора через липидную часть мембраны [17, 35]. 
Эту концепцию хорошо иллюстрирует индукция 
протонной проводимости в мембране митохондрий 
жирными кислотами, которая значительно пода-
вляется при добавлении карбоксиатрактилозида 
(Катр), специфического ингибитора транслокатора 
адениновых нуклеотидов в митохондриях [16, 31]. 
Предполагается, что анионы жирных кислот спо-
собны взаимодействовать с местом посадки ATP и/
или ADP и таким образом переноситься через мем-

брану. Высокая проницаемость липидной мембраны 
для протонированной формы жирных кислот [43] 
позволяет им осуществлять цикл переноса прото-
на. Помимо жирных кислот, Катр, хотя и в мень-
шей степени, ингибирует разобщающее действие 
DNP на митохондриях [16, 44]. Эти данные позво-
ляют предположить, что анион DNP тоже может 
взаимодействовать с местом связывания жирных 
кислот на ADP/ATP-транслокаторе. Недавно пока-
зали, что взаимодействие DNP с выделенным и ре-
конструированным транслокатором блокируется 
при замене аргинина 79 на серин в этом белке [44]. 

Собственно активное взаимодействие разобщи-
телей с протонными помпами было известно еще 
до работ конца 60-х - начала 70-х годов, посколь-
ку у всех известных на тот момент разобщителей 
обнаруживалась колоколообразная зависимость 
скорости дыхания митохондрий или субмитохон-
дриальных частиц (СМЧ) от их концентрации, т.е. 
вслед за стимуляцией дыхания при низких кон-
центрациях всегда наблюдалось его ингибирование 
при больших концентрациях разобщителей [45, 46]. 
Это явление касается субстратов всех основных ды-
хательных комплексов митохондрий. В дальнейшем 
были уточнены сайты и характер этого взаимодей-
ствия. Так, в случае первого комплекса это взаи-
модействие хорошо коррелирует с гидрофобностью 
соединений, что было объяснено существованием 
гидрофобной площадки в белке, служащей местом 
связывания убихинона [47]. В случае сукцинатде-
гидрогеназы наиболее активным местом связыва-
ния разобщителей является терминальный участок 
цепи, при этом сродство, скажем, к пентахлорфе-
нолу здесь может достигать 2 мкМ [48]. Показано 
также, что цитохромоксидаза имеет сайт связы-
вания CCCP [49], при взаимодействии с которым 
резко меняется сродство белка к кислороду [50]. 
Интересно, что метилирование протонируемой груп-
пы в разобщителях подавляет не только их разоб-
щающее, но и ингибирующее действие [45, 51]. Этот 
важный факт до сих пор не нашел своего объясне-
ния, он указывает на тесную связь ингибирующе-
го действия с механизмом собственно разобщения. 
Следует сказать, однако, что некоторые разобщите-
ли характеризуются необычно широким колоколом 
по концентрации [22, 52]. 

В рамках такой концепции отклонение три-
клозана от P-vs-U-корреляции в другую сторону, 
по сравнению с жирными кислотами, обусловлено 
тем, что основная часть протонофоров использует 
те или иные белки при индукции протонной про-
водимости на мембранах митохондрий. Поскольку 
триклозан индуцирует ток БЛМ большей величины, 
чем CCCP, и при этом на митохондриях он не рабо-
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тает в тех концентрациях, при которых работает 
CCCP, то следует предположить, что и CCCP инду-
цирует ток протонов на митохондриях через какой-
то белок. В пользу такого предположения говорят 
прямые опыты по взаимодействию азидо-произво-
дного CCCP с белками митохондрий [15]. В недав-
ней работе нашей лаборатории показано, что три-
фенилфосфониевый конъюгат CCCP, который сам 
не разобщает митохондрии, способен блокировать 
разобщающее действие CCCP [53]. В пользу уча-
стия белка в разобщающей активности CCCP свиде-
тельствует также сильное ингибирование действия 
CCCP на митохондриях под влиянием 6-кетохо-
лестанола, который способен, напротив, усиливать 
вызванный CCCP протонный ток на БЛМ в силу 
увеличения дипольного потенциала мембран [54]. 
Таким образом, мы приходим к выводу, что в слу-
чае имеющихся традиционных разобщителей P-vs-
U-корреляция не связана с тем, что разобщите-
ли окислительного фосфорилирования являются 
протонофорами как таковыми (т.е. переносчиками 
протонов через липидную часть мембраны мито-
хондрий). По-видимому, это обусловлено силой вза-
имодействия большинства этих веществ с некото-
рым белком (белками) митохондрий. 

Следует также упомянуть, что P-vs-U-кор реля-
ция явно нарушается в ряду гомологов некоторых 
разобщителей. Так, в нашей лаборатории показано, 
что как на плоских БЛМ, так и в липосомах про-
тонофорная активность разобщителей на основе по-
пулярного флуоресцентного красителя 7-нитробенз-
2-окса-1,3-диазола (NBD), имеющих алкильный 
заместитель, увеличивается по мере роста длины 
алкильной цепи [55]. В митохондриях же разобща-
ющая активность достигает максимума в случае 
октильного заместителя, и децильное производное 
разобщает митохондрии существенно слабее ок-
тильного [55]. Аналогичным образом в ряду алкил-
родаминов (CnR1) наблюдается возрастание про-
тонофорной активности в липосомах [56] и на БЛМ 
с  ростом длины алкильной цепи, в  то  время 
как максимальное разобщение в митохондриях вы-
зывает С4R1 [21]. Наличие оптимальной длины ал-
кильной цепи также говорит о возможном участии 
сайтов связывания на белках митохондрий при ин-
дукции протонной утечки. В этой связи уместно 
упомянуть, что разобщение жирными кислотами 
также имеет оптимум по длине жирной кислоты, 
где в случае насыщенных жирных кислот макси-
мальное разобщение вызывает пальмитиновая кис-
лота, а более длинные кислоты работают слабее 
[57]. В недавней работе из лаборатории Самарцева 
показано, что α,ω-гексадецилдикарбоновая кисло-
та стимулирует дыхание митохондрий, не вызывая 

при этом индукции протонной проводимости мем-
браны митохондрий [58]. Этот новый феномен еще 
требует своего изучения и осмысления. 

Таким образом, на современном этапе можно сде-
лать вывод о достаточно плохой P-vs-U-корреляции, 
построенной с использованием большого количе-
ства новых разобщителей, открытых и изученных 
с момента появления первых работ в этой обла-
сти. Однако нужно подчеркнуть, что сама теория 
Митчелла, во многом принятая научным сообще-
ством благодаря P-vs-U-корреляции, не может под-
вергаться сомнению на данном основании. Дело 
в том, что теория Митчелла доказана многими пря-
мыми экспериментами, такими, как измерение ге-
нерации электрических потенциалов протонными 
помпами [59] или обнаружение синтеза ATP в си-
стеме липосом с реконструированным бактериоро-
допсином и ATP-синтазой [60]. Кроме того, нет со-
мнений, что разобщающее действие каналоформера 
грамицидина А осуществляется через образование 
протонного канала и индукции протонной утечки 
во внутренней мембране митохондрий. Согласно 
теории Митчелла, важна не P-vs-U-корреляция, 
а корреляция между разобщением митохондрий (т.е. 
стимуляцией дыхания и гидролиза ATP) и прото-
нофорной активностью разобщителей, измеренной 
непосредственно на митохондриях [61]. Для теории 
Митчелла неважно, индуцирует ли разобщитель 
ток протонов на митохондриальной мембране сам 
по себе через липидные части мембраны, или он де-
лает это с помощью какого-то митохондриального 
белка. Утечку протонов в митохондриальной мем-
бране можно измерять в деэнергизованных услови-
ях по набуханию митохондрий в среде с ацетатом 
калия в присутствии валиномицина или с нитратом 
аммония без валиномицина [26]. Этим методом пока-
зано, что жирные кислоты индуцируют протонную 
проводимость внутренней митохондриальной мем-
браны в тех же концентрациях, при которых они 
стимулируют дыхание митохондрий [26]. Таким об-
разом, несмотря на то, что жирные кислоты выпада-
ют из P-vs-U-корреляции, индукция ими протонной 
проводимости на митохондриях только подтвержда-
ет силу теории Митчелла. 

Отдельный вопрос – есть ли «честный» протоно-
фор, который работает на митохондриях без уча-
стия белков? Как описано выше, вряд ли такими 
протонофорами можно считать наиболее популяр-
ные разобщители DNP и CCCP. На такую роль 
может претендовать грамицидин А, однако поми-
мо протона он транспортирует ионы калия и на-
трия, что делает его очень токсичным для клеток. 
Возможно, на такую роль может претендовать 
триклозан, который является чрезвычайно актив-
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ным протонофором на БЛМ, превосходя как CCCP, 
так и SF6847 – самый мощный из известных разоб-
щителей [40]. Однако триклозан вызывает стимуля-
цию дыхания митохондрий и их набухание в среде 
с ацетатом калия (в присутствии валиномицина) 
лишь в концентрации 3–10 мкМ. В результате три-
клозан сильно выпадает из P-vs-U-корреляции 
(pис. 2, красная стрелка слева). Согласно [40], при-
чиной этого отклонения от P-vs-U-корреляции мо-
жет быть высокая гидрофобность триклозана, кото-
рая мешает ему преодолевать внешнюю мембрану 
митохондрий. Возможно, однако, что даже эта сла-
бая разобщающая активность все же обусловлена 
взаимодействием триклозана с каким-то белком. 
В этой связи следует упомянуть, что триклозан вза-
имодействует с NADH-дегидрогеназой митохондрий 
и ингибирует ее при более высоких концентрациях 
(30–100 мкМ) [41]. 

ПРОТОНОФОРЫ И ПРОТОННЫЕ ПОМПЫ
Выше уже рассмотрен механизм взаимодействия 
DNP с ATP/ADP-транслокатором, который, как по-
казано, вносит вклад в разобщающее действие DNP 
на митохондриях [44]. Отметим, что согласно нашим 
данным транслокатор участвует и в разобщающем 
действии нового популярного разобщителя BAM15 
[62]. Однако нам представляется, что существует 
и универсальный механизм взаимодействия разоб-
щителей с митохондриями. И этот универсальный 
механизм отличается от прямого переноса протона 
через липидную часть мембраны. Можно предло-
жить следующий механизм действия разобщите-
лей, который, с одной стороны, включает способ-
ность к переносу протонов через липидную часть 
мембраны, а с другой, в явном виде требует их 
взаимодействия с протонными помпами. Этот меха-
низм можно образно охарактеризовать как захват 
(«подворовывание») протонов из каналов протонных 
помп (нижняя схема на pис. 3). Как известно, все 
протонные помпы имеют протонные каналы, кото-
рые выстланы соответствующими аминокислотами, 
чтобы оградить протон от утечки в водную фазу. 
Но природе не требовалось ограждать протонные 
пути от утечки в липидную фазу, поскольку гидра-
тированный протон очень гидрофилен и существует 
огромный энергетический барьер для его перехода 
в липидную фазу. Поэтому можно предположить, 
что некоторые каналы протонных помп (а может 
быть, и большинство таких каналов) не имеют пол-
ной изоляции от утечки протонов в гидрофобном 
слое мембраны. Поскольку протонофоры – это ли-
пофильные кислоты, то они могут перехватывать 
протоны, которые откачиваются из матрикса мито-
хондрий при переносе электронов по дыхательной 

цепи, и возвращать их в матрикс еще до их попада-
ния в межмембранное пространство. Тем самым вы-
зывается абортивный цикл протонов, аналогичный 
классическому разобщению. Такое представление 
смыкается с ранее предложенным механизмом про-
тонных утечек (slips) при работе протонных помп 
[63], который обсуждался в связи с нарушениями 
целостности мембраны при добавлении органиче-
ских растворителей и других грубых воздействиях. 
Кроме того, подобное представление делает понят-
ным подавление работы протонных помп при вы-
соких концентрациях разобщителей, поскольку 
взаимодействие с протонным каналом митохондри-
альной помпы при повышении концентрации может 
приводить к полному блокированию этого канала, 
тем самым вызывая ингибирование работы фер-
мента. Поскольку структуры большинства протон-
ных помп митохондрий к настоящему моменту уже 
установлены, гипотезу о механизме разобщения 
митохондрий можно проверить с помощью анализа 

Рис. 3. Схема классического протонофорного дей-
ствия анионного разобщителя Т (схема сверху) и вари-
анта разобщающего действия, связанного с прямым 
взаимодействием Т с протонным каналом протоннoй 
помпы (нижняя схема). Протонофор Т переносит про-
тоны в виде протонированного комплекса ТН и возвра-
щается через цикл депротонирования до аниона Т- 
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методами биоинформатики. Дальнейшая работа по-
кажет обоснованность этой гипотезы. 

ПРОТОНОФОРЫ И МЯГКОЕ РАЗОБЩЕНИЕ 
Несмотря на то что сам термин протонофор опре-
делен достаточно ясно (протонофор способен элек-
трогенно переносить катион водорода через ги-
дрофобную фазу), употребление этого термина 
в контексте митохондрий на практике сталкивается 
с определенными сложностями при его сочетании 
с термином разобщитель (uncoupler). Например, 
называть ли индукцию утечек под действием де-
тергентов [64-66] или органических растворителей 
[63] протонофорным действием? Формально в этом 
случае индуцируется также утечка по протону, 
но поскольку появляются утечки и по другим ио-
нам, то называть это протонофорным эффектом 
вряд ли оправдано. Более сложен вопрос о том, яв-
ляются ли протонофорами такие проникающие ор-
ганические катионы, накапливающиеся в митохон-
дриях, как mitoQ и SkQ. Показано, что эти катионы 
способны транспортировать анионы жирных кислот 
через мембраны и служить индукторами протонной 
проводимости мембран в присутствии жирных кис-
лот, которые обычно содержатся в клетках [67]. Уже 
опубликованы статьи, в которых термин протоно-
фор применяется к mitoQ [25] и SkQ [68]. Однако 
эти катионы не способны транспортировать ионы 
водорода через мембраны, поэтому нам кажется, 
что применение к ним термина протонофор недо-
статочно оправдано. С другой стороны, наверное, 
есть определенные основания называть их разоб-
щителями. 

Другое достаточно противоречивое понятие, 
связанное с применением разобщителей, – тер-
мин «мягкое разобщение». Этот термин предложен 
Скулачевым [17] и Старковым [69] для обозначения 
состояния митохондрий, которое характеризуется 
сниженным уровнем мембранного потенциала, сни-
женным уровнем генерации активных форм кисло-
рода (АФК), небольшой стимуляцией дыхания и со-
храняющейся высокой активностью ATP-синтазы. 
Такое состояние может вызываться механизмами, 
присущими самим митохондриям (разобщением эн-
догенными жирными кислотами или функциониро-
ванием белков семейства UCP), или добавлением 
небольшой концентрации разобщителей. Термин 
мягкое разобщение введен в связи с обнаруженной 
нелинейной зависимостью генерации АФК от мем-
бранного потенциала митохондрий [70]. Хотя само 
понятие мягкого разобщения не было количествен-
но определено, оно может считаться оправданным 
в связи с многочисленными примерами терапевти-
ческого действия низких концентраций разобщите-

лей в физиологических моделях различных пато-
логических состояний [71]. Мы остановимся более 
подробно на этом вопросе при обсуждении терапев-
тического действия разобщителей. 

ПРИКЛАДНОЕ ЗНАЧЕНИЕ ПРОТОНОФОРОВ
История изучения протонофоров насчитывает уже 
более 50 лет. В заключение нашего краткого обзора 
хотелось бы остановиться на практическом приме-
нении протонофоров. Начать тут следует с истории 
DNP, который в 30-х годах прошлого века активно 
применяли в качестве средства от ожирения [72]. 
Этот препарат отпускался без рецепта и его исполь-
зовали более 100000 человек, но в 1938 году он был 
запрещен из-за выявленных побочных эффектов, 
связанных с гепатотоксичностью и проблемами со 
зрением. Интересно, что сейчас вновь вырос интерес 
к DNP [73] в связи с появлением более сложных 
форм DNP в виде простого этилового эфира [74], ко-
торые превращаются в DNP преимущественно в пе-
чени, либо в виде комплексов DNP с наночастицами 
[75]. Эти препараты проявляли сильное антидиабе-
тическое действие на крысах, а также были эффек-
тивны при неалкогольной жировой болезни печени. 
Более успешна клиническая судьба протонофоров, 
которые используются в качестве антигельминтных 
препаратов. Речь идет о салициланилидах, таких, 
как никлозамид. Механизм действия этих препа-
ратов определен именно как разобщение окисли-
тельного фосфорилирования в клетках червей [76, 
77]. При этом они слабо воздействуют на организм 
человека, поскольку плохо всасываются в желудоч-
но-кишечном тракте. Давно установлено, что мно-
гие протонофоры обладают и противомикробным 
действием [78]. Однако их общая токсичность пре-
пятствовала их использованию в качестве антибио-
тиков. Тем не менее, такие сильные протонофоры, 
как триклозан, усниновая кислота [51], никлозамид 
[79] и пирроломицин [80] проявляют лишь умерен-
ное токсическое действие на эукариотические клет-
ки при очень сильном антимикробном эффекте. 
Некоторые противотуберкулезные препараты также 
обладают протонофорным действием [81–83]; проти-
вотуберкулезным действием обладает и усниновая 
кислота, т.е. в целом можно сказать, что протоно-
форы сохраняют актуальность для фармакологии, 
а в некоторых областях их потенциал даже растет.

Можно упомянуть также широко используе-
мое инсектицидное, гербицидное (пестицидное) 
и фунгицидное действие протонофоров, аналогов 
динитрофенола, таких, как пентахлорфенол [84] 
и 6-изобутил-2,4-динитрофенол (диносеб) [85], а так-
же флуазинам [86, 87] и другие соединения. Речь 
идет о достаточно большом производстве и рын-
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ке для сельского хозяйства и лесной промышлен-
ности (как консервантов дерева). Однако в рамках 
нашего обзора нам ближе не промышленное при-
менение протонофоров, а их потенциальное зна-
чение для фармакологии. За долгую историю из-
учения протонофоров накопилось много данных, 
полученных на моделях патологий животных, об их 
протекторных свойствах: они являются кардиопро-
текторами [88], нейропротекторами [73, 89], нефро-
протекторами [90], радиопротекторами [91], облада-
ют антидиабетическим действием [75, 92, 93], и этот 
список можно продолжить. Отмечают потенциал ра-
зобщителей как противоопухолевых препаратов [94]. 
Более того, низкие дозы DNP достоверно увеличи-
вают продолжительность жизни крыс [95], дрожжей 
[96] и дрозофил [97]. Как упоминалось выше, такое 
протекторное действие обусловлено способностью 
разобщителей подавлять образование АФК в мито-
хондриях, которое во многом определяется вели-
чиной мембранного потенциала [98]. Современные 
работы говорят о том, что снижение мембранного 
потенциала митохондрий в клетках под действием 
низких концентраций разобщителей способно за-
пускать целый каскад изменений метаболизма кле-
ток, что может приводить к таким последствиям, 
как увеличение митохондриальной массы в некото-

рых клетках [99, 100], активация митофагии [101], 
изменение соотношения гликолиза и окислительного 
фосфорилирования [102] и многим другим [89, 103]. 
На важную роль кальция и cAMP в перестройке 
метаболизма клеток указывают результаты многих 
работ [73, 100–103]. Gao и соавт. предлагают назы-
вать мягким разобщением такое состояние, при ко-
тором используемая доза разобщителя не приводит 
к снижению пролиферативного потенциала клеток, 
но заметно влияет на некоторые регуляторные ка-
скады, такие, как STAT3 [104]. 

Таким образом, детальное изучение механизма 
действия протонофоров на митохондрии остается 
важной задачей, решение которой, вполне возмож-
но, позволит перейти от опытов на животных к ис-
пользованию препаратов на основе протонофоров 
в клинической практике не только как антигель-
минтных средств, но и в качестве лекарств, эффек-
тивных при различных распространенных и тяже-
лых заболеваниях. 

Работа поддержана грантом РНФ № 21-14-00062.

Мы благодарны академику В.П. Скулачеву 
и профессору Л.С. Ягужинскому за плодотворное 
обсуждение некоторых аспектов данного обзора.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Skulachev V.P. // FEBS Lett. 1970. V. 11. № 5. P. 301‒308.
2. Bielawski J., Thompson T.E., Lehninger A.L. // Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 1966. V. 24. № 6. P. 948‒954.

3. Skulachev V.P., Sharaf A.A., Liberman E.A. // Nature. 1967. 
V. 216. № 5116. P. 718‒719.

4. Liberman E.A., Topali V.P. // Biochim. Biophys. Acta. 1968. 
V. 163. № 2. P. 125‒136.

5. Mitchell P. // Biol. Rev. 1966. V. 41. № 3. P. 445‒502.
6. Mitchell P., Moyle J. // Biochem. J. 1967. V. 104. № 2. 
P. 588‒600.

7. Chappell J.B., Haarhoff K.N. // Biochemistry of mitochon-
dria / Eds Slater E.C., Kaniuga Z., Wojtczak L. New York: 
Academic Press, 1967. P. 75‒91.

8. Liberman E.A., Topaly V.P., Tsofina L.M., Jasaitis A.A., Sku-
lachev V.P. // Nature. 1969. V. 222. № 5198. P. 1076‒1078.

9. Pressman B.C. // Federation Proc. 1968. V. 27. № 6. 
P. 1283‒1288.

10. Ovchinnikov Y.A., Ivanov V.T., Shkrob A.M. Membrane-
active complexones. Amsterdam, New York: Elsevier, 1974.

11. Ting H.P., Wilson D.F., Chance B. // Arch. Biochem. Bio-
phys. 1970. V. 141. № 1. P. 141–146.

12. Bakker E.P., van den Heuvel E.J., Wiechmann A.H., 
van Dam K. // Biochim. Biophys. Acta. 1973. V. 292. № 1. 
P. 78–87.

13. McLaughlin S., Dilger J.P. // Physiol. Rev. 1980. V. 60. № 3. 
P. 825–863.

14. Hatefi Y. // J. Supramol. Struct. 1975. V. 3. № 3. P. 201–213.
15. Katre N.V., Wilson D.F. // Arch. Biochem. Biophys. 1978. 
V. 191. № 2. P. 647–656.

16. Andreyev A.Y., Bondareva T.O., Dedukhova V.I., Mokhova 
E.N., Skulachev V.P., Volkov N.I. // FEBS Lett. 1988. V. 226. 
№ 2. P. 265–269.

17. Skulachev V.P. // Biochim. Biophys. Acta. 1998. V. 1363. 
№ 2. P. 100–124.

18. Liberman E.A., Topaly V.P., Silberstein A.Y. // Biochim. 
Biophys. Acta. 1970. V. 196. № 2. P. 221–234.

19. Schwaller M.A., Allard B., Lescot E., Moreau F. // J. Biol. 
Chem. 1995. V. 270. № 39. P. 22709–22713.

20. Gear A.R. // J. Biol. Chem. 1974. V. 249. № 11. P. 3628–3637.
21. Khailova L.S., Silachev D.N., Rokitskaya T.I., Avetisyan 
A.V., Lyamzaev K.G., Severina I.I., Il’yasova T.M., Gulyaev 
M.V., Dedukhova V.I., Trendeleva T.A., et al. // Biochim. 
Biophys. Acta-Bioenergetics. 2014. V. 1837. № 10. P. 1739–1747.

22. Denisov S.S., Kotova E.A., Plotnikov E.Y., Tikhonov A.A., 
Zorov D.B., Korshunova G.A., Antonenko Y.N. // Chem. Com-
mun. 2014. V. 50. № 97. P. 15366–15369.

23. Rokitskaya T.I., Terekhova N.V., Khailova L.S., Kotova 
E.A., Plotnikov E.Y., Zorov D.B., Tatarinov D.A., Antonenko 
Y.N. // Bioconjug. Chem. 2019. V. 30. № 9. P. 2435–2443.

24. Terekhova N.V., Khailova L.S., Rokitskaya T.I., Nazarov 
P.A., Islamov D.R., Usachev K.S., Tatarinov D.A., Mironov 
V.F., Kotova E.A., Antonenko Y.N. // ACS Omega. 2021. V. 6. 
№ 31. P. 20676–20685.

25. Childress E.S., Alexopoulos S.J., Hoehn K.L., Santos W.L. // 
J. Med. Chem. 2018. V. 61. № 11. P. 4641–4655.

26. Schonfeld P., Wieckowski M.R., Wojtczak L. // FEBS Lett. 
2000. V. 471. № 1. P. 108–112.

27. Andreyev A.Y., Bondareva T.O., Dedukhova V.I., Mokhova 
E.N., Skulachev V.P., Tsofina L.M., Volkov N.I., Vygodina T.V. 



12 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 1 (52) 2022

ОБЗОРЫ

// Eur. J. Biochem. 1989. V. 182. № 3. P. 585–592.
28. Rupprecht A., Sokolenko E.A., Beck V., Ninnemann O., Ja-
burek M., Trimbuch T., Klishin S.S., Jezek P., Skulachev V.P., 
Pohl E.E. // Biophys. J. 2010. V. 98. № 8. P. 1503–1511.

29. Montal M., Mueller P. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1972. 
V. 69. № 12. P. 3561–3566.

30. Wojtczak L., Schonfeld P. // Biochim. Biophys. Acta. 1993. 
V. 1183. № 1. P. 41–57.

31. Bertholet A.M., Chouchani E.T., Kazak L., Angelin A., 
Fedorenko A., Long J.Z., Vidoni S., Garriti R., Cho J., Terada 
N., et al. // Nature. 2019. V. 571. № 7766. P. 515–520.

32. Kreiter J., Rupprecht A., Skulj S., Brkljako Z., Zuna K., 
Knyazev D.G., Bardakji S., Vazdar M., Pohl E. // Int. J. Mol. 
Sci. 2021. V. 22. № 5. P. 2490.

33. Samartsev V.N., Smirnov A.V., Zeldi I.P., Markova O.V., 
Mokhova E.N., Skulachev V.P. // Biochim. Biophys. Acta. 
1997. V. 1319. № 2–3. P. 251–257.

34. Whitehouse M.W., Dean P.D. // Biochem. Pharmacol. 1965. 
V. 14. P. 557–567.

35. Lou P.H., Hansen B.S., Olsen P.H., Tullin S., Murphy M.P., 
Brand M.D. // Biochem. J. 2007. V. 407. № 1. P. 129–140.

36. Brockman H. // Chem. Phys. Lipids. 1994. V. 73. P. 57–79.
37. Liberman E.A., Topaly V.P. // Biophysics (Moscow). 1969. 
V. 14. P. 477–487.

38. Pickar A.D., Benz R. // J. Membrane Biol. 1978. V. 44. 
P. 353–376.

39. Gawrisch K., Ruston D., Zimmerberg J., Parsegian V.A., 
Rand R.P., Fuller N. // Biophys. J. 1998. V. 61. № 5. P. 1213–
1223.

40. Popova L.B., Nosikova E.S., Kotova E.A., Tarasova E.O., 
Nazarov P.A., Khailova L.S., Balezina O.P., Antonenko Y.N. // 
Biochim. Biophys. Acta. 2018. V. 1860. № 5. P. 1000–1007.

41. Teplova V.V., Belosludtsev K.N., Kruglov A.G. // Toxicol. 
Lett. 2017. V. 275. P. 108–117.

42. Pemberton R.M., Hart J.P. // Analit. Chim. Acta. 1999. 
V. 390. № 1–3. P. 107–115.

43. Kamp F., Hamilton J.A. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1992. 
V. 89. № 23. P. 11367–11370.

44. Zuna K., Jovanovic O., Khailova L.S., Skulj S., Brkljako Z., 
Kreiter J., Kotova E.A., Vazdar M., Antonenko Y.N., Pohl E. 
// Biomolecules. 2021. V. 11. № 8. P. 1178.

45. Skulachev V.P., Sharaf A.A., Yagujzinsky L.S., Jasaitis 
A.A., Liberman E.A., Topali V.P. // Curr. Mod. Biol. 1968. V. 2. 
№ 2. P. 98–105.

46. Wilson D.F., Merz R. // Arch. Biochem. Biophys. 1969. 
V. 129. № 1. P. 79–85.

47. Yaguzhinsky L.S., Smirnova E.G., Ratnikova L.A., Kolesova 
G.M., Krasinskaya I.P. // J. Bioenerg. Biomembr. 1973. V. 5. 
№ 1. P. 163–174.

48. Afanas’eva E.V., Kostyrko V.A. // Biochimie. 1986. V. 51. 
№ 5. P. 823–829.

49. Bona M., Antalik M., Gazova Z., Kuchar A., Davak V., 
Podhradsky D. // Gen. Physiol. Biophys. 1993. V. 12. № 6. 
P. 533–542.

50. Wilson D.F., Rumsey W.L., Green T.J., Vanderkooi J.M. // J. 
Biol. Chem. 1988. V. 263. № 6. P. 2712–2718.

51. Antonenko Y.N., Khailova L.S., Rokitskaya T.I., Nosikova 
E.S., Nazarov P.A., Luzina O.A., Salakhutdinov N.F., Kotova 
E.A. // Biochim. Biophys. Acta. 2019. V. 1860. № 4. P. 310–316.

52. Kenwood B.M., Weaver J.L., Bajwa A., Poon I.K., By-
rne F.L., Murrow B.A., Calderone J.A., Huang L., Divaka-
runi A.S., Tomsig J.L., et al. // Mol. Metab. 2014. V. 3. № 2. 
P. 114–123.

53. Iaubasarova I.R., Khailova L.S., Firsov A.M., Grivennikova 
V.G., Kirsanov R.S., Korshunova G.A., Kotova E.A., Antonen-

ko Y.N. // PLoS One. 2020. V. 15. № 12. P. e0244499.
54. Starkov A.A., Bloch D.A., Chernyak B.V., Dedukhova V.I., 
Mansurova S.E., Severina I.I., Simonyan R.A., Vygodina 
T.V., Skulachev V.P. // Biochim. Biophys. Acta. 1997. V. 1318. 
№ 1–2. P. 159–172.

55. Denisov S.S., Kotova E.A., Khailova L.S., Korshunova G.A., 
Antonenko Y.N. // Bioelectrochemistry. 2014. V. 98. P. 30–38.

56. Antonenko Y.N., Avetisyan A.V., Cherepanov D.A., Knorre 
D.A., Korshunova G.A., Markova O.V., Ojovan S.M., Pere-
voshchikova I.V., Pustovidko A.V., Rokitskaya T.I., et al. // J. 
Biol. Chem. 2011. V. 286. № 20. P. 17831–17840.

57. Samartsev V.N., Rybakova S.R., Dubinin M.V. // Biofizika. 
2013. V. 58. № 3. P. 481–487.

58. Semenova A.A., Samartsev V.N., Dubinin M.V. // Biochimie. 
2021. V. 181. P. 215–225.

59. Drachev L.A., Jasaitis A.A., Kaulen A.D., Kondrashin A.A., 
Liberman E.A., Nemecek I.B., Ostroumov S.A., Semenov 
A.Y., Skulachev V.P. // J. Biol. Chem. 1974. V. 249. № 455. 
P. 321–324.

60. Winget G.D., Kanner N., Racker E. // Biochim. Biophys. 
Acta. 1977. V. 460. № 3. P. 490–499.

61. Cunarro J., Weiner M.W. // Nature. 1973. V. 245. P. 36–37.
62. Firsov A.M., Popova L.B., Khailova L.S., Nazarov P.A., 
Kotova E.A., Antonenko Y.N. // Bioelectrochemistry. 2021. 
V. 137. P. 107673.

63. Luvisetto S., Pietrobon D., Azzone G.F. // Biochemistry. 
1987. V. 26. № 23. P. 7332–7338.

64. Carafoli E., Rossi C.S., Gazzotti P. // Arch. Biochem. 
Biophys. 1969. V. 131. № 2. P. 527–537.

65. Brustovetsky N.N., Dedukhova V.I., Egorova M.V., Mokho-
va E.N., Skulachev V.P. // FEBS Lett. 1990. V. 272. № 1–2. 
P. 187–189.

66. Bragadin M., Dell’Antone P. // Arch. Environ. Contam. 
Toxicol. 1996. V. 30. № 2. P. 280–284.

67. Severin F.F., Severina I.I., Antonenko Y.N., Rokitskaya T.I., 
Cherepanov D.A., Mokhova E.N., Vyssokikh M.Y., Pustovi-
dko A.V., Markova O.V., Yaguzhinsky L.S., et al. // Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 2010. V. 107. № 2. P. 663–668.

68. Lyamzaev K.G., Tokarchuk A.V., Panteleeva A.A., Mulki-
djanian A.Y., Skulachev V.P., Chernyak B.V. // Autophagy. 
2018. V. 14. № 5. P. 921–924.

69. Starkov A.A. // Biosci. Rep. 1997. V. 17. № 3. P. 273–279.
70. Korshunov S.S., Skulachev V.P., Starkov A.A. // FEBS Lett. 
1997. V. 416. № 1. P. 15–18.

71. Caldeira da Silva C.C., Cerqueira F.M., Barbosa L.F., Me-
deiros M.H., Kowaltowski A.J. // Aging Cell. 2008. V. 7. № 4. 
P. 552–560.

72. Colman E. // Regul. Toxicol. Pharmacol. 2007. V. 48. № 2. 
P. 115–117.

73. Geisler J.G. // Cells. 2019. V. 8. № 3. P. 280.
74. Perry R.J., Kim T., Zhang X.M., Lee H.Y., Pesta D., Popov 
V.B., Zhang D.Y., Rahimi Y., Jurczak M.J., Cline G.W., et al. // 
Cell Metabolism. 2013. V. 18. № 5. P. 740–748.

75. Perry R.J., Zhang D.Y., Zhang X.M., Boyer J.L., Shulman 
G.I. // Science. 2015. V. 347. № 6227. P. 1253–1256.

76. Kadri H., Lambourne O.A., Mehellou Y. // ChemMedChem. 
2018. V. 13. № 11. P. 1088–1091.

77. Кожокару А.Ф. // Международный журн. приклад-
ных и фундаментальных исследований. 2019. V. 10. № 1. 
P. 11–22.

78. Lewis K., Naroditskaya V., Ferrante A., Fokina I. // J. Bio-
energ. Biomembr. 1994. V. 26. № 6. P. 639–646.

79. Tharmalingam N., Port J., Castillo D., Mylonakis E. // Sci. 
Rep. 2018. V. 8. № 1. P. 3701.

80. Valderrama K., Pradel E., Firsov A.M., Drobecq H., Baud-



ОБЗОРЫ

 ТОМ 14 № 1 (52) 2022 | ACTA NATURAE | 13

erlique-le Roy H., Villemagne B., Antonenko Y.N., Hartkoorn 
R.C. // Antimicrob. Agents Chemother. 2019. V. 63. № 10. 
e01450-19.

81. Hards K., McMillan D.G., Schurig-Briccio L.A., Gennis 
R., Lill H., Bald D., Cook G.M. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
2018. V. 115. № 28. P. 7326–7331.

82. Garcia-Garcia V., Oldfield E., Benaim G. // Antimicrob. 
Agents Chemother. 2016. V. 60. № 10. P. 6386–6389.

83. Feng X., Zhu W., Schurig-Briccio L.A., Lindert S., Shoen C., 
Hitchings R., Li J., Wang Y., Baig N., Zhou T., et al. // Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 2015. V. 112. № 51. P. E7073–E7082.

84.  Pentachlorophenol: Chemistry, pharmacology, and envi-
ronmental toxicology. New York: Plenum Press, 1978.

85. Palmeira C.M., Moreno A.J., Madeira V.M. // Toxicol. Appl. 
Pharmacol. 1994. V. 127. № 1. P. 50–57.

86. Hollingworth R.M., Gadelhak G.G. // Rev. Toxicol. 1998. 
V. 2. № 2. P. 253–266.

87. Clarke E.D., Greenhow D.T., Adams D. // Pesticide Sci. 
1998. V. 54. № 4. P. 385–393.

88. Cadenas S. // Biochim. Biophys. Acta. 2018. V. 1859. № 9. 
P. 940–950.

89. Zorov D.B., Andrianova N.V., Babenko V.A., Pevzner I.B., 
Popkov V.A., Zorov S.D., Zorova L.D., Plotnikov E.Y., Sukh-
ikh G.T., Silachev D.N. // Brain Sci. 2021. V. 11. № 8. P. 1050.

90. Plotnikov E.Y., Silachev D.N., Jankauskas S.S., Rokitskaya 
T.I., Chupyrkina A.A., Pevzner I.B., Zorova L.D., Isaev N.K., 
Antonenko Y.N., Skulachev V.P., Zorov D.B. // Biochemistry 
(Moscow). 2012. V. 7. № 9. P. 1029–1037.

91. Rai Y., Anita A., Kumari N., Singh S., Kalra N., Soni R., 
Bhatt A.N. // Biochim. Biophys. Acta. 2021. V. 1862. № 1. 
P. 148325.

92. Tao H.L., Zhang Y., Zeng X.G., Shulman G.I., Jin S.K. // 
Nature Medicine. 2014. V. 20. № 11. P. 1263–1269.

93. Kanemoto N., Okamoto T., Tanabe K., Shimada T., 
Minoshima H., Hidoh Y., Aoyama M., Ban T., Kobayashi Y., 
Ando H., et al. // Nat. Comm. 2019. V. 10. № 1. P. 2172.

94. Shrestha R., Johnson E., Byrne F.L. // Mol. Metab. 2021. 
V. 51. P. 101222.

95. Tainter M.L. // J. Pharm. Exp. Ther. 1938. V. 63. P. 51–57.
96. Barros M.H., Bandy B., Tahara E.B., Kowaltowski A.J. // J. 
Biol. Chem. 2004. V. 279. № 48. P. 49883–49888.

97. Padalko V.I. // Biochemistry (Moscow). 2005. V. 70. № 9. 
P. 986–989.

98. Zorov D.B., Juhascova M., Sollott S.J. // Physiol. Rev. 2014. 
V. 94. № 3. P. 909–950.

99. Cerqueira F.M., Laurindo F.R., Kowaltowski A.J. // PLoS 
One. 2011. V. 6. № 3. Р. e18433.

100. Schlagowski A.I., Singh F., Charles A.L., Ramamoorthy 
T.G., Favret F., Piquard F., Geny B., Zoll J. // J. Appl. Physiol. 
2014. V. 116. № 4. P. 364–375.

101. Berezhnov A.V., Soutar M.P., Fedotova E., Frolova M.S., 
Plun-Favreau H., Zinchenko V.P., Abramov A.Y. // J. Biol. 
Chem. 2016. V. 291. № 16. P. 8701–8708.

102. Shulman G.I., Petersen M.C., Vatner D.F. // Nat. Rev. En-
docrinol. 2017. V. 13. № 10. P. 572–587.

103. Zorova L.D., Popkov V.A., Plotnikov E.Y., Silachev D.N., 
Pevzner I.B., Jankauskas S.S., Babenko V.A., Zorov S.D., 
Balakireva A.V., Juhascova M., et al. // Anal. Biochem. 2018. 
V. 552. P. 50–59.

104. Gao J.L., Zhao J., Zhu H.B., Peng X., Zhu J.X., Ma M.H., 
Fu Y., Hu N., Tai Y., Xuan X.C., et al. // Free Radic. Biol. 
Med. 2018. V. 124. P. 288–298.



14 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 1 (52) 2022

ОБЗОРЫ

ВВЕДЕНИЕ
Рибосомы – это молекулярные РНК-белковые ма-
шины, обеспечивающие трансляцию генетической 
информации мРНК в белки. Рибосомы 80S эукариот 
общей массой 4.3 МДа состоят из двух субъединиц 
неравного размера (S – константа седиментации). 
Малая субъединица (40S, или SSU) содержит одну 
молекулу 18S рРНК и 33 рибосомных белка (RPS, 
или S). Большая субъединица (60S, или LSU) состоит 
из трех молекул рРНК (25S/28S, 5.8S и 5S) и, как пра-
вило, 47 белков (RPL, или L) [1–4]. Субъединицы со-
держат несколько функциональных областей, игра-
ющих разные роли в процессе трансляции (pис. 1); 
последовательности зрелых рРНК и общая структу-
ра рибосом эволюционно консервативны. Синтез ри-
босом – это фундаментальный для всех форм жизни 
процесс, и его эффективность определяет пролифе-
ративный и секреторный статус клетки.

В процессе биосинтеза рибосом происходят 
транскрипция рибосомной ДНК (рДНК) и процес-

синг образующихся предшественников рРНК (пре-
рРНК) в зрелые молекулы при участии факторов 
биогенеза рибосом (ФБР) и рибосомных белков 
(РБ), а также окончательная сборка всех компонен-
тов в зрелые рибосомы. Только правильное проте-
кание всех этих этапов приводит к формированию 
функциональных рибосом [5]. Наиболее сложным 
и интересным процессом является биогенез трех 
рРНК – 18S, 5.8S и 25S/28S, которые транскрибиру-
ются РНК-полимеразой I (Pol I) в виде одного длин-
ного предшественника [6, 7]. Необходимость коор-
динации синтеза и процессинга рРНК послужила 
основанием для формирования специализированной 
структуры внутри ядра – ядрышка.

ЯДРЫШКО – ФАБРИКА СБОРКИ РИБОСОМ
Хромосомы эукариот обычно занимают определен-
ные территории ядра, в которых гены кластери-
зованы для оптимального использования аппарата 
транскрипции [8]. Синтез предшественников рРНК 
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РЕФЕРАТ Формирование эукариотических рибосом – это последовательное созревание рибосомных 
предшественников в ядрышке, нуклеоплазме и цитоплазме. Сотни факторов биогенеза рибосом обе-
спечивают точный процессинг и формирование третичной структуры рибосомных РНК, а также вза-
имодействие с ними рибосомных белков. Большая часть знаний о сборке рибосом получена в резуль-
тате изучения клеток дрожжей, и долгое время считали, что механизмы биогенеза рибосом эукариот 
очень консервативны. Основные стадии биогенеза рибосом сходны в разных группах эукариот, однако 
у человека этот процесс значительно сложнее из-за большего размера рибосом и пре-рибосом, а также 
возникновения регуляторных путей, влияющих на их сборку и функцию. Множество факторов, не-
обходимых для биогенеза именно рибосом человека, выявлено с помощью полногеномных скринингов 
на основе РНК-интерференции. В данном обзоре на примере 40S субъединицы рассмотрены ключевые 
аспекты биогенеза рибосом у дрожжей и человека. Механизмы, лежащие в основе этих различий, не-
достаточно изучены, потому что не существует эффективных методов характеристики пре-рибосомных 
комплексов человека. Мутации в генах, кодирующих рибосомные белки и факторы биогенеза рибосом, 
приводят к генетическим заболеваниям (рибосомопатиям), сборка рибосом регулируется онкогенными 
сигнальными путями, а дефекты биогенеза рибосом связаны с активацией опухолевых супрессоров, 
что делает задачу понимания механизмов биогенеза рибосом актуальной. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ядрышко, биогенез рибосом, рибосомопатии.
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Рис. 1. Пространственное строение субъединиц рибосомы эукариот. На субъединицах подписаны основные 
функциональные области. В случае малой субъединицы это: (1) канал, в который уложена мРНК во время транс-
ляции; (2) центр декодирования, где происходит спаривание кодона и антикодона, и (3) сайты связывания тРНК 
(сайты A, P, E). Сайт A (аминоацил) – место, занимаемое входящей аминоацил-тРНК, сайт P (пептидил) – место, 
в котором находится тРНК с растущей полипептидной цепью (пептидил-тРНК), сайт E (выход) – место, где про-
исходит диссоциация тРНК от рибосомы. Основные функциональные домены большой субъединицы: (1) сайты 
связывания тРНК (A, P и E); (2) туннель выхода пептида, который простирается над телом субъединицы, и (3) 
пептидилтрансферазный центр (ПТЦ). ПТЦ отвечает за образование пептидной связи и располагается в начале 
туннеля выхода пептида, в консервативной области на границе раздела между двумя субъединицами, которая 
в основном состоит из рРНК. Сворачивание рРНК в третичные структуры и их ассоциация с рибосомными белка-
ми генерируют несколько характерных областей в каждой субъединице. В 40S – это Голова, Шея, Платформа, 
Тело, Левая ступня, Правая ступня, Плечо и Клюв, а также спираль h44 18S рРНК, в основании которой находится 
центр декодирования. Основные сайты связывания тРНК (A, P и E) расположены в интерфейсе (на поверхности). 
Входной туннель для мРНК расположен между головой и плечом. Выходной канал, место выхода 5’-конца мРНК, 
расположен между головой и платформой. Центр декодирования расположен на поверхности раздела и вклю-
чает три домена от головы, плеча и спирали h44 18S рРНК. Основные особенности большой субъединицы – цен-
тральный выступ, ножка L1 и ножка P1. Сайты связывания тРНК (A, P и E) расположены на стороне интерфейса 
вместе с ПТЦ. Последний примыкает ко входу в выходной туннель, из которого выходит растущая полипептидная 
цепь [24]
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Ядрышковая стадия сборки предшественников SSU 
и LSU у дрожжей, которая завершается экспортом 
в нуклеоплазму, занимает разное время. Так, SSU 
покидают ядрышко примерно через 10 мин после 
начала сборки, почти вдвое быстрее LSU [21–23]. 
Распределение этапов созревания рибосом по раз-
ным структурам в архитектуре ядрышка у высших 
эукариот не определено. 

Недавно были предложены новые механизмы, 
управляющие образованием ядрышек на основании 
многофазной организации, обусловленной разделе-
нием фаз жидкость–жидкость [13]. Предполагается, 
что пре-рРНК рекрутирует определенные белки, 
что приводит к разделению фаз. Пространственное 
разделение, физические и композиционные осо-
бенности субнуклеолярных фаз могут оптимизи-
ровать процессинг пре-рРНК, обеспечивая направ-
ленный транспорт и иерархию процессов сборки 
пре-рибосом. Ранние стадии процессинга пре-рРНК 
и ковалентная модификация высококонсервативных 
остатков в составе рРНК (метилирование рибозы, 
оснований и псевдоуридилирование), которые су-
щественны для структурной организации рибосомы 
и регуляции процесса трансляции [24–26], происхо-
дят в ПФК (рис. 2). Внешний ГК выполняет роль 
временного «карантина» для неправильно свернутых 
ядерных белков, которые накапливаются в стрессо-
вых условиях [13, 27]. 

В протеоме ядрышек человека обнаружены го-
мологи ~90% дрожжевых белков ядрышка [28]. 
Классификация функций ядрышковых белков по-
казывает, что ~30% из них связаны с биогенезом 
рибосом [29]. Нарушение регуляции функциони-
рования ядрышковых белков может приводить 
к остановке клеточного цикла и апоптозу либо, 
наоборот, способствовать трансформации клеток 
и ускорять пролиферацию [30]. РБ также игра-
ют важную роль в процессе сборки, поскольку, 
как полагают, стабилизируют вторичную струк-
туру рРНК, способствуя формированию тре-
тичных структур, компетентных для расщепле-
ния, и предотвращают неправильный фолдинг. 
РБ из клеток HeLa (32 белка) можно разделить 
на две категории в зависимости от их участия 
в  ранних или поздних стадиях процессинга. 
Момент присоединения РБ к пре-рибосомам кор-
релирует с их вкладом на стадии расщепления 
РНК-предшественников [6]. Процессинг пре-рРНК 
является определяющим фактором формирова-
ния зрелых функциональных рибосом, и основное 
внимание в настоящем обзоре мы уделим именно 
последовательному созреванию продукта транс-
крипции Pol I – общего предшественника 18S, 5.8S 
и 25S/28S рРНК. 

и ранние этапы сборки рибосом происходят в об-
ласти ядра, называемой ядрышко. Структурными 
детерминантами ядрышка являются ядрышковые 
организаторы (ЯОР) – области/регионы хромосом, 
в которых сгруппировано множество копий генов 
рРНК. 

Внутригеномное расположение ЯОР зависит 
от видовой принадлежности организма. У гапло-
идных почкующихся дрожжей (Saccharomyces 
cerevisiae) ЯОР локализован на хромосоме 12. 
У человека ЯОР несут акроцентрические хромосо-
мы 13, 14, 15, 21 и 22 [9–11]. Массивы генов рРНК 
человека расположены неравномерно на коротких 
плечах хромосом во вторичных перетяжках между 
центромерами и теломерами [12, 13]. При делении 
эукариот ядрышки собираются в конце митоза 
и остаются функционально активными на протя-
жении всей интерфазы, распадаясь в начале сле-
дующего митоза. Продукция рибосом изменяет-
ся в ходе клеточного цикла, достигая максимума 
в фазе G2 [14]. Морфология ядрышка существен-
но зависит от условий роста и физиологического 
статуса клетки [15]. Размер ядрышка коррелирует 
с пролиферативной активностью клетки; ядрышки 
быстроделящихся клеток крупнее, чем в клетках 
с низкой скоростью деления [16]. Объем ядрыш-
ка в большинстве опухолевых клеток увеличен 
по сравнению с клетками, из которых они образо-
вались [17]. 

Ядрышко – самый крупный отдел ядра, не отде-
ленный мембраной от нуклеоплазмы, его объем со-
ставляет 20–25% от объема ядра высших эукариот. 
По данным электронной микроскопии (ЭМ), более 
тонкие структуры в составе ядрышка соответству-
ют основным этапам биогенеза рибосом. Различают 
фибриллярный центр (ФЦ), плотный фибриллярный 
компонент (ПФК) и гранулярный компонент (ГК) 
(рис. 2). 

Биогенез рибосом – это векторный процесс, ко-
торый начинается с синтеза рРНК на границе ФЦ 
и ПФК, продолжается в ПФК и практически завер-
шается в ГК. Таким образом, ФЦ содержат рДНК, 
а также субъединицы Pol I, ДНК-топоизомеразы 
I и фактор UBF [18]. В ПФК происходит синтез, 
а также ранние стадии процессинга рРНК. Так, 
фибрилларин, Nopp140 и малые ядрышковые РНК 
(мякРНК) участвуют в ранних стадиях процессин-
га рРНК и локализуются в ПФК [18–21]. Мутация 
основного сайта фосфорилирования казеинкиназой 
CK2 (мажорного белка гранулярного компонен-
та нуклеофозмина (NPM/B23) человека) приводит 
к отделению ГК от ФЦ/ПФК, что свидетельствует 
о переходе между этапами сборки пре-40S и пре-
60S субъединиц рибосомы на границе ПФК и ГК. 
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Основные стадии процессинга и различия 
в строении предшественников рРНК дрожжей 
и человека
В результате транскрипции генов рРНК образует-
ся предшественник пре-рРНК (35S в дрожжах, 47S 
в клетках человека), в состав которого входят по-
следовательности 18S, 5.8S и 25S/28S рРНК, флан-
кированные внешними транскрибируемыми спейсе-

рами (5’-ETS и 3’-ETS) и разделенные внутренними 
транскрибируемыми спейсерами (ITS1, между 18S 
и 5.8S; ITS2, между 5.8S и 25S/28S) (рис. 3). При по-
следовательном созревании пре-рРНК образуются 
РНК-интермедиаты. Сворачивание протяженных 
рРНК – сложная задача, поскольку размер позво-
ляет этим молекулам находиться в альтернативных 
стабильных нефункциональных структурах. В от-
личие от относительно слабых взаимодействий, ко-
торые поддерживают пространственную структуру 

Рис. 2. Биогенез эукариотических рибосом. А – общая схема [5]; Б – ядрышки клеток HeLa, фазовый контраст 
[18]; В – электронная микрофотография ядрышка клеток HeLa. Показаны: гранулярный компонент (ГК), фи-
бриллярные центры (ФЦ) и плотный фибриллярный компонент (ПФК) [19]; Г – тандемные повторы генов ри-
босомной и транскрибирующиеся рРНК ооцита тритона визуализированы по методу Миллера (http://www.
cellimagelibrary.org); Д – взаимное расположение подотделов ядрышек человека [13]; Е – локализация факторов 
процессинга рибосом UBTF в ПФК и B23 в ГК ядрышек клеток человека А-43, окрашенных специфическими анти-
телами (https://www.proteinatlas.org/) 
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белков (например, альфа-спиралей и бета-листов), 
примерно половина рРНК со сформированной тре-
тичной структурой состоит из прочных двойных 
спиралей в А-форме [13]. Поэтому нелогичным 
представляется существование протяженных не-
транскрибируемых спейсеров ETS и ITS (около по-
ловины первичного транскрипта рРНК), которые 
только усложняют структуру предшественников 
рРНК. Роль внешних спейсеров, по-видимому, состо-
ит в том, чтобы снизить вероятность мутаций рРНК 
в результате ошибок РНК-полимераз, которые чаще 
возникают в 5’- и 3’-концевых частях транскрип-
тов. Хотя последовательности спейсеров различают-
ся, их концы эволюционно консервативны и скла-
дываются в несколько шпилечных структур [31]. 
Последовательности некодирующего спейсера ITS1 
менее консервативны [32], что затрудняет предска-
зание сайтов расщепления даже у близких видов. 
Последовательности ITS1 млекопитающих обычно 
в 2–3 раза длиннее, они имеют намного более вы-
сокое содержание G + C, чем у дрожжей (мыши – 
70.1%; дрожжи – 35.2%) [33, 34]. 

Поскольку рРНК выполняет одновременно струк-
турную и каталитическую функцию, то не удиви-
тельно, что ключевые аспекты созревания рибосом-
ных субъединиц – это формирование структурных 
доменов в рРНК, сворачивание трехмерной струк-
туры, а также сопутствующие этим процессам вы-
резание и удаление спейсеров из сложных РНП-
комплексов. Кроме того, в состав предшественника 
большой субъединицы пре-60S должны быть вклю-
чены 5S рРНК и ассоциированные с ней рибосомные 
белки (рис. 3) [6]. РНК-белковый состав комплек-
сов рибосомных предшественников изучают с ис-
пользованием комбинации биохимических подходов, 
в частности, нозерн-блотинга, быстрой амплифи-
кации концов кДНК (RACE) в сочетании с секве-
нированием ДНК, вестерн-блотинга с антителами 
к РБ и ФСР, а также масс-спектрометрии и крио-
электронной микроскопии (крио-ЭМ) высокого раз-
решения для характеристики элементов вторичной 
и третичной структуры. Сочетание этих методов 
позволило картировать основные сайты расще-
пления пре-рРНК у дрожжей, мыши и человека 
[6, 35] и определить белково-нуклеиновый состав 
и 3D-структуру отдельных комплексов.

Биогенез рибосом Saccharomyces cerevisiae, 
процессинг рРНК
Схема разрезания и укорочения концов пре-рРНК 
S. cerevisiae представлена на рис. 3А, Б. Rnt1 (го-
молог РНКазы III) котранскрипционно гидролизу-
ет 3’-ETS по сайту B0 в первичных транскриптах 
35S пре-рРНК [35–38]. Последующее расщепление 

по сайтам A0, A1 и А2 взаимосвязано (рис. 3Б), 
а в быстрорастущих клетках в 50–70% случаев про-
исходит котранскрипционное расщепление в ITS1. 
Расщепление по A0, A1 и A2 осуществляет SSU-
процессома, содержащая мякРНК U3. Эндонуклеазы 
Utp24 и Rcl1 гидролизуют пре-рРНК по сайтам A1 
и А2 соответственно [39, 40]. Продукты 20S и 27SA2 
далее формируют SSU и LSU соответственно. 20S 
выходит в цитоплазму, превращаясь в 18S после 
расщепления по сайту D нуклеазой Nob1 (рис. 3). 

Созревание пре-рРНК 27SA2 приводит к обра-
зованию альтернативных форм 27SB, отличающих-
ся дополнительными 7–8 нуклеотидами на 5’-кон-
це. Примерно 80% 27SA2 по сайту A3 расщепляет 
РНКаза MRP, а белки Rat1–Rai1 (Rrp17) укорачива-
ют ее до сайта B1S (возможно, вместе с 5’-3’-экзо-
нуклеазой Xrn1). Остальные 20% 27SA2 неизвест-
ная РНКаза режет по сайту B1L, причем гидролиз 
по B1L и B2 происходит одновременно (рис. 3). 
В результате расщепления 27S B1S и B1L по сай-
ту C2 внутри ITS2 образуются пре-рРНК 7S (пред-
шественник 5.8S) и пре-рРНК 26S (предшествен-
ник 25S). РНК-экзосома, содержащая субъединицы 
Rrp6, Ngl2 и экзонуклеазу Rex, укорачивает пре-
рРНК 7S до сайта E, соответствующего 3’-концу 
5.8S. Формирование 3’-конца 5.8S рРНК заверша-
ется в цитоплазме, возможно с участием Ngl2, ко-
торому приписывают функцию нуклеазы, активной 
и в ядре, и в цитоплазме. В результате нарушения 
кинетики процессинга пре-рРНК в точках от A0 
до A2 могут образовываться аберрантные рРНК, 
что происходит при нокдауне генов белков, необ-
ходимых для процессинга по сайту А3 пре-рРНК 
27SA2: Cic1, Erb1, Nop7, Nop12 и Nop1 (рис. 3) [41]. 
Неоптимальные условия роста, а также мутации, 
влияющие на синтез SSU или LSU, влияют на поря-
док разрезания РНК [42], что приводит к накопле-
нию и расщеплению пре-рРНК 35S сразу в сайте 
A3, но не в A0, A1 и A2, с образованием 23S, абер-
рантного продукта, который, по-видимому, не при-
годен для созревания 18S рРНК [43].

Процессинг пре-рРНК и присоединение рибосом-
ных белков требуют многих вспомогательных ФСР, 
в число которых входят РНК-хеликазы, рибонукле-
азы, GTP-азы и ATP-азы, РНК-шапероны, а также 
белки, не обладающие ферментативной активностью 
[44]. Некоторые ФСР временно блокируют перехо-
ды между структурами предшественников субча-
стиц, предотвращая неправильную укладку рРНК 
или преждевременное связывание ФСР и РБ, необ-
ходимых на более поздних стадиях сборки. По мере 
структурного «созревания» субъединиц связывание 
ФСР имитирует присоединение факторов трансля-
ции или субстратов (например, тРНК или мРНК) и, 
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блокируя связывание последних, исключает участие 
в инициации трансляции незрелых частиц. 

Самый ранний крупный комплекс РНП–90S об-
разуется котранскрипционно. Структуры ранних 
интермедиатов визуализированы при помощи ме-
тодов крио-ЭМ [45, 46]. Одновременно с транскрип-
цией рРНК подвергается ковалентным модифи-
кациям, большинство из которых сгруппированы 
в функционально важных доменах и, как пола-
гают, также обеспечивают формирование струк-
туры рРНК [47]. В трехмерной структуре 80S ри-
босомы человека при помощи крио-ЭМ выявили 
модификации 130 отдельных положений рРНК 
(метилирований и псевдоуридинилирований) [48]. 
Псевдоуридинилирование осуществляют синтазы 
Cbf5 и Gar1, Nop10 и Nhp2, относящиеся к классу 
H/ACA мякРНП, а метилирование 2’-O-рибозы – 
белки, ассоциированные с C/D-box мякРНК, такие, 

как метилтрансфераза Nop1 (фибрилларин у чело-
века), гетеродимер Nop56–Nop58 и Snu13 [49, 50]. 
Внесение модификаций, вероятно, осуществляется 
во время транскрипции и первоначального сворачи-
вания пре-рРНК, поскольку мякРНК более эффек-
тивно гибридизуются с частично развернутой пре-
рРНК. Некоторые мякРНК, необходимые для сборки 
рибосом, не модифицируют пре-рРНК, а стабилизи-
руют структуры, выгодные для сборки и созревания 
пре-рибосомных частиц. Предшественники субъеди-
ниц также модифицируют специфические метил-
трансферазы [5, 51] и ацетилазы [52], не требующие 
участия мякРНК. 

В сборке дрожжевых рибосом участвуют 19 РНК-
хеликаз, включая хеликазы с DEAD-box и DEAH-
box, но их роль в этом процессе пока остается не-
ясной [53]. Три хеликазы (Has1, Mtr4 и Prp43) 
вовлечены в сборку обеих субъединиц [54, 55]. 

Рис. 3. Схемы созревания 
транскрипта 35S пре-рРНК 
у дрожжей Saccharomyces 
(А) и транскрипта 47S пре-РНК 
человека (В). Три из четы-
рех рРНК: 18S, 5.8S и 25S (у 
дрожжей)/28S (у человека), 
синтезируются Pol I в виде 
одного длинного транскрипта. 
Кодирующие последователь-
ности «зрелых» рРНК окру-
жают 5’-, 3’-ETS, ITS1 и ITS2 
некодирующие спейсеры. 
На схеме показано взаимное 
расположение известных 
и предсказанных сайтов рас-
щепления. Б – процессинг 
пре-рРНК у почкующихся 
дрожжей. Г – упрощенная 
схема процессинга пре-
рРНК у человека. Первичный 
транскрипт, 47S пре-рРНК, 
первоначально расщепляется 
на обоих концах молекулы, 
по сайтам 01 и 02, образуя 
предшественник 45S, кото-
рый процессируется по двум 
альтернативным путям [6]. 
Обозначение «>» (например, 
С2>C1’>C1) обозначает 
последовательное укора-
чивание соответствующих 
3’- или 5’-концов пре-рРНК 
с помощью нуклеаз
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Энергетику процесса обеспечивают GTP-азы (Bms1, 
Nog1, Nog2, Nug1, Lsg1 и Efl1), АТP-азы (Rio1, Rio2 
и Fap7) и ААА-АТPазы (Mdn1, Drg1 и Rix7) [56]. 
Роль этих факторов заключается в поддержании 
необратимости процессов сборки. 

Процессинг ITS2 дрожжей
ITS2 – структурный элемент, который служит ос-
новой для нескольких этапов сборки 60S, аналогич-
но 5’-ETS на ранних стадиях созревания 18S рРНК. 
Удаление ITS2, расположенного между 5.8S и 25S 
рРНК, считается одним из наиболее сложных эта-
пов сборки рибосом. Несмотря на небольшую длину 
(всего несколько сотен нуклеотидов), ITS2 дрож-
жей сильно структурирован и образует плотное 
консервативное ядро [57, 58]. Изучение структуры 
пре-рРНК in vivo показало, что ITS2 складывается 
в длинную шпилечную структуру, на самом конце 
стебля которой расположен участок расщепления 
С2 (рис. 4) [59]. Нарушения последовательности 
и структуры шпильки блокируют процессинг ITS2, 
указывая на огромное значение для сборки рибо-
сом [60, 61]. Как следует из крио-ЭМ-структуры, 
у основания пре-60S ITS2 уложен в форме лап 

при участии нескольких факторов сборки [62–64]. 
Предложена модель, согласно которой ITS2 рРНК 
и связанные с ней факторы биогенеза (Nsa3, Nop7, 
Erb1, Rlp7, Nop15) облегчают гибридизацию 5.8S 
и домена I 25S рРНК. Правильность этой модели 
подтверждается данными о том, что мутации в этих 
белках ингибируют процессинг ITS2 на ранних ста-
диях [65–68]. 

Существует три фазы процессинга ITS2: (1) рас-
щепление и фосфорилирование сайта C2 комплек-
сом Las1–Grc3; (2) гидролиз 5’-конца экзонуклеазой 
Rat1; (3) гидролиз 3’-конца РНК-экзосомой (рис. 4). 
Процессинг ITS2 активирует тетрамерный комплекс 
ферментов из двух димеров эндонуклеазы семейства 
HEPN Las1 с полинуклеотидкиназой Grc3 (функцио-
нируют только в виде димеров, уровень белков коре-
гулируется) [69]. N-Концевой домен HEPN содержит 
каталитический мотив RφxxxH (φ – это H, D или N, 
а x – любая аминокислота) [70]. Дефицит ортолога 
Las1 дрожжей, LAS1L (Las1-like) млекопитающих, 
приводит к ингибированию процессинга ITS2 и про-
лиферации клеток [71]. Истощение клеток дрожжей 
по Las1 также блокирует процессинг ITS2, что ука-
зывает на консервативность функций Las1 в про-

Рис. 4. Структура и созре-
вание пре-рРНК дрожжей. 
А – 25S рРНК содержит 
шесть доменов (I–VI) 
вторичной структуры. 5.8S 
рРНК (показана черным) 
образует комплементар-
ное взаимодействие с до-
меном I 25S рРНК (адапти-
ровано из https://crw-site.
chemistry.gatech.edu/). 
Б – схема вторичных 
структур ITS1 и 2 дрожжей 
и человека. Знаком «V» 
обозначены сайты рас-
щепления. Предсказанные 
сайты отмечены знаками 
вопроса, подчеркивани-
ями обозначены сайты 
связывания экзонуклеазы 
у человека. В – модель 
процессинга ITS2 РНКазой 
PNK [49, 52]. Г – схема вза-
имодействия ядерной РНК-
экзосомы с пре-60S [78]. 
Д – удаление ITS2 из части-
цы пре-60S путем действия 
ферментов процессинга 
РНК. Показаны промежу-
точные соединения во вре-
мя удаления ITS2 [5]
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цессинге ITS2 у эукариот [69, 72]. Расщепление С2 
и фосфорилирование являются связанными процес-
сами, фосфорилирование препятствует повторному 
лигированию продуктов расщепления С2, 7S пре-
рРНК с 2’-3’-циклофосфатом и 26S пре-рРНК с 5′-ги-
дроксилом [60, 61, 73]. Grc3 рекрутирует 5′ → 3′ эк-
зонуклеазу Rat1 (Xrn2 млекопитающих) к сайту C2 
26S пре-рРНК [61, 74, 75]. Rat1/Xrn2 (не специфичная 
к определенной последовательности) гидролизует 
одноцепочечную РНК с концевым 5’-монофосфатом, 
в направлении 5′ → 3′ [76]. Дрожжевая Rat1 и акти-
вирующий ее кофактор, нуклеаза Rai1, образуют 
димерный комплекс, который связывает Las1-Grc3 
через Grc3 [73] в пре-60S частицах [73, 76, 77]. Cвязь 
между Rat1-Rai1 и Grc3 достаточно слабая, что под-
разумевает дополнительные взаимодействия в сай-
те C2 [60, 73, 78]. Аминокислотные последователь-
ности Grc3/Nol9 и Rat1/Xrn2 очень консервативны, 
что предполагает консервативность Grc3-зависимого 
рекрутирования Rat1 к сайту C2. Детали молекуляр-
ного взаимодействия Grc3/Nol9 с Rat1/Xrn2 неиз-
вестны, что затрудняет понимание механизма укоро-
чения 5’-конца ITS2. 

РНК-экзосома гидролизует 3’-конец 7S пре-рРНК 
после разрезания 5’-конца ITS2 (рис. 4). РНК-
экзосома представляет собой мультисубъединич-
ный 3′ → 5′-рибонуклеазный комплекс, гидролизу-
ющий любые известные формы РНК [79, 80]. В ее 
составе выделяют ядро из 9 субъединиц (Exo-9), 
образующих двухслойное кольцо с центральным 
каналом (рис. 4) [78, 79, 81–83]. Ядро Exo-9 не об-
ладает каталитической активностью и нуждается 
в многочисленных партнерах для деградации РНК. 
Каталитическая активность РНК-экзосомы зависит 
от фермента Rrp44, обладающего эндонуклеазной 
и 3’ → 5’-экзонуклеазной активностью [84, 85]. Rrp44 
связывает ядро Exo-9, образуя комплекс Exo-10 
[79, 81], который взаимодействует с дополнитель-
ной 3’ → 5’ нуклеазой, Rrp6, формируя Exo-11 [82, 
86–89]. Дополнительные белки Mpp6, Rrp47 и Rrp6 
привлекают в экзосому кофактор Mtr4, который 
усиливает связывание комплекса с пре-рибосомами. 
Взаимодействие Mtr4 с Nop53 направляет Exo-11 
к ITS2, а с Utp18 – к 5’-ETS (рис. 4Д) [90]. Хеликаза 
Mtr4 расплетает конец ITS2 в направлении 3′ → 5′ 
[91–93], обеспечивая Rrp44 возможность гидроли-
зовать 3’-конец пре-рРНК 7S. Результирующий 
транскрипт кодирует 5.8S с довеском из 30 нукле-
отидов ITS2 (рис. 4) [92, 94, 95]. Далее ITS2 рас-
щепляет нуклеаза Rrp6, формируя 6S пре-рРНК 
[92]. Недавняя крио-ЭМ-структура РНК-экзосомы 
показала, что она претерпевает структурные пере-
стройки при связывании с пре-60S [78, 96], образуя 
внутри ядра РНК-экзосомы канал, через который 

7S пре-рРНК попадает в активный сайт экзонукле-
азы Rrp44 [78, 95, 96] (рис. 4). 

Процессинг рРНК человека
Процессинг 18S рРНК человека включает боль-
ше шагов, чем в клетках дрожжей [23, 35] (рис. 3). 
На первом этапе процессинга первичный транс-
крипт 47S (рис. 3) укорачивается с обоих концов 
по сайтам А0 (или 01) и 02 с высвобождением 5’- 
и 3’-ETS, соответственно, и образованием предше-
ственника 45S пре-рРНК (рис. 3), который затем 
укорачивается посредством двух альтернативных 
путей. В клетках человека расщепление 47S пре-
рРНК в сайтах А0 и 02 скоординировано во вре-
мени. Нарушение этой координации приводит 
к накоплению интермедиата 46S. 45S пре-рРНК 
процессируется с помощью параллельных путей 
(1 и 2) с образованием многочисленных промежу-
точных продуктов (рис. 3Г). Важную роль в процес-
синге (помимо эндонуклеаз) играют также экзону-
клеазы, укорачивающие рРНК с концов. 

Часть молекул пре-рРНК человека расщепляется, 
по-видимому, котранскрипционно, как и в клетках 
дрожжей. Предполагается, что у млекопитающих 
пре-рРНК котранскрипционно расщепляется толь-
ко по сайту A’ [97]. Стоит отметить, что существуют 
условия, благоприятствующие одному из альтер-
нативных путей. Например, мутации в U3 или U8 
мякРНК нарушают порядок расщепления пре-рРНК 
[98]. Первое расщепление 47S пре-рРНК происходит 
по сайту 01, расположенному на несколько сотен 
нуклеотидов ниже старта транскрипции, в области 
связывания C/D мякРНК U3 в 5’-ETS. Порядок рас-
щепления предшественников зависит также от вида 
и типа клеток, физиологических условий и стадий 
клеточного цикла и нарушается при патологиях [6, 
99–101]. 

Ключевые ФСР и РБ, участвующие в процессин-
ге пре-рРНК, а также анализ различий в аппарате 
процессинга рРНК дрожжей и человека будут при-
ведены при рассмотрении деталей сборки отдель-
ных предшественников SSU и LSU.

Хотя синтез и созревание рРНК являются клю-
чевыми событиями в биогенезе субъединиц рибо-
сом, не меньшее значение имеют и другие аспекты 
этого процесса, такие, как включение в структуру 
на определенных этапах рибосомных белков, а так-
же ФСР (рис. 5). В процессе сборки рибосом реали-
зуются четыре основных принципа: (1) постепенное 
снижение конформационной свободы пре-рРНК; (2) 
последовательность и временная динамика связы-
вания отдельных факторов сборки, обеспечиваемых 
молекулярной мимикрией и молекулярными пере-
ключателями; (3) необратимость ключевых кон-
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Рис. 5. Факторы и комплексы, участвующие в сборке малой субъединицы дрожжей. Показаны основные стадии 
созревания 40S субъединицы дрожжей. Сверху представлена рДНК, в которой выделены основные домены 18S 
рРНК: 5'-ETS, ITS1, 5'-домен, центральный домен, 3'-мажорный, 3'-минорный домены. Там же указаны сайты 
(A0, A1, D и A2). Ниже приведены промежуточные пре-рибосомные частицы: комплекс 5'-ETS, процессома 
SSU и пре-40S. Промежуточные компоненты комплексов пре-рРНК указаны в квадратных скобках под каждой 
частицей. На данном рисунке приведены факторы сборки рибосом и комплексы с известной структурой в виде 
изображений, структуры которых не установлены – в виде текстовых аббревиатур. Белки, которые присоеди-
нились к растущей процессоме SSU на более ранней стадии, показаны как «прозрачные», в отличие от новых, 
непрозрачных компонентов. Адаптировано из [44]
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трольных точек, которая зависит от потребления 
энергии и ферментов, изменяющих длину и струк-
туру РНК; (4) структурная и функциональная кор-
рекция функциональных центров обеих рибосомных 
субчастиц. 

Сборка 90S пре-рРНП
По мере выхода транскрипта из контакта с Pol I 5’-
ETS рРНК складывается в структуры «стебель–пет-
ля», создавая платформу для присоединения ФСР, 
РБ, а также сворачивания четырех доменов SSU 
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Рис. 6. Схема доменных перестроек 
при созревании 40S субъединицы. 
А – 18S рРНК содержит три домена 
вторичной структуры: 5’-домен, 
центральный домен, 3’-мажорный 
и 3’-минорный домены (адаптиро-
вано из https://crw-site.chemistry.
gatech.edu/); Б – схематическое 
изображение процессомы SSU (сле-
ва) и зрелой 18S (справа). Домены 
18S представлены в виде геометри-
ческих фигур разного цвета: зеленый 
– 5’-домен, синий – центральный, 
желтый – 3’-мажорный, красный пря-
моугольник – 3’-минорный домен, 
розовая линия U3 РНК [13]; В – вза-
имодействия пар оснований между 
дрожжевой U3 мякРНК и 18S частью 
дрожжевой пре-рРНК. Три детально 
описанных взаимодействия между 
Box A и Box A’ в мякРНК U3 и тремя 
сегментами 18S части пре-рРНК, 
которые участвуют в формировании 
структуры центрального псевдоузла 
в зрелой 18S рРНК [23, 35]; Г – мо-
дель образования 90S и ее превра-
щения в пре-40S. Модули мякРНП 
UTP-A (желтый), UTP-B (голубой) 
и U3 (розовый) котранскрипционно 
связываются с 35S пре-рРНК. Даль-
нейшее уплотнение приводит к об-
разованию 90S комплекса. Общая 
укладка 5’-домена 18S рРНК напо-
минает «зрелую» конформацию, 
но при трансформации пре-40S 
пре-рибосомы 90S в зрелую малую 
40S субъединицу необходимы струк-
турные перестройки в центральном, 
3’-мажорном (оранжевый) и 3’-ми-
норном (красный) доменах [23, 35]. 
Д – схема трансформации 90S в пре-
40S при расщеплении A1. Модули 
факторов сборки и выбранные белки 
окрашены и помечены соответствую-
щим образом. Хеликаза Dhr1 показа-
на в виде хватающей руки
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(рис. 6А). Поскольку эти структуры формируют-
ся котранскрипционно, они создают сайты посадки 
ряда комплексов ФСР, включая молекулярные ша-
пероны UTP-A, UTP-B и мякРНК U3, обеспечивая 
упорядоченность сборки. На этом этапе основную 
роль играют шпилечные структуры, образуемые 5’-
ETS (рис. 6А, Б) [44]. Значительная вариабельность 
первичных структур 5’-ETS и ITS разных видов 
свидетельствует о ключевой роли в биогенезе ри-
босом пространственной структуры, формируемой 
этими элементами [102]. Спариваясь с основаниями 

рРНК, U3 мякРНК делает структуру рРНК жест-
кой. В крио-ЭМ-структуре 90S можно выделить ча-
стично выступающий комплекс 3’-концевой части 
мякРНК U3 с основными факторами C/D-box (Nop1, 
Nop56, Nop58, Snu13, Rrp9). Одноцепочечная 5’-кон-
цевая часть U3 глубоко проникает внутрь частицы 
SSU, гибридизуясь с короткими консервативными 
нуклеотидными последовательностями 18S рРНК 
и 5’-ETS (рис. 6Б). Этот процесс сопровождается об-
разованием 5’- и 3’-петель и способствует выщепле-
нию 18S пре-рРНК за счет образования Box A и Box 
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Таблица 1. Факторы сборки малой рибосомной субъ-
единицы [44]

Факторы биогенеза рибосом компоненты SSU 
у Saccharomyces cerevisiae

Номер 
кластера Человек S. cerevisiae Функция

2 2 8 DDX47 Rrp3 DEAD-box-хеликаза

6 2 2 DDX49 Dbp8 DEAD-box-хеликаза

1 1 1 DDX42 Rok1 DEAD-box-хеликаза

1 1 1 EIF4A3 Fal1 DEAD-box-хеликаза

2   Rrp36 Rrp36 Структурный

11 11  MYBBP1A Pol5 То же

2 2  ABT1 Esf2 «

1 1 1 Esf1 Esf1 «

3   Utp23 Utp23 «

4 4 11 NOC2L Noc2 «

8 3 3 RBM19 Mrd1 «

  2 C14orf21 Nop9 «

1   Rrp8 Rrp8 рРНК-
метилтрансфераза

Компоненты 
H/ACA  

   2 Gar1 Gar1 Кофактор  
псевдоуридинсинтазы 

2 2  Nhp2 Nhp2 Кофактор  
псевдоуридинсинтазы

      Nop10 Nop10 Кофактор псевдоури-
динсинтазы

    Комплекс 
UtpA  

2 2 2 CIRH1A Utp4 Структурный

2 2 5 WDR43 Utp5 То же

2 2  HEATR1 Utp10 «

1 1 1 Utp15 Utp15 «

5 5 2 WDR75 Utp17/Nan1 «

      Комплекс 
UtpB  

2 2 2 PWP2 Utp1/Pwp2 «

2 8 8 Utp6 Utp6 «

2 2 2 WDR3 Utp12 «

2 2 2 TBL3 Utp13 «

2 2   Utp18 Utp18
Структурный, несет 
мотив связывания 

экзосомы
2 2 2 WDR36 Utp21 Структурный

      U3 snoRNP  

2 2 2 Nop56 Nop56 BoxC/D мякРНП  
основной компонент

2 2  Nop58 Nop58 BoxC/D мякРНП  
основной компонент

2 2 2 FBL Nop1 BoxC/D мякРНП  
основной компонент

2 2 11 NHP2L1 Snu13 BoxC/D мякРНП  
основной компонент

2 2 2 Rrp9 Rrp9 Специфический фактор 
U3 мякРНК

      Комплекс 
Mpp10  

8 8 8 MPHOSPH10 Mpp10 Структурный

2 2 2 Imp3 Imp3 То же

Факторы биогенеза рибосом компоненты SSU 
у Saccharomyces cerevisiae

Номер 
кластера Человек S. cerevisiae Функция

2 2 8 Imp4 Imp4 «

      Отдельные 
факторы  

 2 8 DCAF13 Sof1 «

8 8 8 WDR46 Utp7 «

2  2 DNTTIP2 Fcf2 «

2 2 8 FCF1 Utp24 A1, A2 нуклеаза

1 2  UTP3 Sas10/Utp3
Структурный, несет 
мотив связывания 

экзосомы
2 2 8 UTP11L Utp11 Структурный

      5’-домен  

2 2 8 AATF Bfr2 То же

2 2 8 NOL10 Enp2 «

2 2 2 NOL6 Utp22 «

      Центральный 
домен  

2 8 8 RRP7A Rrp7 «

8 8 4 PDCD11 Rrp5 «

1 2   Krr1 Krr1 «

1 2   BYSL Enp1 «

      3’-главный 
домен  

2 2 2 NOP14 Nop14 «

2 2 2 NOC4L Noc4 «

7 7 7 Rrp12 Rrp12 «

1   NAT10 Kre33 Цитозин ацетилтранс-
фераза/хеликаза 

1 2 2 Bms1 Bms1 GTP-аза

2 2  Rcl1 Rcl1 Структурный

1 1  EMG1 Emg1/Nep1 рРНК-
метилтрансфераза

4 4 4 RSL1D1 Utp30 Структурный

6 6 6 Pno1 Pno1 То же

2 2 8 Utp20 Utp20 «

8 8 4 UTP14A Utp14 Dhr1-связывание

        Rrt14 «

        Faf1 «

        Dhr1 DEAH-box-хеликаза

2   Nob1 Nob1 Нуклеаза сайта D 

 5 5 DHX33 Dhr2 DEAH-box-хеликаза

1   DHX35    

1 1  C1orf107 Utp25 Структурный

10 10 10 WBSCR22 Bud23 рРНК-
метилтрансфераза

   TRMT112 Trm112 Адаптор метилтранс-
феразы

9 9 9 Ltv1 Ltv1 Структурный

  4 Tsr1 Tsr1 То же

  4 RIOK1 Rio1 «

 10  RIOK2 Rio2 «

   CSNK1A1 Hrr25 Казеинкиназа

 4 8 DIMT1L Dim1 рРНК-деметилаза
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A′ [44, 103–109] (рис. 6Б). Непосредственная близость 
этих сайтов к 5′-области U3 мякРНК обеспечивает 
критическое пространственное ограничение, зада-
ющее топологию созревающей частицы. Комплекс, 
содержащий свернутый 5’-ETS 18S пре-рРНК с не-
расщепленным сайтом А1 и ранние РБ, внедряется 
в структуру, образованную факторами биогенеза (~60 
белков) и мякРНК U3 (рис. 6, табл. 1). Для своев-
ременного расщепления в сайтах А1 и А2 необхо-
димо зависящее от U3 формирование конформации 
35S пре-рРНК, которая препятствует образованию 
центрального псевдоузла – характерной структуры, 
расположенной в центре декодирования в зрелой 18S 
рРНК (рис. 6). Ряд ранних ФСР (Utp11, Sas10, Mpp10 
и Fcf2) (рис. 5) ограничивают домены пре-рРНК вну-
три частицы, связываясь либо с белком, либо с эле-
ментами РНК. В 90S пре-рибосоме только 5’-домен 
имеет конформацию, близкую к зрелой, и, соответ-
ственно, содержит РБ (рис. 6). Центральный домен 
виден только частично, а 3’-концевые домены невоз-
можно распознать в структуре 90S. Таким образом, 
сворачивание зарождающейся 18S рРНК происхо-
дит в направлении от 5’- к 3’-концу, но блокируется 
на промежуточных стадиях, которые требуют при-
влечения дополнительных ФСР (рис. 5, 6). В струк-
туре 90S субчастицы обнаружена GTP-аза Bms1. 
Считается, что этот фермент после гидролиза GTP 
инициирует конформационные изменения, необходи-
мые для процессинга пре-рРНК и превращения 90S 
в пре-40S субчастицу. В соответствии с этой гипоте-
зой, Bms1 расположен на границе раздела ряда до-
менов пре-18S, контактируя с несколькими ФСР, ста-
билизирующими переходную структуру 90S (рис. 5). 

Приблизительно 18 из 60 ФСР в частице 90S 
представляют собой β-пропеллерные белки, слу-
жащие основой для межбелковых взаимодействий, 
которые обычно формируются в процессе образо-
вания макромолекулярных комплексов [110]. Кроме 
того, несколько белков с повторами Trp и Asp 
(WD) в составе 90S связываются непосредственно 
со специ фическими сайтами рРНК. Другая боль-
шая группа ФСР 90S – это α-спиральные белки. 
Большие белки Utp20 (~220 кДа) и Utp10 (~180 кДа) 
связаны друг с другом, достигая отдаленных обла-
стей на частице 90S своими длинными α-спиралями. 
Например, Utp10 простирается от основания 90S, 
где расположен 5’-ETS, до вершины 90S (5’-домен), 
где он связывается с Utp20, обернутым вокруг го-
ловы частицы 90S (рис. 5, 6). Такие отдаленные 
контакты облегчают связь между различными об-
ластями и/или способствуют распознаванию кон-
формации, общей для согласования этапов созрева-
ния [5]. Некоторые факторы биогенеза 90S частично 
или полностью развернуты. Эти полипептиды нахо-

дятся как на поверхности, так и глубоко погружены 
в структуру 90S субчастиц. В качестве типичного 
примера можно привести Mpp10, который, наматы-
ваясь вокруг 90S, контактирует с Imp3, Imp4, Bms1, 
Utp12, Utp13 (UTP-B) и некоторыми частями 18S 
рРНК (рис. 5, 6). Аналогично, Nop14 своими длин-
ными N- и C-концевыми участками связывает Noc4, 
Emg1 и Rcl1. Эти элементы не только стабилизируют 
комплекс 90S, но и участвуют в дальних взаимодей-
ствиях и/или в конформационном зондировании [5]. 

Последний этап преобразования 90S – стадия от-
деления комплекса пре-40S. Этот шаг тесно связан 
с расщеплением предшественника 35S по сайтам 
А1 и А2 на первом этапе пути биогенеза предше-
ственника большой субчастицы 60S. Интересно, 
что Utp24 расположен близко к сайту A1 в частице 
90S, но не может выполнять свою функцию, потому 
что другой ФСР, Sof1, маскирует сайт расщепления 
A1. Таким образом, для перехода пре-рибосомы 90S 
на следующую стадию сборки требуются значитель-
ные конформационные перестройки, вызванные вза-
имодействием с ней новых ФСР (например, хеликаз) 
и/или гидролизом макроэргических связей. В ча-
стице 90S присутствует несколько дополнительных 
ферментов, например, ацетилтрансфераза Kre33 
или метилтрансферазы Nop1 и Emg1. Несмотря 
на то что РНК-хеликазы вовлечены в структурные 
перестройки РНК, включая диссоциацию мякРНК, 
в 90S комплексе они отсутствуют. Можно предпо-
ложить, что переход 90S в пре-40S стимулируется 
хеликазой Dhr1/Ecm16, так как показано, что она 
нарушает спаривание оснований между мякРНК U3 
и пре-рРНК и участвует в отщеплении 5’-ETS [111, 
112]. Многие факторы связывают пре-рРНК времен-
но и только до расщепления по сайту A2. К ним 
относят небольшие РНК (U14, snR10 и snR30 [113, 
114]) и белки, которые связаны с каждым из субдо-
менов 18S рРНК [115–117], хотя их роль в настоя-
щее время мало понятна (pис. 5). 

Взаимодействие белков, таких, как Mpp10, Utp11 
и Sas10 (рис. 5), и спаривание оснований мякРНК 
U3 с 5’-ETS и 18S рРНК (pис. 5) обеспечивают до-
полнительную устойчивость частицы, преимуще-
ственно действуя как локальные стабилизаторы 
структурных элементов РНК [31, 44]. Белки, со-
держащие спиральные повторы (Nop14, Noc4, Rrp5, 
Utp10 и Utp20) и играющие в основном структур-
ную роль, а также некоторые ферменты, такие, 
как метилтрансфераза Emg1 [118], ацетилтранс-
фераза-хеликаза Kre33 [52] и GTP-аза Bms1 [31, 
52], расположены во внешних областях процессомы 
SSU. Временной порядок, в котором ферменты дей-
ствуют на инкапсулированные пре-18S рРНК, еще 
предстоит определить. 
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Переход от 90S пре-рРНП к 40S пре-рРНП. 
Отделение 5’-ETS
Ингибирование РНК-экзосомы в результате мутации 
в Utp18 [53] или остановка сборки 90S на укорочен-
ной c 3’-конца пре-рРНК [46, 119, 120] стабилизируют 
комплекс 5’-ETS РНК с UTP-A, UTP-B, U3 мякРНК 
и рядом других факторов биогенеза, отделяемый 
на этапе перехода от 90S к пре-40S субчастице [5, 
53]. Деградация 5’-ETS РНК-экзосомой должна при-
водить к рециркуляции факторов биогенеза [90, 91]. 

Дальнейшие этапы созревания требуют коорди-
нированного расщепления по сайту A1 5’-ETS и A2 
ITS1, что служит сигналом к разделению 18S рРНК 
и 5.8S/25S рРНК (рис. 6) [5, 36, 44]. 

Диссоциация факторов обеспечивает возможность 
образования контактов между четырьмя доменами 
18S рРНК, что уплотняет структуру (pис. 6). Крио-
ЭМ-структуры, показывающие переход от 90S к пре-
40S, позволили выявить семь промежуточных состо-
яний пре-рибосомных частиц Pre-A1, Post-A1, Dis-C, 
Dis-A и Dis-B, последовательно сменяющих друг 
друга в процессе биогенеза (рис. 6Д) [121].

В состоянии Pre-A1 наблюдается позициони-
рование спирали h21 пре-18S рРНК в ее зрелое/
правильное положение (рис. 6Д). Одновременно 
с расщеплением по сайту A1 изменения структуры 
приводят к образованию промежуточного продукта 
Post-A1. Последовательная диссоциация нескольких 
модулей факторов сборки через промежуточные со-
стояния Dis-C, Dis-A и Dis-B приводит к постепен-
ному упрощению комплекса при сохранении основ-
ных взаимодействий в 90S субчастице. Вероятно, 
решающий шаг в демонтаже промежуточного про-
дукта 90S зависит от степени созревания доменов 
пре-40S, что отражается в степени его уплотнения. 
Уплотнение рРНК происходит в результате ремо-
делирования структуры рРНК и РНП, что делает 
возможным образование центра декодирования [44]. 
Степень уплотнения может быть сигналом разбор-
ки каркаса 5’-ETS, что видно из структур, предше-
ствующих расщеплению A1 [90]. Это предположе-
ние согласуется c зависимостью расщепления A1 
от активности хеликазы Mtr4, возможно, ремодели-
рующей 5’-ETS [103]. Поворот и смещение спиралей 
РНК, начинающиеся в 3’-области 5’-ETS, делают 
возможным перемещение Pno1 и h45 и, одновремен-
но, присоединение хеликазы Dhr1, которая форми-
рует часть спирали h1 рРНК, необходимой для раз-
резания A1 эндонуклеазой Utp24. Этот сложный 
процесс сопутствует диссоциации нескольких фак-
торов, дальнейшей дестабилизации промежуточного 
90S комплекса и вытеснения 5’-ETS. В результате 
происходит высвобождение РНК-белковых ком-
плексов и образование пре-40S (рис. 5) [121]. 

Экспорт пре-40S частиц
Внутри 90S комплекса образуется пре-рРНК 20S 
(рис. 3), которая содержит 18S рРНК и часть ITS1. 
Пре-рРНК 20S является компонентом самых ранних 
пре-40S частиц. Пре-40S связываются с нескольки-
ми ФСР – белком ядрышка Tsr1 и цитоплазматиче-
скими белками Ltv1, Rio2 и Nob1 (рис. 5) – и быстро 
транспортируются в цитоплазму. Из-за большо-
го размера пре-рибосомы перемещаются через 
ядерные поры по одной. Кариоферин Crm1/Xpo1 
при участии Ran/Gsp1 переносит их в цитоплаз-
му GTP-зависимым способом [122]. Rrp12 вместе 
с Crm1 связывается с 90S и участвует в процес-
синге 35S пре-рРНК по сайту A0 [123]. Снижение 
количества Rrp12 либо Crm1 вызывает накопление 
пре-40S комплекса в нуклеоплазме [124]. По край-
ней мере три ФСР: Dim2, Ltv1 и Rio2, присутству-
ющие в пре-40S частицах, содержат предсказанные 
или функциональные сигналы экспорта из ядра, 
но ни один из них по отдельности не является не-
обходимым для экспорта. Функции других факто-
ров, участвующих в экспорте субъединиц пре-40S, 
на настоящий момент не установлены. 

Процессинг пре-40S субчастиц в цитоплазме 
Частицы пре-40S, согласно данным, полученным био-
химическими и структурными методами, имеют от-
носительно простой состав ФСР при переходе к зре-
лой структуре 18S рРНК. Первая структура частицы 
пре-40S, полученная при помощи крио-ЭМ, выявила 
почти сформированные 5’- и центральный (платфор-
менный) домены, тогда как 3’-домен (области «голо-
вы» и «клюва») еще не достиг зрелой конформации. 
Пре-40S субчастица, попавшая в цитоплазму, содер-
жит семь ФСР, способствующих событиям позднего 
созревания (рис. 7). В цитоплазме происходят два ос-
новных события: структурные перестройки, формиру-
ющие «клюв», и расщепление 20S пре-рРНК по сайту 
D эндонуклеазой Nob1. Они тесно связаны с меха-
низмами контроля качества и проверкой функцио-
нальных центров, которые гарантируют, что рибосом-
ные субъединицы трансляционно компетентны [125]. 
Созреванию «клюва» способствует высвобождение 
ФСР и факторов экспорта, стабильное присоедине-
ние нескольких рибосомных белков и конформацион-
ная перестройка, результатом которой является фор-
мирование сайта декодирования. Фосфорилирование 
белков Ltv1 и Enp1 киназой Hrr25 позволяет им вы-
теснить и правильно разместить зрелый белок Rps3, 
что способствует Nob1-зависимому расщеплению 20S 
пре-рРНК по сайту D [122].

Данные крио-ЭМ частиц пре-40S дрожжей и че-
ловека выявили значительное структурное подобие 
позиций ассоциированных поздних ФСР, которые за-
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Рис. 7. Поздние стадии созревания субъединиц рибосом человека и дрожжей и субклеточная локализация основ-
ных участников сборки. А – промежуточные продукты пре-рибосомы 40S у дрожжей S. cerevisiae (слева) и у че-
ловека H. sapiens (справа). Стабильное выявление двух дополнительных пре-рРНК (30S и 21S) в клетках человека 
указывает на то, что существуют по крайней мере две отдельные стадии раннего созревания, которые не на-
блюдаются у дрожжей. Сходные составы цитоплазматических частиц пре-40S предполагают сходство позднего 
созревания у дрожжей и человека. Б – схема контроля качества цитоплазматической субъединицы пре-40S. 
Указаны только факторы сборки с известными сайтами связывания [125]
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нимают функционально важные сайты и блокируют 
формирование функциональных рибосом [5, 126–128]. 
В частности, ФСР Tsr1, Enp1, Rio2 и Pno1/Dim2 со-
вместно контролируют неполностью сформирован-
ные сайты в составе пре-40S: центр декодирования 
и мРНК-связывающую канавку (рис. 7). На ран-
них этапах Enp1 и Ltv1 занимают сайт связывания 
рибосомного eS10 в 3’-мажорном домене («голова» 
и «клюв»), диссоциируя при фосфорилировании про-
теинкиназой Hrr25 [5, 129–131]. Диссоциация Enp1/
Ltv1 приводит к присоединению eS31 и перемеще-
нию С-концевого домена uS3, что стабилизирует вза-
имодействие между «телом» и «головой» 40S [132]. 
Механизм своевременного расщепления 20S пре-
рРНК эндонуклеазой Nob1 может быть объяснен 
с помощью крио-ЭМ-структур. РНК-связывающий 
белок Pno1 маскирует сайт расщепления на 3’-кон-
це зрелой 18S рРНК. Конформационная перестройка 
и взаимодействие пре-40S субчастицы со зрелой 60S 
субчастицей являются проверочными шагами, необ-
ходимыми для взаимодействия с Nob1, осуществля-
ющей превращение 20S пре-рРНК в 18S рРНК [5, 38, 
133–137]. Крио-ЭМ-анализ поздних пре-40S частиц 
человека подтверждает модель, в которой Rio1-АТP 
взаимодействует с рибосомным белком RPS26, вы-
тесняя Dim2 с 3’-конца 20S пре-рРНК. В результате, 
пре-рРНК становится доступной для взаимодействия 

с эндонуклеазой Nob1. Гидролиз ATP и высвобож-
дение ADP приводят к диссоциации комплекса Rio1 
и 40S субъединицы. Механизм блокировки с дву-
мя ключами – Rio1 и RPS26 – гарантирует согла-
сованность преобразования частиц в компетентные 
для трансляции 40S субчастицы [138]. Координация 
образования 80S-подобной частицы с окончательным 
созреванием 18S рРНК гарантирует, что только пра-
вильно собранные 40S субчастицы будут участвовать 
в трансляции. 

Таким образом, несмотря на обилие данных, по-
лученных для S. сerevisiae, и высокую консерватив-
ность биогенеза рибосом у эукариот, архитектура 
процесссинга общего для обеих субъединиц 90S 
предшественника и предшественника малой 40S 
субъединицы у высших эукариот претерпела зна-
чительные изменения, детали которых еще пред-
стоит изучить.

Дальнейшее описание биогенеза большой 60S 
субъединицы будет представлено в следующей ча-
сти обзора. 

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 20-04-00796 А «Анализ белково-нуклеинового 
состава интермедиатов сборки рибосомных 
субчастиц в генетически модифицированных 

клетках человека».
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РЕФЕРАТ В настоящем обзоре рассмотрено применение метода регистрации хемилюминесценции, уси-
ленной специальными люминофорами, для оценки течения свободнорадикальных процессов в модель-
ных биологических системах. Проанализировано применение метода при использовании люминесци-
рующих добавок, усиливающих свечение за счет триплет-синглетного переноса энергии электронного 
возбуждения с продуктов радикальных реакций с последующим ее испусканием с высоким квантовым 
выходом в виде света и называемых активаторами, или усилителями хемилюминесценции. Приведены 
примеры этих веществ, описаны различия между так называемыми химическими и физическими уси-
лителями, подробно рассмотрены производные кумарина как усилители хемилюминесценции, наиболее 
перспективные для изучения перекисного окисления липидов. Обозначены главные проблемы, связан-
ные с использованием производных кумарина, и возможные пути решения этих проблем. Собственная 
хемилюминесценция и механизм возникновения свечения, сопровождающего реакции пероксидации 
биомолекул, были рассмотрены в первой части обзора.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА свободнорадикальные реакции, апоптоз, ферроптоз, хемилюминесценция, перекисное 
окисление липидов, активные формы кислорода, усилители хемилюминесценции, производные кумарина.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ DTMC – 7-(4,6-дихлор-1,3,5-триазинил-2-амино)-4-метилкумарин; C-314 – кума-
рин-314 – хинолизидин[5,6,7-gh]3-этоксикарбонилкумарин; C-334 – кумарин-334 – хинолизидин[5,6,7-
gh]3-ацетилкумарин; C-525 – кумарин-525 – хинолизидин[5,6,7-gh]3,2′-бензимидазолилкумарин; ЭВС – 
электронные возбужденные состояния.

ВВЕДЕНИЕ
В силу крайне низкой интенсивности собствен-
ной хемилюминесценции, механизмы возникнове-
ния которой описаны в первой части обзора [1], ее 
регистрация крайне сложна. К тому же зачастую 
необходимо исследовать реакции с образованием 
и участием конкретных радикалов, к примеру, ре-
акции пероксидации липидов, т.е. оценить наличие 
в исследуемой системе именно липидных радика-
лов, но метод регистрации собственной хемилюми-
несценции неспецифичен.

Для увеличения интенсивности хемилюминес-
ценции применяют вещества, внесение которых 
в систему увеличивает интенсивность хемилюми-
несценции. Эти вещества называют активаторами 
хемилюминесценции (chemiluminescence enhancers, 
или activators). Определенную группу этих веществ 

называют хемилюминесцентными зондами, однако 
и этот термин зачастую используется бессистемно. 
С химической точки зрения наиболее верными тер-
минами были бы «хемилюминесцентный реагент», 
или «люминесцентная добавка». Неудачность тер-
мина «активатор» обусловлена тем, что в широком 
смысле этот термин трактуется как проявление спо-
собности того или иного соединения к химическим 
взаимодействиям, а в узком – как действующая 
часть концентрации. В монографии [2] приведен 
небольшой список терминов, относящихся к теме 
хемилюминесценции. В этом списке представлен 
термин «инициатор», под которым понимается «хи-
мически активное вещество, создающее первичные 
активные центры и тем увеличивающее скорость 
реакции, поставляющей активные продукты и из-
меняющей квантовый выход возбуждения». Под это 



32 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 1 (52) 2022

ОБЗОРЫ

определение может подойти и термин «активатор». 
Отметим, что в биологических системах люминес-
цирующие добавки находятся в водной среде с pH 
около 7, где они могут иметь слабую растворимость, 
что ведет к агрегации. А взаимодействие фагоцитов 
с микрочастицами добавки активирует выработку 
активных форм кислорода [3, 4], поэтому термин 
«активатор» можно применить в данной системе 
по отношению к обсуждаемым добавкам. 

Термин «активатор» допустимо использовать 
при описании систем с химически инициированной 
электронно-обменной люминесценцией, например, 
хемилюминесценцией эфиров оксалата [5]. В этом 
случае введение в систему флуорофора с низ-
ким потенциалом ионизации приводит к переносу 
электрона с этого соединения на интермедиат с по-
следующим обратным переносом электрона, при-
водящим к возбуждению флуорофора, становяще-
гося эмиттером хемилюминесценции. Однако чаще 
всего для обозначения люминесцирующей добавки 
используют именно термин «активатор», опреде-
ляя это вещество как соединение, имеющее высо-
кий квантовый выход излучения и усиливающее 
свечение за счет физической миграции энергии 
электронных возбужденных состояний (ЭВС), не из-
меняя квантовых выходов возбуждения продуктов 
радикальной реакции и ее скорость [2, 6, 7].

Усиление свечения в присутствии указанных ве-
ществ происходит в результате миграции энергии 
электронного возбуждения с продуктов реакции 
на добавку, которая (или продукт взаимодействия 
которой с продуктом радикальной реакции – до-
нором возбуждения) является более эффективным 
эмиттером света, чем возбужденное вещество-до-
нор. В 1963 году Р.Ф. Васильев исследовал меха-
низм усиления хемилюминесценции при добавле-
нии к находящимся в триплетном ЭВС кетоновым 
продуктам свободнорадикального окисления угле-
водородных субстратов производных антрацена 
[8]. Образующиеся возбужденные молекулы про-
изводных антрацена находились не в триплетном, 
а в синглетном ЭВС. Таким образом, был детально 
изучен процесс физического усиления хемилюми-
несценции в результате триплет-синглетного пере-
носа энергии в жидкой фазе – фундаментальный 
фотофизический процесс, который широко исполь-
зуется для усиления свечения в хемилюминесцент-
ных системах [8]. Заметим, что усиление хемилю-
минесценции в присутствии производных антрацена 
показано на год раньше [9], однако механизм этого 
усиления не был изучен. Анализ действия антра-
цена и его производных показал, что сам антрацен 
менее эффективен, нежели его галогензамещенные 
производные, особенно 9,10-дибромантрацен [9–11]. 

Рассчитанный для него «коэффициент запрета» 
триплет-синглетного перехода, равный отношению 
константы скорости этого процесса к константе ско-
рости диффузии, составляет 10-2 [11].

Процесс усиления хемилюминесценции схематич-
но можно представить следующим образом:
P* →

k3 P+hv (это неактивированная хемилюминесцен-
ция, квантовый выход Qlum1).
P* + усилитель (активатор) → P + усилитель* → 

k3enh  
 → 
k3enh P + усилитель + hv.  (1)

Это активированная хемилюминесценция, кванто-
вый выход Qlum2. При этом Qlum1<<Qlum2.

Важной характеристикой усилителя хемилюми-
несценции является не только значение квантового 
выхода хемилюминесценции, но и его произведе-
ние на коэффициент молярной экстинкции данного 
вещества, так как именно это произведение прямо 
пропорционально яркости свечения [12].

Р.Ф. Васильев и В.Я. Беляков заложили основы 
использования триплет-триплетного и триплет-син-
глетного переноса энергии ЭВС для количественно-
го исследования процессов хемилюминесценции [11]. 
В частности, раскрыта взаимосвязь между скоро-
стями процессов миграции электронного возбуж-
дения с продукта радикальной реакции – донора 
электронного возбуждения, концентрацией акцепто-
ра (обозначим ее буквой A) электронного возбужде-
ния – усилителя хемилюминесценции, и интенсив-
ностью хемилюминесценции в отсутствие акцептора 
возбуждения J0 и в его присутствии J:
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где QLumEnh – квантовый выход люминесценции уси-
лителя – акцептора электронного возбуждения, 
QLumPr – квантовый выход возбужденного продукта 
радикальной реакции – донора электронного воз-
буждения, tP* – среднее время жизни возбуждения 
донора в отсутствие акцептора, kTT – константа ско-
рости триплет-триплетного переноса энергии – ту-
шения хемилюминесценции, kTS – константа скорости 
триплет-синглетного переноса электронного возбуж-
дения на молекулу акцептора. Константа скорости 
триплет-триплетного переноса, не ведущего к по-
следующей люминесценции, выше, чем триплет-
синглетного [11]. При разложении 1,2-диоксетанона 
неэмиссионный триплет-триплетный переход энер-
гии присутствует в большей степени в сравнении 
с 1,2-диоксетаном, что определяет более низкую эф-
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фективность эмиссии активированного разложения 
диоксетанона по сравнению с диоксетаном [13].

Однако разные усилители хемилюминесценции 
имеют разные механизмы перехвата ЭВС у про-
дуктов радикальных реакций. Имеются две группы 
усилителей хемилюминесценции. При этом необхо-
димо указать на ряд проблем в их терминологии. 
Люминесцирующие добавки первой группы хими-
чески реагируют с участниками или продуктами 
свободнорадикальной реакции, переходя при этом 
в ЭВС, квантовый выход которого гораздо выше, не-
жели у собственной хемилюминесценции. По тер-
минологии, предложенной А.И. Журавлевым [2], эти 
вещества названы «хемилюминесцентными зондами». 
Ю.А. Владимиров эти вещества называет также «хи-
мическими активаторами» хемилюминесценции [6]. 
С точки зрения химии, этим веществам больше по-
дошел бы термин «хемилюминесцирующий реагент», 
так как они лишь заменяют реакционные маршру-
ты активных форм кислорода, которые в естествен-
ных условиях ведут к сверхслабой хемилюминес-
ценции, на другие пути, которые приводят к более 
сильной хемилюминесценции. Вещества из второй 
группы люминесцирующих добавок перехватыва-
ют ЭВС без химического взаимодействия с компо-
нентами системы. Представители научной школы 
Ю.А. Владимирова [6, 14–16] называют эти вещества 
физическими активаторами хемилюминесценции, 
распространяя термин «активатор» на обе группы хе-
милюминесцирующих реагентов, в то время как ав-
торы [2] термином «активатор» обозначают лишь 
строго физические активаторы хемилюминесценции.

Однако необходимо указать, что приведенная 
классификация во многом носит лишь теоретический 
характер: для большинства люминесцирующих доба-
вок невозможно четко определить, к какой группе их 
следует относить. Это следствие того, что механизм 
хемилюминесценции большинства из них изучен не-
достаточно полно. А простое наблюдение увеличения 
интенсивности регистрируемой хемилюминесцен-
ции в ответ на введение той или иной добавки еще 
не позволяет отнести эту добавку ни к химическим, 
ни к физическим активаторам.

Отметим, что усилители хемилюминесценции 
были разделены на две группы в одной из первых 
работ, сделанной с их использованием [10]. В ней 
активаторы разделили на две группы – «плохие», 
не обладающие химической устойчивостью и туша-
щие люминесценцию при высоких концентрациях, 
и «хорошие», обладающие химической устойчиво-
стью и коэффициентом усиления хемилюминесцен-
ции, монотонно растущим с увеличением концен-
трации (формулу расчета коэффициента усиления 
люминесценции см. в [10]).

НЕКОТОРЫЕ ПРИМЕРЫ ВЕЩЕСТВ, УСИЛИВАЮЩИХ 
ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЮ
Впервые явление усиления хемилюминесценции на-
блюдали при использовании производных антрацена 
[8–10]. Впоследствии дибромантрацен, являющийся 
физическим усилителем хемилюминесценции, при-
меняли, например, при изучении распада полиме-
ров при их окислении перекисным соединением [17]; 
дибромантрацен и дифенилантрацен использовали 
при изучении хемилюминесценции мозга, индуциро-
ванной воздействием аскорбата и гемоглобина [18]. 
Антрацен использовали при изучении особенностей 
разложения диоксетанов и диоксетанонов с генера-
цией ЭВС [13]. 

Наиболее часто в качестве хемилюминесцирую-
щего реагента применяют люминол (5-амино-2,3-
дигидро-1,4-фталазиндион) [19–28]. В первой поло-
вине XX века люминол был известен как вещество, 
способное к хемилюминесценции при окислении [29]. 
А в качестве активатора хемилюминесценции в био-
логической системе люминол впервые применили 
сотрудники группы под руководством Р. Эллана 
в 1972 году при изучении иммунной реакции поли-
морфно-ядерных лейкоцитов [30].

Механизм свечения, возникающего при окис-
лении люминола, заключается в  образовании 
4-гидроперокси-1-окси-5-аминофталазин-4-олата – 
гидропероксидного продукта взаимодействия лю-
минола с активными формами кислорода [31], хло-
раминами в сочетании с пероксидом водорода [32] 
или окисленными формами пероксидаз на опреде-
ленных стадиях пероксидазного каталитического 
цикла [6]. Это соединение далее самопроизвольно 
превращается в 2,3-перокси-ди[гидроксиметиленил]-
фениламин, содержащий эндопероксидную 
группировку, которая в конечном счете разры-
вается, что приводит к образованию иона гидро-
амино фталата в ЭВС. Этот ион, переходя в основ-
ное состояние, испускает фотон (подробно механизм 
взаимодействия люминола с различными вещества-
ми см. в [6, 31, 33, 34]). Наряду с люминолом иногда 
применяют изолюминол, который активирует свече-
ние посредством сходного механизма [35–37]. 

Люминол используется в методе определения об-
щей антиоксидантной активности, в основе которого 
лежит его реакция с 2,2′-азо-бис(2-амидинпропаном) 
[38, 39], и в различных хемилюминесцентных мето-
дах обнаружения пероксида водорода (см. обзор [40]). 
В некоторых методиках в качестве хемилюминес-
цирующих реагентов предполагается использовать 
одновременно несколько веществ. Так, добавление 
в систему флуоресцеина повышает интенсивность 
хемилюминесценции в присутствии люминола [41]. 
Описано также увеличение интенсивности свечения 
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[42] при добавлении с систему пероксидаза хрена–
H2O2–люминол некоторых фенолов. Однако некото-
рые фенолы, так называемые non-enhancer phenol, 
подавляют хемилюминесценцию в системе перокси-
даза хрена–H2O2–люминол–4-йодфенол [43]. В каче-
стве субстратов люминола эти фенолы конкурируют 
между собой, но не с 4-йодфенолом. Люминол до сих 
пор наиболее часто применяется при определении 
иммунореактивности лейкоцитов [37, 44, 45], его ис-
пользуют и в исследовании липопероксидазных 
реакций [24]. Широкое применение люминола обу-
словлено большим квантовым выходом его люминес-
ценции, однако усиленная люминолом хемилюминес-
ценция неспецифична, поэтому, используя люминол, 
невозможно точно определить, какие именно сво-
боднорадикальные реакции и в каких соотношениях 
протекают в исследуемом образце.

Существуют и более специфичные хемилюми-
несцирующие реагенты, например люциферин-лю-
циферазная система [46] (помимо люциферина лю-
цифераза может иметь и другие субстраты [46]), 
применяемая для обнаружения молекул АТР [47], 
что может использоваться для решения большого 
количества задач. 

Другой специфический химический хеми-
люминесцирующий реагент – целентеразин 
(2-(4-гидроксибензил)-6-(4-гидрофенол)-8-бензил-
3,7-дигидроимидазо[1,2-альфа]пиразин-3-он), с по-
мощью которого определяют содержание суперок-
сидного радикала O2

·–.
Один из реагентов, наиболее часто применяемых 

для детекции супероксидного радикала, – люци-
генин [6, 48]. Его, к примеру, можно использовать 
для изучения окисления ксантина или гипоксантина 
ксантиноксидазой [49] с целью обнаружения супе-
роксидного радикала, образующегося в ходе работы 
NADPH-оксидаз [49–52], а также в митохондриях 
интактных клеток [53] или же в суспензии выделен-
ных митохондрий [54, 55]. В последнее время раз-
работаны методики, в которых люцигенин использу-
ется для обнаружения дофамина [56] и глутатиона 
[57]. В обоих случаях люцигенин входит в состав от-
носительно сложной тест-системы (гипотетические 
механизмы активации люцигенинзависимой хеми-
люминесценции в различных системах подробно 
рассмотрены в обзоре [6]).

В качестве хемилюминесцирующего реагента ис-
пользуют также флуоресцеин, обладающий высо-
ким квантовым выходом триплетного возбуждения 
[58], например, в одной из методик индикации пе-
роксида водорода [40].

Используя в качестве хемилюминесцирующего 
реагента бромистый этидий, изучали дезаминиро-
вание аминокислот при их окислении H2O2 в при-

сутствии Fe2+ [59]. Установлено, что в системах, ис-
пользованных в этой работе, рост концентрации 
бромистого этидия до 100 мкМ сопровождался уве-
личением интенсивности люминесценции, которая 
снижалась при более высоких концентрациях бро-
мистого этидия. Причем бромистый этидий в кон-
центрации 1 мМ в значительной степени замедлял 
окисление аминокислот. 

Хемилюминесцентные зонды, несмотря на то, 
что они зачастую вызывают большее усиление све-
чения, поскольку сами участвуют в процессах, проис-
ходящих в изучаемой системе, не пригодны для про-
ведения фундаментальных исследований, к которым 
относится и изучение процессов пероксидации липи-
дов. В этом случае желательно использовать физи-
ческие усилители хемилюминесценции, обеспечиваю-
щие увеличение квантового выхода свечения за счет 
резонансного переноса энергии ЭВС продуктов реак-
ции без химического взаимодействия с участниками 
и продуктами этой реакции [60–62]. Подобный под-
ход в полной мере соответствует принципу невмеша-
тельства в исследуемую систему.

На рис. 1 представлены формулы некоторых ве-
ществ, используемых в качестве люминесцирующих 
реагентов, в ряде исследований.

ПОИСК ФИЗИЧЕСКИХ УСИЛИТЕЛЕЙ 
ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ, СОПРОВОЖДАЮЩЕЙ 
РЕАКЦИИ ПЕРОКСИДАЦИИ ЛИПИДОВ 
Взаимодействие хемилюминесцентного зонда 
с компонентами изучаемой системы представляет 
большую проблему для их использования в фун-
даментальных исследованиях, так как при этом 
анализируется хемилюминесцентный сигнал 
не от системы, допустим, липидный субстрат–пе-
роксидаза–пероксид водорода, а от системы липид-
ный субстрат–пероксидаза–пероксид водорода–ак-
тиватор хемилюминесценции. Такие данные нельзя 
считать в полной мере адекватными для переноса 
их на живые организмы.

Большой вклад в исследование усилителей хе-
милюминесценции, специфичных для свободно-
радикальных процессов с участием липидов, внес 
В.С. Шаров. В 1980-х годах была изучена воз-
можность использования различных лантаноидов 
для усиления хемилюминесценции. Выдвинуто 
предположение, что в основе этого процесса лежит 
межмолекулярный перенос энергии от продуктов, 
образующихся в ходе свободнорадикальных реак-
ций пероксидов, на 4f-оболочку иона лантаноида 
[63]. В качестве примера можно привести данные 
[64], которые позволили сделать вывод о возмож-
ности использования ионов тербия Tb3+ в каче-
стве физического усилителя хемилюминесценции 
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при изучении процессов пероксидации липидов. 
Несколько раньше показали, что комплекс европия 
с тетрациклином увеличивает интенсивность хеми-
люминесценции при перекисном окислении липидов 
[65]. Однако для проведения исследований в биоло-
гических системах ионы лантаноидов не подходят 
в силу следующих обстоятельств. Еще в 1980-х го-
дах обнаружили затухание хемилюминесценции 
при использовании ионов лантаноидов в модель-
ных биологических системах. Объяснили это тем, 
что ионы лантаноидов могут легко образовывать 
комплексные соединения с веществами буферной 
среды, в результате чего зачастую пропадает их 
способность усиливать хемилюминесценцию [65].

Кроме того, изучение механизма возникнове-
ния хемилюминесценции, усиленной комплек-
сом Eu3+ с 2,2-диметил-6,6,7,7,8,8,8-гептафтор-3,5-
октандионом в присутствии диметилдиоксирана 
(модельного органического пероксида), показало, 
что комплекс лантаноида химически взаимодей-
ствует с этим органическим пероксидом. А данные 
ЯМР-исследования смеси после реакции и фото-
физические характеристики выделенного про-
дукта реакции отличались от свойств исходного 
хелата европия. Сходные результаты получены 
и для комплексов Eu3+ с 2-теноилтрифторацетоном, 
2,2,6,6-тетраметил-3,5-гептандионом (дипивалоилме-
таном) и трис[3-(трифторметилгидроксиметилен)-
d-камфоратом], причем в случае комплекса с трис[3-
(трифторметилгидроксиметилен)d-камфоратом] 
в условиях избытка диметилдиоксирана наблюда-
лась хемилюминесценция, не свойственная иону 
Eu3+, а обусловленная неизвестным эмиттером [66]. 

По-видимому, хемилюминесценция хелатов лан-
таноидов может быть обусловлена их взаимодей-
ствием с органическими пероксидами [67]. Этот 
вывод подтверждается предположением о ключе-
вой роли диоксиранового интермедиата в развитии 

хемилюминесценции при твердофазной реакции 
пероксимоносульфата калия и гексагидрата нитра-
та европия в присутствии паров ацетона, хотя не-
посредственным эмиттером является ион Eu3+ [66, 
67]. Также стоит сказать, что в реакциях распада 
органических пероксидов активаторами хемилюми-
несценции, сходными с ионами Eu3+, являются ионы 
неодима Nd3+ и иттербия Yb3+ [66].

Однако необходимо указать, что химическим ак-
тиватором [66, 67] называют именно комплекс ионов 
лантаноидов, а не сами ионы, которые испускают 
фотоны, перехватывая ЭВС с хелатирующего агента. 

Таким образом, при поиске оптимального усили-
теля хемилюминесценции нужно использовать ве-
щества, в молекулах которых с высокой долей ве-
роятности смогут происходить триплет-синглетные 
переходы. Обусловлено это тем, что продукты, обра-
зующиеся при диспропорционировании липоперок-
сидных радикалов, находятся в триплетном ЭВС [11]. 
Описанные выше комплексы лантаноидов, несмотря 
на указанные недостатки, удовлетворяют этому тре-
бованию. Также данному требованию соответствуют 
и низкомолекулярные органические вещества, со-
держащие сопряженные циклические группировки. 
В качестве примера можно привести гистологический 
краситель нильский синий, используемый в качестве 
усилителя хемилюминесценции, сопровождающей 
окисление липидов, индуцированное ионами Fe2+ [68].

При исследовании закономерностей разложения 
тетраоксанов под действием неорганических солей 
Fe2+ в качестве физического активатора хемилюми-
несценции с большим квантовым выходом исполь-
зовали родамин 6G – вещество ксантенового ряда 
(как доказательство приведено совпадение кинети-
ческих зависимостей активированной и собствен-
ной хемилюминесценции изучаемой системы) [69]. 
Сходными свойствами обладают производные кума-
рина. Специфическими для реакций пероксидации 

Рис. 1. Формулы 
некоторых ве-
ществ, использу-
емых в качестве 
химических усили-
телей (активато-
ров) хемилюминес-
ценции: люминол 
(А), люцигенин 
(Б), 9,10-дифе-
нилантрацен (В), 
9,10-дибромантра-
цен (Г), родамин 
6G (Д), целентера-
зин (Е), бромистый 
этидий (Ж)
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липидов усилителями хемилюминесценции являются 
хинолизидиновые производные кумарина, известные 
как кумарин-314 (C-314), кумарин-334 (C-334) и ку-
марин-525 (C-525) [16, 60–62, 70]. В силу селективного 
усиления хемилюминесценции, вызванной свободно-
радикальными реакциями с участием липидов, имен-
но эти вещества наиболее целесообразно использо-
вать при изучении процессов пероксидации липидов. 

Производные кумарина и их применение 
для регистрации хемилюминесценции
Кумарины – это группа органических соединений, 
включающая ненасыщенные ароматические лак-
тоны – производные 5,6-бензо-α-пирона (кумари-
на, или 5,6-бензо-пиран-2-она) – лактона цис-орто-
оксикоричной кислоты [71]. Многие представители 
этой группы веществ используются как лазерные 
красители [72]. Эффективными флуорофорами 
с эмиссией в видимой области спектра являются 
производные кумарина, имеющие заместитель в 7-й 
позиции (в качестве примера приведены 7-гидрокси-
4-метилкумарин и 7-амино-4-метилкумарин) [12].

Привлекают внимание работы, в которых произ-
водные кумарина служат индикаторами или частью 
индикаторной системы. Структурные формулы про-
изводных кумарина, применяемых в качестве уси-
лителей хемилюминесценции, приведены на рис. 2. 
Одно из производных кумарина, получаемое реак-
цией конденсации нитрометана и кумаринилового 
альдегида, показало способность к избирательному 
специфичному обнаружению анионов цианида [73]. 
В результате реакции нуклеофильного ароматиче-
ского замещения цианидом водорода в молекуле 
кумарина происходит изменение цвета и усиление 
интенсивности флуоресценции (длина волны возбуж-
дения равна 365 нм) в такой степени, что ее можно 
наблюдать даже невооруженным глазом. Предел об-
наружения составил менее 3 мкМ цианида (в среде 
ацетонитрила): кумариновая группировка обеспечи-
вает появление ярко-синего флуоресцентного сигна-
ла. Также в качестве хромогенных и флуоресцент-
ных хемосенсоров для обнаружения цианид-аниона 
и катионов Cu2+ можно привести 6,7-дигидрокси-4-
метил-8-формилкумарин и 3,4-бензо-7-гидрокси-8-
формилкумарин [74]. DTMC – 7-(4,6-дихлор-1,3,5-
триазинил-2-амино)-4-метилкумарин, предложен 
для определения содержания пероксида водорода 
хемилюминесцентным методом [75]. Предел обна-
ружения пероксида водорода составляет 4 × 10-8 
моль/л. Но стоит обратить внимание на высокие зна-
чения pH среды (11.4), используемые в этом методе. 

Для обнаружения формальдегида было пред-
ложено использовать 1-диэтиламинобензо[4,3-e]-
пиран-2-гидразон (PFM) [76]. Через год был пред-

ставлен более эффективный люминофор, названный 
PFM4 (рис. 2, З) [77]. С его помощью успешно оце-
нено накопление формальдегида в лизосомах кле-
ток, обработанных индукторами стресса эндоплаз-
матического ретикулума [77].

В исследовании, проведенном в 1995 году, изучено 
влияние различных усилителей на интенсивность 
хемилюминесценции, сопровождающей индуциро-
ванное ионами железа перекисное окисление фос-
фолипидов в составе липосом, полученных из яич-
ного желтка. Наибольший эффект показал С-525 
(2,3,5,6-1H,4H-тетрагидро-9-(2’-бензимидазолил)-
хинолизин-(9,9a,1-GH)), который в концентрации 4 
мкМ более чем в 2000 раз увеличивал интенсив-
ность хемилюминесценции, не влияя при этом на ее 
кинетику [62]. Механизм усиления свечения в дан-
ном случае – это, судя по всему, перенос энергии 
с молекулы кетона, находящейся в ЭВС (первичного 
продукта рекомбинации пероксильных радикалов), 
на флуоресцентный уровень С-525 [60]. При этом 
нельзя не учесть, что С-525 содержит пуриновую 
группу, взаимодействие которой со свободными ра-
дикалами в определенных условиях приводит к про-
явлению антиоксидантных свойств у этого вещества 
[78]. Подобный недостаток имеется и у 2-метил-6-[p-
метоксифенил]-3,7-дигидроимидазо[1,2-a]пиразин-3-
она [79] – специфического активатора хемилюми-
несценции супероксидного радикала [80].

Однако, несмотря на подобную структуру, С-525 
достаточно часто используют в качестве активатора 

Рис. 2. Кумарин (А) и некоторые его производные: 
охратоксин A (Б), DTMC (В), 3-(2-нитровинил), 7-диэти-
ламино-кумарин (Г), C-314 (Д), C-334 (Е), C-525 (Ж), 
PFM4 (З)

А

Д Е

Ж З

Б

В Г



ОБЗОРЫ

 ТОМ 14 № 1 (52) 2022 | ACTA NATURAE | 37

хемилюминесценции, например, с целью определе-
ния гидропероксидов липидов в системе липидный 
субстрат–Fe2+ [16]. На схожей системе с использо-
ванием С-334 показано, что хемилюминесценция си-
стемы, содержащей комплекс цитохрома c с карди-
олинином, обусловлена именно липопероксидазной 
и квазилипоксигеназной активностью этой наноча-
стицы, а не негемовым железом посредством реак-
ции Фентона [81].

Изучению ЭВС производных кумарина также 
следует уделить внимание. Определение фотоге-
нерирования радикалов катиона C-314 с исполь-
зованием наносекундного возбуждения лазером 
при длинах волн более 400 нм в бензоле, ацетони-
триле и дихлорметане позволило обнаружить три-
плетное ЭВС C-314 с максимальным поглощением 
на длине волны 550 нм и временем жизни 90 мкс 
в бензоле, которое легко гасится кислородом [82]. 
В водной среде возбужденное состояние не обна-
ружено, но зато идентифицирован относительно 
долгоживущий (160 мкс в растворах с уравновешен-
ным воздухом) катионный свободный радикал C-314 
с максимумом поглощения на длине волны 370 нм. 
Кроме того, показано тушение этих катионных сво-
бодных радикалов C-314 фенольными антиоксидан-
тами; константа скорости этой реакции оказалась 
больше 109 M-1с-1 [82]. Согласно [82], эта реакция 
протекает по механизму переноса электронов меж-
ду фенольным антиоксидантом и катион-радикалом 
C-314, причем возможно и образование ионных пар.

Изучение растворения C-314 в водной среде с до-
бавлением поверхностно-активного вещества [83] вы-
явило наличие двух хорошо дифференцированных 
межфазных сред (вода/воздух). Автором настояще-
го обзора показано, что C-314, C-334 и C-525 в кон-
центрациях выше 50 мкМ в воде не растворяются, 
при этом оптимальным диапазоном концентраций 
производного кумарина в системе является 20–25 
мкМ. Согласно [83] добавление поверхностно-актив-
ного вещества способствовало сольватации C-314. 
При этом выявлено два различных положения моле-
кул C-314 относительно пространственных доменов 
поверхностно-активного вещества в результате боль-
ших флуктуаций концентрации поверхностно-актив-
ных веществ, которые имеют место при небольшой 
«зоне покрытия», обычно называемой «пространством 
двумерного газожидкостного сосуществования» [83].

С помощью хемилюминесценции, активирован-
ной C-525, изучены механизмы действия различных 
антиоксидантов: β-каротина, токоферола, рутина 
и аскорбата – подавления ими перекисного окис-
ления липидов, запускаемого свободными ионами 
двухвалентного железа [84]. При использовании ме-
тода усиленной C-525 хемилюминесценции были из-

учены физико-химические свойства липопротеинов 
низкой плотности плазмы крови. Показано повыше-
ние амплитуды быстрой вспышки люминесценции 
для окисленных липопротеинов в среде, содержа-
щей катионы Fe2+ [61]. Методом регистрации хеми-
люминесценции, усиленной C-525, изучено свобод-
норадикальное окисление кардиолипина в составе 
его комплекса с цитохромом c [70].

Интересны результаты сравнения кумарина C-525 
как усилителя хемилюминесценции с хлорофиллом-α 
[72]. Квантовый выход свечения при использовании 
C-525 оказался гораздо выше. Наблюдалось усиление 
на 2–3 порядка хемилюминесценции, сопровождаю-
щей индуцированное трет-бутилгидропероксидом 
окисление микросом из печени крысы и перекис-
ное окисление липосомных липидов. Отмечается, 
что производные кумарина активируют хемилю-
минесценцию за счет переноса энергии от карбони-
лов, находящихся в триплетном ЭВС, образующихся 
в реакции пероксидного радикала через механизм 
Расселла или при разложении диоксетана. 

Необходимо отметить весьма существенный не-
достаток хинолизидиновых производных кумарина: 
C-525 терял способность к люминесценции в сыво-
ротке крови [55]. Предполагается, что это обуслов-
лено связыванием С-525 с сывороточными альбу-
минами.

Неоднократно сообщалось, что C-314, C-334 
и C-525 являются люминофорами, не реагирующи-
ми с компонентами исследуемой смеси [16, 60–62, 70]. 
И хотя данный вывод получен в системе, в которой 
шла неферментативная пероксидация липидов [62], 
он по умолчанию переносится и на системы, в кото-
рых этот процесс запускается пероксидазой, несмо-
тря на то, что В.С. Шаров и соавт. еще в 1996 году 
сообщили, что C-525 не подходит для изучения пе-
роксидации липидов, катализируемой пероксидазой 
хрена, в силу его нестабильности в этой системе [72]. 

Данные о том, что хинолизидиновые производные 
кумарина служат субстратами пероксидазной реак-
ции, подтверждены в работах [85, 86], в которых по-
казано статистически значимое снижение концен-
трации C-314, C-334 и C-525 в ходе пероксидазной 
реакции, катализируемой комплексом цитохрома c 
с кардиолипином. Снижение концентрации кумари-
новых производных в процессе ферментативной ли-
пидной пероксидации приводит к снижению интен-
сивности хемилюминесценции, что может привести 
к ошибочной интерпретации данных: исследователь 
может сделать ложный вывод о снижении интен-
сивности процесса перекисного окисления липидов. 
В случае изучения, к примеру, антиоксидантов, та-
кая ложная трактовка приведет к ошибочному суж-
дению об эффективности подавления исследуемым 
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веществом липидной пероксидации. Чтобы этого 
избежать при проведении опыта по измерению хе-
милюминесценции, сопровождающей липидную пе-
роксидацию и усиленной производными кумарина, 
нужно умножать зарегистрированные хемилюмино-
метром значения ее интенсивности на поправочные 
на снижение концентрации производных кумарина 
коэффициенты для соответствующих моментов вре-
мени от начала реакции. Эти коэффициенты следу-
ет вычислять, используя математическую функцию, 
обратную убывающей функции доли концентрации 
производных кумарина от времени реакции.

При этом следует также убедиться, что реак-
ция между производным кумарина и пероксидазой 
не сопровождается люминесценцией. В противном 
случае в функцию вычисления поправочных ко-
эффициентов необходимо также добавлять допол-
нительные коэффициенты, нивелирующие вклад 
в зарегистрированные прибором значения люминес-
ценции свечения, обусловленного реакцией усили-
теля хемилюминесценции с пероксидазой, не име-
ющий отношения к свечению, сопровождающему 
перекисное окисление липидов.

При корректировке при помощи обсуждаемых 
поправочных функций зарегистрированных при-
бором хемилюминесцентных кривых их можно бу-
дет приводить в такой вид, который бы они имели 
в случае постоянства концентрации усилителя хе-
милюминесценции в системе. Следовательно, станет 
возможной адекватная оценка процессов фермента-
тивного перекисного окисления липидов, имеющих 
место в исследуемой пробе. 
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РЕФЕРАТ Апоптоз играет важную роль в гибели клеток, вызванной химиопрепаратами. Устоявшееся 
мнение о том, что апоптоз должен быть иммунологически инертен и, следовательно, может оставаться 
незамеченным для иммунной системы, в последнее время было пересмотрено и было введено поня-
тие иммуногенной клеточной гибели (immunogenic cell death, или ICD). В обзоре рассмотрены основ-
ные признаки и особенности индукции иммуногенной клеточной гибели, имеющей большое значение 
для эффективности терапии онкологических заболеваний и фундаментального исследования регуля-
ции процессов клеточной гибели. Подробно описан механизм «вакцинирующего эффекта» гибнущих 
по пути ICD опухолевых клеток, что при повторной встрече с опухолевыми клетками данного типа 
будет активировать специфический противоопухолевый ответ. Подробно рассмотрена роль основ-
ных молекулярных событий, позволяющих говорить об иммуногенном типе клеточной гибели, таких, 
как экспозиция кальретикулина и белка теплового шока HSP70 на внешнюю поверхность цитоплаз-
матической мембраны клетки, а также выход ядерного белка HMGB1 и ATP в межклеточное простран-
ство. Систематизированы данные об индукторах иммуногенной клеточной гибели: химиопрепаратах, 
цитотоксических белках, онколитических вирусах, а также о физических методах индукции ICD. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА иммуногенная клеточная гибель (ICD), HMGB1, кальретикулин, противоопухолевая 
вакцинация, химиопрепараты, апоптозиндуцирующие белки, онколитические вирусы, холодная плазма.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АПК – антигенпрезентирующие клетки; АФК – активные формы кислорода; 
ВОВ – вирус осповакцины; ХПС – холодная плазменная струя; ЦТЛ – цитотоксические Т-лимфоциты; 
ЭПР – эндоплазматический ретикулум; CRT – кальретикулин; DAMP – молекулярные сигналы опас-
ности; HMG – белки группы высокой подвижности; HSP – белок теплового шока; ICD – иммуногенная 
клеточная гибель; IL – интерлейкин; LPC – лизофосфатидилхолин; MHC – главный комплекс гистосов-
местимости; PS – фосфатидилсерин; TLR – Toll-подобные рецепторы; TNF – фактор некроза опухоли.

ВВЕДЕНИЕ
Устоявшееся мнение о том, что для успешного 
уничтожения опухолевых клеток предпочтительна 
гибель по пути апоптоза без активации иммунной 
системы, в последнее время было пересмотрено. 
Одной из успешных противоопухолевых стратегий, 
отличных от хирургического вмешательства, явля-
ется стратегия «двойного действия», когда, с одной 
стороны, противоопухолевый препарат напрямую 
индуцирует гибель большинства раковых клеток, 
а с другой стороны, погибающие клетки активиру-
ют иммунную систему, формируя специфический 
иммунный ответ на опухолевые антигены, что ве-
дет к уничтожению оставшихся опухолевых кле-

ток. Таким требованиям удовлетворяют индукторы 
иммуногенной клеточной гибели (immunogenic cell 
death, ICD), к которым относятся противоопухо-
левые препараты и подходы с различными меха-
низмами действия: традиционные химиопрепараты, 
белковые агенты, онколитические вирусы, методы 
фотодинамической и радиотерапии, а также холод-
ная плазма. Иммуногенную клеточную гибель мож-
но определить по активации определенной комби-
нации молекулярных сигналов опасности (DAMPs) 
от погибающих опухолевых клеток, что способству-
ет их узнаванию и поглощению антигенпрезенти-
рующими клетками. Основными молекулярными 
событиями, позволяющими говорить об индукции 
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ICD, считаются экспозиция кальретикулина и бел-
ка теплового шока HSP70 на внешнюю поверхность 
цитоплазматической мембраны клетки, а также 
выход ядерного белка HMGB1 и ATP в межкле-
точное пространство [1, 2]. Процессинг и презента-
ция опухолевых антигенов дендритными клетка-
ми запускают активацию антиген-специ фических 
Т-лимфоцитов, что ведет к появлению адаптивно-
го иммунного ответа против таких антигенов [3]. 
Активация иммуногенной клеточной гибели опу-
холевых клеток способствует формированию адап-
тивного иммунного ответа. Клетки, погибающие 
по пути ICD, при трансплантации сингенным им-
мунокомпетентным животным оказывают противо-
опухолевый вакцинирующий эффект [4]. Развитие 
специфического иммунного ответа в отношении 
антигенов погибающих опухолевых клеток позво-
ляет использовать терапевтические индукторы ICD 
как для борьбы с метастазирующими опухолями, 
так и для разработки подходов к противоопухоле-
вой иммунизации [5].

ИММУНОГЕННАЯ КЛЕТОЧНАЯ ГИБЕЛЬ. ОБЩИЕ 
ПОНЯТИЯ
Концепция иммунотерапии опухолей базируется 
на способности иммунной системы распознавать 
трансформированные клетки и воздействовать 
на их рост и распространение. Физиологическая ги-
бель клеток происходит по пути апоптоза, который 
может быть активирован в результате реализации 
внутренних программ роста и жизнедеятельно-
сти организма или при внешнем воздействии [6]. 
Морфологическими признаками, позволяющими 
говорить о гибели клетки по типу апоптоза, явля-
ются конденсация хроматина, фрагментация ядра 
при интактной плазматической мембране и появле-
ние апоптотических телец, в то время как при не-
крозе наблюдается нарушение целостности плазма-
тической мембраны, в результате чего происходит 
выход DAMPs, активирующих иммунную систему 
и запускающих реакцию воспаления [7]. К наиболее 
изученным DAMPs относятся белки HMGB1, MRP8, 
кальгранулин А, кальгранулин В и MRP14. 

Различия в эффективности противоопухолево-
го действия оксалиплатина и доксорубицина, на-
блюдаемые в экспериментах на иммунодефицит-
ных и обычных мышах-опухоленосителях, стали 
стимулом к поиску объяснения этого феномена. 
Шеффер и соавт. предположили, что при про-
тивоопухолевой вакцинации животных погиба-
ющими опухолевыми клетками репертуар анти-
генов погибающих и интактных клеток может 
отличаться [8]. Иммунокомпетентным мышам были 
трансплантированы опухолевые клетки, в одних 

из которых γ-облучением был индуцирован апоп-
тоз, а в других – последовательными процедурами 
замораживания/оттаивания индуцирован некроз. 
Показано, что при последующей трансплантации 
живых клеток опухоли этим же мышам только 
у животных, вакцинированных апоптотически-
ми клетками, не происходило развития опухоли 
в 75–100% случаев. Тогда как лишь у 0–30% жи-
вотных, вакцинированных некротическими клетка-
ми по той же схеме, трансплантация живых опу-
холевых клеток не приводила к развитию опухоли. 
Иммуногистохимический анализ места вакцинации 
апоптотическими клетками показал инфильтрацию 
этой области CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитами и ден-
дритными клетками, что указывает на сильный 
Т-клеточный ответ, в то время как сайт вакцинации 
некротическими клетками был преимущественно 
инфильтрирован лишь макрофагами [8]. Таким об-
разом, выявлен иммуногенный потенциал клеток, 
в которых γ-облучением был индуцирован апоптоз. 
Показано, что трансплантированные мышам опухо-
левые клетки, в которых апоптоз индуцирован про-
изводными антрациклинов, например доксорубици-
ном, стимулируют созревание дендритных клеток 
с последующим формированием иммунного ответа 
против опухолевых клеток in vivo [4]. Сравнение 
противоопухолевого эффекта лечения оксалипла-
тином или сердечными гликозидами иммунокомпе-
тентных и иммунодефицитных мышей-опухолено-
сителей выявило элиминацию опухолевых клеток 
у иммунокомпетентных мышей, что доказывало 
роль иммунной системы в противоопухолевом дей-
ствии этих препаратов [9, 10]. Апоптоз, вызывающий 
описанные эффекты, назван иммуногенным апопто-
зом. Поиск молекулярных маркеров иммуногенного 
апоптоза показал, что для него характерна секре-
ция DAMPs, узнаваемых дендритными клетками, 
с дальнейшим процессингом и презентацией антиге-
нов от погибающих клеток. Это приводит к актива-
ции специфических Т-лимфоцитов и формированию 
долгосрочного противоопухолевого иммунитета [5].

МЕХАНИЗМ ИНДУКЦИИ ИММУНОГЕННОЙ 
КЛЕТОЧНОЙ ГИБЕЛИ

Роль эндоплазматического ретикулума 
в индукции ICD
Доксорубицин, митоксантрон и γ-облучение ста-
ли первыми известными эффективными индукто-
рами иммуногенной клеточной гибели. Оказалось, 
что способность этих противоопухолевых препара-
тов вызывать ICD зависит от их способности инду-
цировать стресс эндоплазматического ретикулума 
(ЭПР) [11]. Основополагающим этапом в индукции 
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иммуногенной клеточной гибели является экспози-
ция шаперонов ЭПР, прежде всего кальретикули-
на (CRT), на внешнюю плазматическую мембрану. 
При воздействии определенных стимулов клетка 
может запускать интегрированный стрессовый от-
вет – комплексный молекулярный механизм, на-
правленный на сохранение клеточного гомеостаза 
[12]. В частности, стресс ЭПР, вызванный антраци-
клинами, стимулирует киназу PERK, которая фос-
форилирует фактор инициации трансляции eIF2α 
[13]. Инактивация eIF2α сопровождается частичной 
активацией каспазы 8 и расщеплением белка, ас-
социированного с В-клеточными рецепторами 31 
(BAP31), и конформационной активацией белков 
Bax и Bak, что в свою очередь запускает транс-
локацию шаперонов ЭПР на внешнюю мембрану 
клетки [11]. Для большинства индукторов ICD про-
цесс транслокации шаперонов на внешнюю мембра-
ну происходит не напрямую, а в результате транс-
порта из ЭПР в аппарат Гольджи, опосредованного 
везикуло-ассоциированным мембранным белком 1 
(VAMP1) и белком, ассоциированным с синаптосо-
мами 25 (SNAP25), а также требует сопутствующей 
продукции активных форм кислорода (АФК) [11, 
14, 15]. Согласно [16], если заблокировать транспорт 
из ЭПР в аппарат Гольджи, то при воздействии 
индукторов ICD происходит снижение секреции 
ATP во внеклеточное пространство, но не приво-
дит к экспозиции CRT, что говорит в пользу того, 
что, прежде чем достичь плазматической мембраны, 
кальретикулин и ATP используют путь транспор-
та из ЭПР в аппарат Гольджи. Следует отметить, 
что вызванная ICD транслокация CRT на внешнюю 
клеточную мембрану, по-видимому, регулирует-
ся множеством факторов: хемокиновым лигандом 
CXCL8 [17], изменением уровня ионов Ca2+ в ЭПР 
[18], а также каспазой 2 [19], длинными некодирую-
щими РНК (например, ncRNA-RB1 и miR-27a) [20] 
и интегринами плазматической мембраны, по край-
ней мере, в некоторых условиях [21]. CRT и другие 
шапероны ЭПР на поверхности клетки способству-
ют поглощению таких погибающих клеток или их 
частей, и их относят к сигналам «съешь меня» 
для антигенпрезентирующих клеток (АПК) [16]. 
Более того, экспозиция CRT, по-видимому, стиму-
лирует секрецию IFN 1 антигенпрезентирующими 
клетками [22], что также может способствовать им-
муногенности регулируемой клеточной гибели.

Показано, что одновременное увеличение уров-
ня АФК в клетке и индукция стресса ЭПР акти-
вируют сигнальные пути, которые помогают транс-
портировать DAMPs во внеклеточное пространство 
[11, 23]. Интересно, что иммуногенность снижалась 
в присутствии антиоксидантов, что говорит в пользу 

решающего значения АФК для индукции ICD [11, 
24]. Позже установили, что цисплатин, который вы-
зывает изменения в окислительно-восстановитель-
ном метаболизме клетки, не может запускать ICD 
из-за своей неспособности вызывать стресс ЭПР 
[25]. Более того, одновременный стресс ЭПР и про-
дукция АФК увеличивали количество различных 
испускаемых DAMPs, что в конечном итоге стано-
вится решающим для иммуногенности погибающих 
опухолевых клеток [16, 26]. Например, этопозид вы-
зывает только экспозицию HSP70 и секрецию ATP, 
но не индуцирует стресс ЭПР и не способен вызы-
вать ICD [23, 27, 28]. 

Классификация ICD 
Выделяют два типа индукторов ICD в зависимости 
от того, вызывают они апоптоз в результате воз-
действия на ЭПР или апоптотическая гибель клеток 
и стресс ЭПР происходят независимо друг от друга 
[29]. Такие агенты, как доксорубицин или митоксан-
трон, могут быть классифицированы как индукторы 
ICD типа I, т.е. агенты, которые вызывают апопто-
тическую гибель клеток, действуя через мишени, 
не связанные с ЭПР, и которые стимулируют ас-
социированную с ICD иммуногенность посредством 
вторичных или «побочных» стрессовых эффектов 
ЭПР. Напротив, индукторы ICD типа II избиратель-
но нацелены на мишени в ЭПР и могут индуциро-
вать иммуногенный апоптоз, напрямую изменяя го-
меостаз ЭПР и вызывая его стресс, как, например, 
фотодинамическая терапия. Таким образом, стресс 
ЭПР, индуцированный индукторами ICD типа I, мо-
жет качественно отличаться от стресса, вызванного 
индукторами типа II, поскольку он может быть бо-
лее мягким и способен инициировать передачу сиг-
налов, способствующих выживанию [29].

Помимо иммуногенного апоптоза, среди видов 
программируемой клеточной гибели выделяют ау-
тофагию, некроптоз и пироптоз с активацией не-
которых маркеров ICD. В табл. 1 представлены 
варианты иммуногенной гибели клеток и их спе-
цифические особенности. 

Каскад иммуногенной гибели клеток
На сегодняшний день определены основные моле-
кулярные события, необходимые для реализации 
иммуногенной клеточной гибели (рис. 1). Первым 
этапом каскада ICD является экспозиция на по-
верхности погибающих опухолевых клеток ком-
плекса из двух белков – кальретикулина и ди-
сульфид-изомеразы ERp57 [11]. Оба белка в норме 
локализованы в полости ЭПР и транслоцируются 
на поверхность клетки в течение нескольких часов 
после стимуляции индукторами ICD. Экспозиция 
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CRT детектируется до транслокации фосфатидил-
серина (PS) на внешней мембране гибнущей клетки. 
Транслокация CRT из ЭПР является инициирую-
щим сигналом «съешь меня» для фагоцитирующих 
клеток. Экспонированный на мембране клетки каль-
ретикулин взаимодействует с рецепторами CD91 
на поверхности дендритных клеток, что стимулиру-
ет поглощение погибающих клеток [29, 32]. 

Следующий молекулярный признак ICD, который 
можно наблюдать после экспозиции CRT – транс-
локация из ядра на клеточную поверхность белков 
теплового шока, таких, как HSP70 или HSP90, ко-
торые подобно кальретикулину могут связываться 
с рецептором CD91 на поверхности дендритных кле-
ток, что стимулирует их активацию и созревание [33]. 

Спустя 12–18 ч после начала экспозиции CRT 
в межклеточное пространство выходит негистоно-
вый хроматинсвязывающий ядерный белок HMGB1. 
Этот белок связывается с рецепторами TLR4 ден-
дритных клеток, что необходимо для оптимально-
го TLR4-зависимого процессинга и презентации 
Т-клеткам опухолевых антигенов дендритными 
клетками [34]. Во время химиотерапии или лучевой 
терапии дендритные клетки получают сигнал через 
TLR4 и его адаптор MyD88 для эффективной обра-
ботки и перекрестной презентации антигена от гиб-
нущих опухолевых клеток [35]. Заключительное 
молекулярное событие в каскаде ICD – выход ATP 
во внеклеточное пространство – сигнала «найди 
меня» и необходимого для продуктивного созрева-
ния дендритных клеток. Погибающие клетки обо-
значают свое присутствие с помощью хемотакси-
ческих факторов, известных как сигналы «найди 
меня», необходимых для того, чтобы фагоцитирую-
щие клетки (нейтрофилы, моноциты, тканевые ма-

крофаги) быстро находили их и эффективно унич-
тожали [36]. Выход ATP из  гибнущих клеток 
в межклеточное пространство активирует пури-
нергические рецепторы P2X7 на дендритных клет-
ках и вызывает P2X7/NLRP3 рецепторзависимую 
активацию инфламмасомы в дендритных клетках, 
тем самым содействуя протеолитическому созре-
ванию и высвобождению провоспалительных цито-
кинов, таких, как интерлейкин IL-1β. IL-1β необхо-
дим для активации антиген-специфических CD8+ 

Т-лимфоцитов, продуцирующих IFNγ [3]. Именно 
IL-1β участвует в активации факторов врожденного 
иммунитета, развитии воспаления и первых этапах 
иммунного ответа [34, 37].

При успешной реализации каскада иммуногенно-
го апоптоза должна появиться популяция антиген-
специфических Т-клеток, которые при повторной 
встрече с опухолевыми клетками данного типа бу-
дут узнавать соответствующие антигены и уничто-
жать раковые клетки (рис. 2). Возможность индук-
ции каскада иммуногенного апоптоза в опухолевых 
клетках противоопухолевыми препаратами позволи-
ла разработать стратегию противоопухолевой вак-
цинации, при которой «вакциной» являются клетки, 
в которых индуцирована иммуногенная клеточная 
гибель. 

ЭНДОГЕННЫЕ ФАКТОРЫ, ЗАДЕЙСТВОВАННЫЕ 
В РЕАЛИЗАЦИИ ИММУНОГЕННОЙ КЛЕТОЧНОЙ 
ГИБЕЛИ

Кальретикулин (CRT)
Приблизительно 30% всех клеточных белков и пеп-
тидов синтезируются в ЭПР, где они взаимодейству-
ют с ферментами и шаперонами, включая кальре-

Таблица 1. Сравнение различных типов программируемой клеточной гибели при проявлении иммуногенности 

Тип клеточ-
ной гибели

DAMPs, характер-
ные для ICD

Сигналы «съешь 
меня» Воспаление Иммуногенность Терминальные клеточные 

события

Апоптоз Экто-CRT, секре-
ция HMGB1 и ATP

Экто-CRT, HSP70, 
HSP90, экспо-

зиция PS 
- +

Нелитический путь, фрагмен-
тация ДНК и апоптотические 

тельца

Аутофагия Выход HMGB1 
и ATP

Секреция LPС, 
экспозиция PS - + Нелитический путь, аутофа-

гальные тельца 

Некроптоз
Длинные геномные 

ДНК, IL-6 [30], 
ATP, HMGB1 [31] 

Секреция LPС, 
экспозиция PS, 
низкий уровень 
экто-CRT [31]

+ ++

Нелитический путь, потеря 
целостности плазматической 

мембраны, набухшие клеточные 
органеллы

Пироптоз
Выход HMGB1, 

ATP, IL-1α, IL-1β, 
IL-6, IL-18, TNF-α

Экспозиция PS + ++
Литический путь, разрыв 

клеточной мембраны, выход 
содержимого из клетки

Примечание. Степень иммуногенности для каждого типа гибели клеток оценивали как + и ++ в соответствии 
с уровнями выраженности сигналов «съешь меня» и эмиссией DAMPs [30].
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Рис. 1. После-
довательные 
стадии иммуно-
генного апопто-
за с активацией 
антигенпред-
ставляющих 
дендритных 
клеток

Транслокация 
кальретикулина 
на поверхность 

клетки

Транслокация 
HSP70, HSP90; 
секреция IFN1

Выход 
HMGB1

Индукция гибели 
клетки

Выход АТP

Индуктор ICD

Опухолевая клетка

Погибающая  
опухолевая клетка
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тикулин, кальнексин, глюкозо-регулируемый белок 
Grp94, тиоловые оксидоредуктазы PDI и дисуль-
фид-изомеразу ERp57. Все эти молекулы участву-
ют в формировании функциональной конформации 
белковых молекул [38]. CRT, кальнексин и ERp57 со-
ставляют шаперонный комплекс, осуществляющий 
фолдинг и контроль качества синтезированных бел-
ков, которые транспортируются через ЭПР.

Другая важнейшая функция ЭПР – хранение 
и высвобождение ионов Ca2+ [39]. Одним из таких 
белков является кальретикулин – уникальный Ca2+-
связывающий шаперон [40]. В клетках с понижен-
ной экспрессией CRT наблюдается неправильный 
фолдинг белков и накопление неправильно сверну-
тых белков [40]. Избыточная экспрессия CRT при-
водит к увеличению количества Ca2+ во внутрикле-
точных депо [41].

Предполагается, что поверхностный CRT играет 
роль в презентации антигенов, активации компле-
мента [42], удалении апоптотических клеток [43], 
иммуногенности гибнущих раковых клеток [23], за-
живлении ран [44] и тромбоспондиновом сигналин-

ге [45]. CRT действует как второстепенный лиганд 
на поверхности клеток, необходимый для узнава-
ния при фагоцитозе, стимулирующий LRP (белки, 
связанные с рецептором липопротеинов низкой 
плотности) на поверхности поглощающих клеток. 
Белок локализуется на внешней поверхности плаз-
матической мембраны многих типов клеток, где 
он может играть определенную роль в обработке 
антигенов и служить посредником клеточной адге-
зии [40]. CRT, в норме расположенный в просвете 
эндоплазматического ретикулума, транслоцирует-
ся на внешнюю клеточную мембрану в комплексе 
с ERp57 в результате стресса ЭПР путем экзоци-
тоза (рис. 3). Транспорт CRT от ЭПР к мембра-
не зависит от взаимодействия связанных с вези-
кулами белков SNARE (рецепторов растворимого 
N-этилмалеимид-чувствительного белка прикре-
пления) с белками SNARE на мембране клетки [11, 
21]. Кальретикулин на внешней плазматической 
мембране способен связываться с рецепторами 
CD91 дендритных клеток, что приводит к фагоци-
тозу погибающих клеток [46]. 
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Рис. 2. Упрощенная схема индукции иммуногенной клеточной гибели
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Сигнальная функция ATP в активации иммунной 
системы
Погибающие клетки обозначают свое присут-
ствие, выделяя хемотаксические факторы, извест-
ные как сигналы «найди меня», и через сигналы 
«съешь меня», служащие лигандами для погло-
щения. В настоящее время предложено несколь-
ко факторов, которые могут выступать в качестве 
сигналов «найди меня», в том числе: ATP, UTP, хе-
мокин фракталкин (CX3CL1), лизофосфатидилхо-
лин (LPC) и S1P [47]. При нарушении утилизации 
апоптотических клеток происходит их конверсия 
во вторично-некротические, что вызывает хрониче-
ское воспаление и ведет к развитию аутоиммунных 
заболеваний [35]. 

Выход ATP во  внеклеточное пространство 
характерен как для иммуногенного апоптоза, 
так и для некроза, сопровождающегося лизисом 
клетки. Однако между этими процессами суще-
ствует несколько различий. В первую очередь, речь 
идет о количестве высвобождаемого ATP. При апоп-
тозе во внеклеточное пространство попадает ме-
нее 2% клеточного ATP [48]. Характеризация ATP 
как медиатора воспаления основана в значительной 
степени на способности активировать ионотропный 
нуклеотидный рецептор Р2Х7, который, в свою оче-
редь, приводит к активации инфламмасомы и вы-
свобождению провоспалительных цитокинов [49]. 
Во время некроза именно огромный выброс ATP ак-
тивирует инфламмасому и процесс воспаления. Тем 
не менее, концентрация ATP, необходимая для ак-
тивации пуринергических рецепторов Р2Х7, со-
ставляет не менее 100 мкМ, что значительно выше 

концентрации, необходимой для активации хемотак-
сических рецепторов, таких, как P2Y2, и составля-
ет менее 1 мкМ [50]. Интересно, что более низкие 
концентрации ATP могут на самом деле оказывать 
противовоспалительное действие, подавляя секре-
цию воспалительных цитокинов, а также содейство-
вать высвобождению цитокинов противовоспали-
тельного характера [35]. Таким образом, ATP нельзя 
рассматривать как универсальный сигнал развития 
воспаления.

Негистоновый хроматинсвязывающий ядерный 
белок HMGB1 и его функции в клетке
Белок HMGB1 принадлежит к семейству HMG 
(High mobility group) – ядерных негистоновых бел-
ков, необходимых для поддержания архитектуры 
хроматина. Внутри клетки HMGB1 взаимодействует 
с p53, TBR, Oct14, Hox, стероидными рецепторами 
и многими вирусными белками, эффективно регу-
лируя экспрессию генов [51]. Показано, что HMGB1 
может мигрировать между цитоплазмой и ядром 
клетки в зависимости от фазы клеточного цикла. 
Лимфоидные клетки содержат HMGB1 как в цито-
плазме, так и в ядре [52]. 

Появление HMGB1 в межклеточном простран-
стве рассматривается как признак внезапного по-
вреждения или некроза, потому что в этом случае 
хроматин повреждается необратимо. В очагах ме-
ханического повреждения HMGB1 взаимодейству-
ет с рецептором конечных продуктов гликирования 
(RAGE), что усиливает продукцию TNF, IL-1, IL-8, 
MCP1, CDF1α и других факторов, привлекающих 
здоровые стволовые клетки в очаг повреждения 
[53]. HMGB1 может выделяться из клеток как ак-
тивным, так и пассивным способом. Активная секре-
ция HMGB1 связана с диссоциацией из комплекса 
с поврежденными хромосомами в результате ацети-
лирования гистонов, гиперацетилирования HMGB1 
и монометилирования HMGB1. При некрозе на-
блюдается пассивная диффузия HMGB1. Однако 
при обычном, неиммуногенном, апоптозе HMGB1 
не выделяется из плотно упакованных ядер апопто-
тических клеток [54]. Согласно [54], высвобождение 
HMGB1 из некротических опухолевых клеток, обра-
ботанных доксорубицином, в высоких концентраци-
ях вызывающим некроз [55], способствует возобнов-
лению роста опухоли и метастазированию по пути 
активации системы RAGE.

Белки теплового шока HSP70 и HSP90
Общим ответом на клеточный стресс, в том числе 
вызванный химиопрепаратами, является актива-
ция транскрипции ряда шаперонов, которые при-
надлежат к классу индуцибельных HSP-белков 

Рис. 3. Экспозиция кальретикулина (CRT) на внешнюю 
плазматическую мембрану и узнавание дендритными 
клетками
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или белков теплового шока. Белки теплового шока 
защищают клетку от гибели, проводя рефолдинг 
поврежденных белков или направляя испорченные 
белки в протеасомы для деградации [34]. 

У млекопитающих HSP70 участвует в процессах 
формирования, стабилизации и транспорта белков 
через мембраны митохондрий и ядра [56]. Шаперон 
HSP90 выполняет в клетке ряд функций, включая 
фолдинг, стабилизацию белков при тепловом шоке, 
способствует деградации белков [57]. Шаперон 
HSP90 стабилизирует многие белки, ответственные 
за рост опухоли, участвует в регуляции адгезии, 
инвазии, метастазирования, ангиогенеза и апоптоза, 
поэтому ингибиторы HSP90 рассматривают в каче-
стве противоопухолевых агентов [58]. 

Кроме того, белки теплового шока HSP70 
и HSP90 могут образовывать комплексы с пеп-
тидными антигенами, включая опухоль-специфи-
ческие пептиды, что является необходимым и до-
статочным источником антигенов для презентации 
Т-клеткам. Свободные пептидные антигены не спо-
собны вызывать Т-клеточный ответ CD8+ лимфоци-
тов в отличие от антигенов, сопровождаемых бел-
ками теплового шока. В экспериментах на мышах 
in vivo показано, что комплексы антигенов с HSP70 
и HSP90 могут служить источниками антигенов 
для эффективной кросс-презентации дендритными 
клетками [59]. 

ИНДУКЦИЯ ИММУНОГЕННОЙ КЛЕТОЧНОЙ ГИБЕЛИ 
in vivo ПРИ ПРОФИЛАКТИЧЕСКОЙ ВАКЦИНАЦИИ 
В настоящее время существует несколько моделей 
для исследования ICD in vivo. «Золотой стандарт» 
для оценки способности гибнущих клеток иниции-
ровать адаптивный иммунитет включает профилак-
тическую вакцинацию иммунокомпетентных синген-

ных животных [5]. При таком подходе опухолевые 
клетки in vitro подвергают воздействию потенци-
ального индуктора ICD, а затем трансплантируют 
подкожно в качестве вакцины без каких-либо имму-
нологических адъювантов. Через одну-две недели 
животным повторно трансплантируют живые опу-
холевые клетки того же типа в минимальной дозе, 
необходимой для образования опухолевых узлов, 
и наблюдают за ростом опухоли в течение 40–60 
дней (рис. 4) [4, 35, 60]. Для оценки эффективно-
сти вакцинации учитывают не только долю мышей 
без опухоли, но обычно и скорость роста опухолей, 
если опухоли развиваются, несмотря на индуци-
рованный вакциной адаптивный иммунный ответ. 
Специфичность развития противоопухолевого от-
вета подтверждается повторным заражением вак-
цинированных мышей без опухолей в конце экс-
перимента сингенными раковыми клетками другой 
линии, которые, как ожидается, вызовут прогрес-
сирующие неопластические поражения у 100% 
мышей. Усиление эффективности терапии любым 
индуктором регулируемой гибели опухолей, расту-
щих в иммунокомпетентных мышах по сравнению 
с иммунодефицитными, указывает на потенциаль-
ную способность такого индуктора запускать ICD. 
Однако такая схема эксперимента не позволяет 
различить индукцию ICD и иммуностимуляцию, 
не связанную с ICD. Некоторые противоопухоле-
вые препараты – доцетаксел, цисплатин, 5-фтор-
урацил, гемцитабин и др. – не вызывают ICD, од-
нако опосредуют иммуномодулирующие эффекты 
в микроокружении опухоли, напрямую воздействуя 
на популяции иммунных клеток. Хотя такие имму-
номодулирующие эффекты важны для максималь-
ной эффективности терапии в клинике, они не свя-
заны с индукцией ICD [12, 61].
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Рис. 4. Классическая схема противоопухолевой вакцинации опухолевыми клетками, обработанными потенциаль-
ным индуктором ICD, с последующей ревакцинацией живыми опухолевыми клетками того же типа
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Равноценным подходом к оценке ICD in vivo 
в иммунокомпетентных сингенных системах мо-
жет быть измерение роста опухоли, локализован-
ной дистантно от обрабатываемого опухолевого 
образования при использовании локально направ-
ленного ионизирующего излучения или внутрио-
пухолевой доставки терапевтических агентов [62]. 
Такой подход также эффективен, если опухоль до-
ступна только для цитотоксических Т-лимфоцитов 
(ЦТЛ), например при метастазах в головном мозге 
у пациента, получающего химиопрепараты, кото-
рые не пересекают гематоэнцефалический барьер 
[63]. Модели так называемой «скрытой реакции», 
т.е. регрессии опухолевых поражений, находящих-
ся далеко от места обработки ионизирующим излу-
чением первичного опухолевого очага у пациентов, 
оказались очень полезными в этой ситуации [64]. 
Такое моделирование индукции ICD ex vivo по-
зволяет характеризовать DAMPs, высвобождаемые 
опухолевыми клетками, реагирующими на стресс in 
situ; осуществлять иммунологическое профилирова-
ние АПК и ЦТЛ, лежащих в основе инициирования 
и реализации противоопухолевого иммунитета in 
vivo, а также идентифицировать последовательно-
сти запускаемых механизмов ICD и их соответствие 
с наблюдаемыми реакциями in vitro. 

ПРЕПАРАТЫ, ВЫЗЫВАЮЩИЕ ИММУНОГЕННУЮ 
КЛЕТОЧНУЮ ГИБЕЛЬ 

Химиотерапевтические препараты
Впервые индукция иммуногенной клеточной гибе-
ли была показана для препарата антрациклинового 
ряда – доксорубицина [4]. Некоторые химиотерапев-
тические препараты, часть из которых представле-

на в табл. 2, также обладают способностью индуци-
ровать ICD [9, 65–67].

Пептиды с противоопухолевой активностью

Пептид LTX-315. Некоторые пептиды, обладаю-
щие противоопухолевой активностью, также спо-
собны индуцировать ICD. Например, такой катион-
ный амфифильный синтетический пептид LTX-315 
пермеабилизует внутреннюю митохондриальную 
мембрану, вызывая некротическую гибель клеток 
[74]. Внутриопухолевые инъекции LTX-315 приво-
дят к полному исчезновению меланомы мышей B16, 
причем такие мыши устойчивы к последующим 
инъекциям живых опухолевых клеток B16. Пептид 
LTX-315 вызывает активацию всех основных моле-
кулярных маркеров ICD: экспозицию CRT, высво-
бождение HMGB1 и ATP, интерфероновый ответ 
без активации клеточных каспаз, что говорит о пути 
клеточной гибели, отличной от апоптоза [74, 75]. 

Противоопухолевый пептид RT53 класса CPP. 
Синтетический противоопухолевый пептид RT53, 
относящийся к классу CPP (белки с высокой про-
никающей способностью), вызывает гибель опухоле-
вых клеток по пути нерегулируемого некроза с при-
знаками ICD [76]. Показано, что после вакцинации 
RT53-обработанными клетками меланомы B16F10 
только 25% мышей не имели опухолей в месте по-
вторной трансплантации [77]. Формирование проти-
воопухолевого иммунитета при действии пептида 
RT53 подтверждено также на мышах C57BL/6, кото-
рым провели профилактическую вакцинацию RT53-
обработанными клетками фибросаркомы MCA205, 
что выражалось только в снижении темпа роста 

Таблица 2. Химиотерапевтические препараты, вызывающие иммуногенный апоптоз

Химиопрепараты Типы опухолевых клеток Признаки индукции ICD, DAMPs Эффективность 
вакцинации, %

Антрациклины (доксорубицин, 
даунорубицин, идарубицин), 
липосомы с доксорубицином 

[4, 68]

Карцинома кишечника 
мыши CT26

Экспозиция CRT, стресс ЭПР, 
фосфорилирование eIF2α, высво-
бождение HMGB1, секреция ATP 

Доксорубицин, 80
Даунорубицин, 35
Идарубицин, 45

Оксалиплатин
[9, 69–71]

Карцинома кишечника 
мыши CT26, рак толстой 

кишки человека RKO 
и HCT116

Экспозиция CRT, высвобождение 
HMGB1 Оксалиплатин, 80

Ингибиторы микротрубочек 
(колхицин, CMQ, FMQ, ноко-
дазол, эпотилон B, таксотер) 

[67, 72]

Карцинома кишечника 
мыши CT26

Стресс ЭПР, экспозиция CRT, 
PERK-зависимое фосфорилиро-

вание eIF2α
Нокодазол, 80

Сердечные гликозиды (дигок-
син DIG, дигитоксин DIGT) 

[65, 73]

Фибросаркома мыши 
MCA205, меланома мыши 

B16

Экспозиция CRT, высвобождение 
HMGB1, секреция ATP

DIG/DIGT + 
цисплатин – 70–90

DIG/DIGT +  
митомицин – 60–90



ОБЗОРЫ

 ТОМ 14 № 1 (52) 2022 | ACTA NATURAE | 49

опухолей, но не приводило к полному отсутствию 
опухоли в месте повторной трансплантации [76].

RIG-1-подобные геликазы. Среди пептидных индук-
торов ICD также можно отметить RIG-1-подобные 
геликазы. В отличие от LTX-315 и RT53, RIG-
подобная геликаза RIG-1 вызывала гибель опухоле-
вых клеток поджелудочной железы мыши Panc02 
по пути апоптоза с признаками ICD. Помимо стан-
дартного набора маркеров ICD было отмечено уве-
личение продукции интерферонов и некоторых 
провоспалительных цитокинов. Важно отметить, 
что дендритные клетки селезенки эффективно по-
глощают опухолевые клетки, обработанные RIG-1, 
и презентируют опухоль-ассоциированные антигены 
наивным CD8+ T-клеткам [78]. 

Рекомбинантный аналог лактаптина RL2. В не-
давних исследованиях было показано, что реком-
бинантный аналог проапоптотического белка лак-
таптина из молока человека (RL2) [79, 80] способен 
к индукции ICD in vitro, путем активации полного 
каскада маркеров иммуногенной клеточной гибели, 
а также к индукции противоопухолевой иммунной 
реакции в модели профилактической вакцинации 
[81]. Так, в экспериментах на иммунокомпетентных 
мышах C3H/He показано, что вакцинация мышей 
RL2-обработанными клетками рабдомиосаркомы 
мыши MX-7 приводит к тому, что после повторной 
трансплантации опухолевый узел не развивался 
у 43% мышей. Также стоит отметить, что скорость 
роста опухолей, которые все же развились, была 
существенно ниже, чем в контрольной группе жи-
вотных. Использование этилпирувата, ингибитора 
индоламин-2,3-диоксигеназы, в комбинации с клет-
ками, инкубированными с RL2, усилило вакцини-
рующий эффект RL2-обработанных клеток до 60% 
[81].

Онколитические вирусы в индукции ICD
Показано, что гибель клеток, зараженных неко-
торыми немодифицированными онколитическими 
вирусами, такими, например, как вирусы болез-
ни Ньюкасла, кори, осповакцины (ВОВ) и вирус 
коксаки B3, происходит с активацией типичных 
маркеров ICD [82–84]. Сравнение способности аде-
новируса человека, вируса леса Семлики и ВОВ 
дикого типа вызывать ICD показало, что все три 
вируса стимулируют высвобождение маркеров 
ICD, активацию и созревание дендритных клеток, 
однако только опухолевые клетки, инфицирован-
ные вирусом леса Семлики, стимулировали созре-
вание Т-хелперов типа 1 (Th1) и индуцировали 
антиген-специфическую активацию Т-клеток [85]. 

Установлено, что дендритные клетки, фагоцити-
рующие опухолевые клетки, которые инфициро-
ваны ВОВ, не могут индуцировать Т-клеточные 
ответы. С другой стороны, аттенуированные ВОВ 
активировали пути STING и Batf3 в дендритных 
клетках и индуцировали мощный противоопухоле-
вый иммунитет [86]. Таким образом, модификацию 
генома ВОВ можно, по-видимому, рассматривать 
в качестве стратегии преодоления иммуносупрес-
сии, характерной для ВОВ дикого типа. Показано 
[84], что при инкубации с клетками меланомы че-
ловека вирус JX-594 (Pexa-Vec) вызывает экспо-
зицию CRT, высвобождение HMGB1 и активацию/
созревание дендритных клеток. Рекомбинантный 
вирус VV-GMCSF-Lact приводит к гибели опухо-
левых клеток различного гистологического про-
исхождения с признаками ICD [87, 88]. Недавно 
обнаружили, что терапия глиомы вирусами бо-
лезни Ньюкасла индуцирует адаптивный иммун-
ный ответ в отношении клеток глиомы, что яв-
ляется частью противоопухолевого ответа [89]. 
Рекомбинантный аденовирус, несущий трансген 
CD40, индуцирует Т-хелперный ответ типа 1, кото-
рый ведет к активации цитотоксических Т-клеток 
и снижению иммуносупрессии [90]. 

Физико-химические подходы 
к противоопухолевой терапии с потенциалом 
индукторов ICD 
В настоящее время показано, что вызывать гибель 
опухолевых клеток с признаками ICD способны раз-
личные подходы, в которых используются физиче-
ские воздействия, такие, как ионизирующее излуче-
ние, фотохимиотерапия, фотодинамическая терапия, 
фотоиммунотерапия в ближнем инфракрасном диа-
пазоне, высокое гидростатическое давление, тепло-
вой шок, наноимпульсная стимуляция, гипертермия 
и облучение холодной плазмой [12]. 

Радиотерапия. Радиотерапия является одним 
из направлений местного лечения опухолей, одна-
ко известно, что ионизирующее излучение также 
приводит к элиминации опухолевых клеток в от-
даленных метастазах, что говорит об активации 
иммунной системы при применении радиации [91]. 
В экспериментах in vitro показано, что радиотера-
пия вызывает дозозависимую гибель клеток триж-
ды негативной опухоли молочной железы с экспо-
зицией CRT и высвобождением ATP и HMGB1 [92]. 
Для усиления иммуногенной составляющей радио-
терапии используют также комбинации с клиничес-
ки эффективными химиопрепаратами, вызываю-
щими иммуногенную клеточную гибель, например 
оксалиплатином или паклитакселом [92]. 
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Гипертермия. В настоящее время было показано, 
что тепловой шок выше 42оС (гипертермия) спосо-
бен запускать каскад ICD in vitro и вызывать им-
муногенные эффекты на мышах. Так, профилакти-
ческая вакцинация опухолевыми клетками CT26, 
подвергнутыми тепловому шоку (47оС), приводила 
к значительному торможению роста опухоли в ме-
сте инокуляции живых клеток и увеличению выжи-
ваемости вакцинированных животных [93]. 

Наноимпульсная стимуляция. Показано, что воз-
действие наноимпульсов приводит к полной регрес-
сии слабоиммуногенной метастатической карцино-
мы молочной железы мыши 4T1-Luc [94]. Интересно 
также наблюдение, согласно которому спонтанные 
метастазы в отдаленные органы реже детектирова-
лись даже у тех животных, у которых не произо-
шла полная регрессия опухоли. После наноимпульс-
ной стимуляции и регрессии опухоли все мыши 
были устойчивы к повторному заражению опухоле-
выми клетками, демонстрируя эффект, аналогичный 
вакцинации. Показано, что лечение наноимпульса-
ми индуцировало противоопухолевый иммунитет, 
стимулировало созревание Т-клеток памяти, вело 
к разрушению микроокружения опухоли и снижало 
количество иммуносупрессорных клеток в микро-
окружении опухоли и крови. 

Холодная плазменная струя (ХПС). Холодная плаз-
менная струя (ХПС) – одно из новых перспектив-
ных направлений в лечении злокачественных об-
разований. Обработка ХПС ведет к избирательной 
гибели клеток меланомы [95], опухолей кишечника 
[96], легкого [97, 98], поджелудочной железы [99], 
желудка [100], молочной железы [101], глиобласто-
мы [102] in vitro. 

Воздействие ХПС на опухолевые клетки также 
может запускать иммуногенную клеточную гибель. 
Показано, что гибель клеток меланомы Hmel1 MM 
и опухоли поджелудочной железы PANC-1 под воз-
действием культуральной среды, облученной ХПС, 
сопровождается экспозицией CRT и высвобождени-
ем ATP, что предполагает потенциальное исполь-
зование активированных плазмой сред в качестве 
индуктора гибели клеток через активацию систе-
мы врожденного иммунитета [103]. Установлено, 
что даже фосфатный буфер, облученный ХПС, спо-
собен запускать каскад ICD in vitro [104]. Прямая 
обработка опухолевых клеток ХПС также может 
индуцировать ICD, вызывая экспозицию кальрети-
кулина, HSP70 на внешнюю мембрану и секрецию 
ATP и HMGB1 [105]. Установлено также, что об-
работка опухолевых клеток ХПС in vitro вызыва-
ет высвобождение DAMPs, характерных для ICD, 

и вакцинация мышей клетками CT26, облученными 
ХПС, приводила к тому, что у 30% мышей не разви-
валась опухоль в месте повторного введения живых 
опухолевых клеток, а размер 90% опухолей, раз-
вившихся у вакцинированных мышей, был меньше 
среднего размера опухолей в контрольной группе 
[106]. Облучение опухолей рабдомиосаркомы MX-7 
холодной плазмой in vivo вызывало временное уве-
личение уровня HMGB1 в сыворотке животных-
опухоленосителей [105].

Таким образом, некоторые физические методы 
терапии опухолей можно рассматривать как индук-
торы ICD и оценивать вклад противоопухолевого 
иммунного ответа в эффективность терапии опухо-
лей у пациентов.

ПОДАВЛЕНИЕ ПРОТИВООПУХОЛЕВОГО 
ИММУННОГО ОТВЕТА ПРИ ИНДУКЦИИ ICD
Помимо эндогенных факторов, которые активиру-
ют иммунную систему, существует несколько ме-
ханизмов супрессии иммунного ответа с помощью 
ингибирующих сигналов. В процессе прогрессии 
опухоль приобретает ряд свойств, которые позво-
ляют ей ускользать от иммунной системы [107]. 
Микроокружение опухоли препятствует проник-
новению инфильтрирующих опухоль лимфоцитов, 
ограничивая поступление питательных ресурсов 
и выделяя ингибиторные сигналы. В развитии им-
муносупрессивного микроокружения опухоли важ-
ное место занимают плазмацитоидные дендритные 
клетки, опухоль-ассоциированные макрофаги и ми-
елоидные супрессорные клетки, секретирующие 
противовоспалительные цитокины и экспрессиру-
ющие иммуносупрессорные метаболические фер-
менты, такие, как индуцибельная синтаза оксида 
азота (iNOS), индоламин-2,3-диоксигеназа (IDO), 
триптофан-2,3-диоксигеназа (TDO) и аргиназа [108, 
109]. Уменьшение количества триптофана под дей-
ствием IDO1 и одновременное увеличение уровня 
его метаболитов стимулирует иммуносупрессивные 
свойства опухоли и ее микроокружения преимуще-
ственно за счет развития толерантности АПК, им-
мунотолерантности Т-клеток и гибели иммунных 
клеток [110]. Такое подавление T-клеточного мета-
болизма может ингибировать эффекторную актив-
ность Т-клеток, одновременно стимулируя регуля-
торные Т-клетки и выступая в качестве барьера 
для эффективной иммунотерапии. Для опухолей 
характерно быстрое истощение питательных ве-
ществ, например глюкозы, и накопление продуктов 
метаболизма, таких, как лактат или кинуренин, ко-
торые непосредственно ингибируют Т-клетки [111]. 
Наряду с такими сигналами, как CRT, которые при-
влекают клетки с фагоцитарной активностью, опу-
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холевые клетки способны экспонировать на своей 
поверхности молекулы, являющиеся антагонистами 
сигналов «съешь меня» (молекулы CD47), что пода-
вляет кальретикулин-опосредованный фагоцитоз. 
Взаимодействие CD47 с рецептором SIRPα на ден-
дритных клетках служит сигналом, ингибирующим 
фагоцитоз [112]. Активация перечисленных меха-
низмов, вероятно, может мешать реализации ка-
скада ICD и защищать опухолевые клетки от атаки 
иммунной системы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Иммуногенная гибель клеток представляет собой 
уникальную реакцию, которая инициируется кле-
точным стрессом и завершается гибелью клеток 
с активной секрецией или пассивным высвобожде-

нием многочисленных аларминов. Важное значение 
ICD в борьбе с онкологическими заболеваниями об-
условлено ее способностью вызывать противоопу-
холевые иммунные реакции, которые усиливают 
терапевтический эффект препаратов химиотерапии 
и радиотерапии. Подробное исследование молеку-
лярных маркеров ICD позволит прогнозировать ак-
тивацию противоопухолевого иммунного ответа in 
vivo при использовании определенных противоопу-
холевых препаратов и подходов. 

Обзор подготовлен при поддержке 
РФФИ № 19-34-90134 (Аспиранты), РНФ 

№ 19-19-00255 и проекта базового бюджетного 
финансирования Минобрнауки РФ  

№ 0245-2019-0001.
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РЕФЕРАТ Традиционные средства адресной доставки наноструктур, такие, как антитела, трансферрин, 
лектины или аптамеры, зачастую могут вызывать целый спектр нежелательных эффектов. При этом 
большой размер антител часто не позволяет разместить необходимое количество молекул на поверх-
ности наноструктур, а константные домены тяжелых цепей, благодаря их эффекторным функциям, 
могут вызывать фагоцитоз. В последние два десятилетия гораздо более эффективными инструментами 
для направленной доставки считаются миметики антител – адресные полипептидные скаффолдовые 
(каркасные) молекулы неиммуноглобулиновой природы. Они обладают малым размером (3–20 кДа), 
высокой аффинностью (от субнано- до фемтомолярных значений констант связывания), низкой им-
муногенностью, исключительной термодинамической стабильностью. Эти молекулы эффективно на-
рабатывают в бактериальных продуцентах и с помощью генно-инженерных манипуляций создают 
мультиспецифичные белки слияния для нацеливания наночастиц на клетки с заданным молекулярным 
профилем, что делает скаффолдовые полипептиды оптимальным средством для тераностики. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА наночастицы, дарпины, аффибоди, антикалины, каркасные белки, ADAPT, HER2, 
HER1, EGFR, EpCAM, конъюгация, адресная доставка.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЛППР – локализованный поверхностный плазмонный резонанс; МРТ – маг-
нитно-резонансная томография; МЧ – магнитные наночастицы; ПМАО – чередующийся сополимер 
малеинового ангидрида с 1-октадеценом; ПЭГ – полиэтиленгликоль; ПЭТ – позитронно-эмиссионная 
томография; ADAPT – каркасный белок на основе домена, связывающего альбумин; Bs-C-Mms6 – бар-
стар, слитый с C-Mms6; DARP – дарпин (designed ankyrin repeat protein); DARP 9_29-Bn – дарпин 
9_29, слитый с барназой; DARP-LoPE –дарпин 9_29, слитый с LoPE; DOTA – додекантетрауксусная 
кислота; EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид; eEF2 – эукариотический фактор элон-
гации 2; IGF-1R – рецептор инсулиноподобного фактора роста 1; EpCAM – рецептор, молекула кле-
точной адгезии эпителия; EPR – эффект повышенной проницаемости и удержания; HER2 – рецеп-
тор эпидермального фактора роста 2 человека; IgE – иммуноглобулин E; IgG – иммуноглобулин G; 
NHS – гидроксисукцинимид; PE, ETA – экзотоксин А синегнойной палочки Pseudomonas aeruginosa; 
PRINT – технология репликации в несмачиваемых молдах (particle replication in nonwetting templates); 
ScFv – одноцепочечный фрагмент легкой и тяжелой цепи иммуноглобулина; SBP – пептид, связыва-
ющий SiO2-поверхность; SPIO – суперпарамагнитные наночастицы; TNF-α – фактор некроза опухоли; 
VEGF-A – фактор роста сосудистого эндотелия.

1. ВВЕДЕНИЕ
Разработка новых и совершенствование уже суще-
ствующих методов высокочувствительной диагно-
стики и адресной терапии онкологических заболе-
ваний – одно из основных направлений современной 
нанобиомедицины. При этом ключевую проблему 

тераностики относительно нового подхода к созда-
нию препаратов, которые одновременно являются 
средствами ранней диагностики, терапевтическими 
агентами и инструментами мониторинга эффектив-
ности проводимой терапии, представляет адресная 
доставка препаратов [1, 2].
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Перспективными объектами для создания агентов 
для тераностики являются наночастицы различной 
природы (рис. 1). Наночастицы обладают самым ши-
роким спектром уникальных характеристик: име-
ют малый размер, высокое соотношение площади 
поверхности к количеству объемных атомов, спо-
собность образовывать комплексы «наночастица–
лиганд», в том числе с большими (относительно соб-
ственного размера) соединениями (такими, как белки, 
различные лекарственные препараты и др.), и селек-
тивно доставлять их к заданной цели, реализуя тем 
самым стратегию адресной доставки. Эти и многие 
другие преимущества позволяют использовать на-
ночастицы в качестве диагностических и терапев-
тических агентов в различных областях медицины, 
в частности, для обнаружения и оптической визуали-
зации злокачественных новообразований и адресной 
доставки лекарственных препаратов. Однако успеш-
ное внедрение нанобиокомплексов в клиническую 
практику ограничено рядом причин. Так, в частно-
сти, необходимо иметь конструкции, обладающие ми-
нимальной токсичностью, высокой специфичностью 
распознавания мишени, максимальной терапевтиче-
ской и нацеливающей эффективностью. При этом та-
кие комплексы должны обладать низкой иммуноген-
ностью, чтобы обеспечить возможность проведения 
нескольких курсов терапии.

В терапии опухолей уже применяется более 20 
препаратов на основе наночастиц, а ряд соединений 
проходит завершающие фазы клинических испы-
таний. Эффективность этих препаратов, например, 
липосомной формы доксорубицина (липосомы – 
Миоцет или липосомы, покрытые ПЭГ – Келикс) 
или мицеллярной формы паклитаксела (Генексол-
РМ), основана на эффекте повышенной проницае-
мости и удержания сосудов опухоли (EPR-эффект, 
enhanced permeability and retention effect). В свя-
зи с высокой потребностью в кислороде и питании 
в опухоли возникает новая сосудистая сеть, сфор-
мированная дефектными эндотелиальными клетка-
ми с широкими фенестрациями (до 4 мкм), при этом 
сосуды не имеют гладкомышечного слоя и эндоте-
лиальные клетки обладают недостатком рецепторов 
ангиотензина II. Нарушение лимфооттока, наблю-
даемое в агрегатах опухолевых клеток размером 
150–200 мкм, окруженных такой сосудистой сетью, 
позволяет молекулам и наноструктурам размером 
до 150 нм задерживаться в области опухоли и ока-
зывать терапевтическое воздействие.

Однако EPR-эффект характеризуется значи-
тельной гетерогенностью (как между разными опу-
холевыми моделями, так и в пределах даже од-
ной опухоли) и гораздо более выражен у грызунов 
с ксенографтными опухолями по сравнению с опу-

холями у людей. Это связано с более низкой скоро-
стью роста опухоли у человека и формированием 
нормальной сосудистой сети с развитым лимфоот-
током по сравнению с быстропролиферирующими 
опухолями у грызунов [3, 4]. При этом, даже в слу-
чае действительно сильного EPR-эффекта (напри-
мер, при быстро развивающейся саркоме Капоши), 
в опухоль попадает лишь незначительное число 
введенных наночастиц (менее 0.7%) [5]. На сегод-
няшний день нерешенными остаются следующие 
проблемы нанобиомедицины: терапия агрессивных 
метастазирующих опухолей [6], интеграция методов 
персонализированной неинвазивной диагностики 
и терапии [7], создание физиологически релевант-
ных животных моделей с ксенотрансплантатами [4].

Существуют различные подходы к направленной 
доставке соединений в область опухоли, в основ-
ном, предполагающие повышение эффективности 
связывания с раковыми клетками, клетками эндо-
телия или клетками иммунной системы [8], интер-
нализацию соединений в клетку и их контролируе-
мое высвобождение (в том числе под воздействием 
внешних факторов – света, pH, температур, элек-
тромагнитных полей и др.) [9–13]. Поверхность на-
ноструктур модифицируют направляющими агента-
ми различной природы, например, антителами и их 
производными [14, 15], трансферрином, эпидермаль-
ным фактором роста, лектинами [16], молекулами 
на основе ДНК/РНК (аптамеры, белково-нуклеи-
новые кислоты), низкомолекулярными веществами 
(фолиевая кислота, сахара – например, галактоза-
мин) и другими соединениями.

Использование этих молекул приводит к целому 
спектру нежелательных эффектов. Так, большой 
размер антител IgG часто не позволяет эффектив-
но использовать поверхность наноструктур при их 
модификации; константные домены тяжелых цепей 
обладают эффекторными функциями, которые мо-
гут вызывать фагоцитоз, приводя к воспалительным 
процессам, не участвуя при этом в селективном рас-
познавании мишени, или к нежелательной иммуно-
модуляции in vivo. Размер антител ограничивает 
диффузию молекул в глубину опухоли. 

Более эффективными инструментами нацелива-
ния наноструктур на клетки-мишени представля-
ются адресные полипептидные каркасные молекулы 
неиммуноглобулиновой природы, которые получают 
технологиями фагового, клеточного или рибосомно-
го дисплея. Данные полипептиды получают путем 
мутагенеза белковых мотивов, участвующих в бе-
лок-белковых взаимодействиях в живых системах. 
К наиболее ярким представителям данной группы 
нацеливающих соединений относятся аффибоди 
и дарпины (рис. 1). 
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Рис. 1. Наночастицы как платформа для создания средств тераностики. На схеме представлена наночастица 
«ядро–оболочка», служащая матрицей для загрузки как диагностических (флуоресцентных или радиоактивных), 
так и терапевтических соединений (химиотерапевтические вещества, гены). Поверхность наночастицы модифи-
цируют различными направляющими соединениями: традиционно с этой целью применяют антитела (IgG, 150 
кДа) либо скаффолдовые полипептиды – дарпины (14 кДа) или аффибоди (8 кДа). Представлены нанострукту-
ры, нацеленные на онкомаркер HER2, сверхэкспрессирующийся на поверхности клеток рака молочной железы 
человека. Рисунок создан в Biorender.com
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2. ОСНОВНЫЕ СТРУКТУРНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
СКАФФОЛДОВЫХ БЕЛКОВ И ИХ ПРЕИМУЩЕСТВА 
ПЕРЕД ПОЛНОРАЗМЕРНЫМИ АНТИТЕЛАМИ
Гибридомная технология получения монокло-
нальных антител, описанная Георгом Кёлером 
и  Сезаром  Мильштейном  и   удо с тоенная 
Нобелевской премии по физиологии и медици-
не за 1984 год, позволила значительно преуспеть 
в реализации концепции «магической пули». Эта 
концепция, сформулированная Паулем Эрлихом, 
заключается в создании эффективного способа 
доставки терапевтического средства только к оча-
гу болезни без воздействия на здоровые ткани 
и без развития нежелательных побочных эффек-
тов. На сегодняшний день более восьми десят-
ков антител уже прошли клинические испытания 
и одобрены для использования в клинике. Однако 
даже эти антитела вызывают целый спектр неже-
лательных эффектов, что привело к интенсивному 
развитию направления синтетической биологии, 

посвященного созданию скаффолдовых распозна-
ющих белков. 

За последние 20 лет во многом благодаря техноло-
гии синтетических библиотек получены разнообраз-
ные каркасные распознающие белки. Как и антитела, 
эти белки имеют консервативную каркасную часть 
и вариабельную распознающую часть. Специфически 
связывающие скаффолдовые белки обычно получа-
ют с помощью комбинаторных библиотек, которые 
содержат наборы генов, различающихся в вариа-
бельной области. В частности, разрабатывают белки 
на основе доменов липокалинов, цинковых пальцев, 
src-гомологичных доменов, PDZ-доменов, доме-
нов ингибиторов сериновых протеаз типа Кунитца, 
цистатинов, ДНК-связывающего белка Sac7d, 
A-доменов различных мембранных рецепторов, до-
менов гамма-B-кристаллина и убиквитина, а также 
ряда других. На сегодняшний день создано более 20 
классов миметиков антител, основные представители 
которых представлены в таблице.

Основные представители скаффолдовых (каркасных) белков – миметиков антител

Белки Основа белков – скаффолд (каркас) Молекулярная 
масса, кДа

Репрезентативные 
источники

Авимеры Домен А внеклеточных рецепторов 4 [17, 18]
Адгироны Домен фитоцистатина 10 [19]

Аднектины (монободи) FN3-домен фибронектина 10 [20–22]
Атримеры Домен CTLD тетранектина 60–70 [23]

Антикалины Домены липокалина 20 [24, 25]

Аффибоди Z-домен белка А клеточной стенки золотистого 
стафилококка 6 [26] 

Аффилины Домены гамма-B-кристаллина / убиквитина 20 /10 [27, 28]

Аффимеры Домены цистатина – ингибитора цистеиновых 
протеаз 12 [29, 30]

Аффитины (нанофитины) Домены ДНК-связывающего белка Sac7d 7 [31–33]
Дарпины Анкириновый повтор белка дрозофилы 14–18 [34–37]
Кноттины Богатые дисульфидами пептидные токсины 3 [38]

Ободи Домен распознавания антикодона из аспартил-
тРНК-синтазы 10 [39]

Полипептиды на основе  
домена Кунитца Домен Кунитца сериновых протеаз 6 [40]

Пронектины 14 домен фибронектина человека 75 [41]

Репебоди Лейцин-богатые повторы вариабельных  
рецепторов лимфоцитов 3–30 [42]

Финомеры SH3-домен киназы Fyn  
(src-гомологичные домены) 7 [43]

Центирины Fn3-домены тенасцина-С 9 [44]
ADAPT (ABD-Derived  

Affinity Proteins) Альбуминсвязывающий домен белка G 5 [45]

NanoCLAMP (nano-CLostridial 
Antibody Mimetic Proteins) Углеводсвязывающий домен гиалуронидазы C 16 [46]

ARM (Armadillo  
Repeat Proteins) Белки с доменом Armadillo дрозофилы 39 [47]

PDZ-белки Домены PSD-95/Discs-large/ZO-1 10 [48]
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Представленные белки обладают малым разме-
ром (8–20 кДа), высокой аффинностью к молекуляр-
ным мишеням (субнано–фемтомолярные значения 
константы связывания) и оптимальными биохими-
ческими и термодинамическими характеристиками. 
Они остаются долгое время стабильными при воз-
действии высоких температур (вплоть до 80°С), 
при низких значениях pH (вплоть до pH 2) и дей-
ствии хаотропных агентов. Введение цистеинов 
в состав этих белков позволяет получать как диме-
ры с заданными характеристиками, так и проводить 
региоселективную модификацию белков различ-
ными соединениями посредством образования ди-
сульфидных связей. Низкая иммуногенность белков, 
вызванная их синтетической природой, позволяет 
использовать их в терапевтических целях, особен-
но в тех случаях, когда одного курса терапии не-
достаточно для достижения ремиссии и существует 
необходимость в проведении повторных инъекций 
препарата.

Все классы данных белков имеют свободные 
(вне распознающей области) N- и C-концы, что по-
зволяет проводить эффективную химическую конъ-
югацию белков с полимерами на поверхности на-
ночастиц, а также создавать генно-инженерные 
конструкции (например, слитые белки, состоящие 
из скаффолдов и белковых токсинов) для терапев-
тических применений. Малый размер скаффолдов 
позволяет значительно увеличить количество их 
молекул, прикрепляемых к поверхности наночастиц, 
по сравнению с IgG. На сегодняшний день для до-
ставки наночастиц к молекулярным мишеням наи-
более часто используют только дарпины, аффибо-
ди и производные альбуминсвязывающего домена 
(ABD) (рис. 2). Также проведен ряд исследований, 
направленных на создание наночастиц для адресной 
доставки на основе репебоди [49–51], аффимеров 
[52], аффитинов [53–55] и кноттинов [56].

3. ДАРПИНЫ КАК ИНСТРУМЕНТ ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ 
ДОСТАВКИ НАНОЧАСТИЦ К МИШЕНЯМ
Дарпины (DARPin, Designed Ankyrin Repeat 
Protein), или белки c анкириновыми повторами – 
уникальные инструменты для задач персонифици-
рованной медицины и фундаментальных исследова-
ний в области молекулярной и клеточной биологии 
[57, 58]. В основе этих белков лежат анкириновые 
повторы – серия плотно упакованных повторов, 
каждый из которых состоит примерно из 33 ами-
нокислотных остатков. В свою очередь, каждый по-
втор состоит из двух альфа-спиралей, связанных 
короткой петлей, и одного бета-поворота, связыва-
ющего данный повтор со следующим. Белки с анки-
риновыми повторами образуют правозакрученный 

соленоид, в котором имеется протяженный гидро-
фобный остов и гидрофильная поверхность, доступ-
ная растворителю [59]. Они часто опосредуют белок-
белковые взаимодействия внутри клетки, например, 
в качестве белков цитоскелета, инициаторов транс-
крипции или регуляторов клеточного цикла. В при-
роде обычно встречаются белки с четырьмя–шестью 
повторами, но иногда число повторов больше 29. 
Семь аминокислотных остатков из повтора (шесть 
из бета-поворота и один из спирали) формируют 
связывающую поверхность; при создании рекомби-
нантных библиотек в кодоны именно этих остатков 
вводят случайные замены. Дарпины часто отбира-
ют с применением технологии рибосомного дисплея. 
Дарпины, как правило, формируют из двух-трех 
повторов (иногда четырех), последовательно распо-
ложенных между N- и C-концами. Молекулярная 
масса таких каркасных белков зависит от количе-
ства повторов и составляет 14–18 кДа, если состоит 
из двух-трех повторов. Дарпины являются чрез-
вычайно термостабильными белками, выдержива-
ющими достаточно суровые условия – нагревание 
до 90°С, действие протеаз и хаотропных агентов. 
Получены дарпины к мембраноассоциированным 
онкомаркерам: EpCAM, VEGF-A, HER2, а также 
к мальтозосвязывающему белку, МАР-киназе, ка-
спазе-2, антителу IgE, а также CD4 [35, 60–62].

Поскольку дарпины формируют достаточно жест-
кий каркас и распознающую поверхность, при рас-
познавании мишени часто возникают проблемы 
стерического характера. Для решения этой пробле-
мы разработан новый схожий класс соединений – 
LoopDARPin с мягкими выступающими распозна-
ющими петлями, которые не нарушают структуру 
самого каркасного белка [63].

3.1. Комплексы магнитных наноструктур 
с дарпинами для направленной доставки
В цикле работ [64–68] продемонстрирована успеш-
ная модификация магнитных наноструктур, пред-
ставленных суперпарамагнитными наночастицами 
оксида железа, молекулами DARPin G3 и DARPin 
9_29 [69], селективно распознающими клиниче-
ски значимый онкомаркер HER2 – рецептор эпи-
дермального фактора роста 2 человека. DARPin_
G3 связывается с доменом IV рецептора HER2 
(расположенного наиболее близко к мембране) 
с K = 0.070 нМ [61], а DARPin_9.29 – с доменом I 
рецептора HER2 (наиболее отдаленного от мембра-
ны) с K = 3.8 нМ [34].

Ген ERBB2, кодирующий HER2, играет важную 
роль в развитии злокачественных опухолей чело-
века. Этот ген амплифицирован примерно в 20–30% 
случаях рака молочной железы и во многих других 
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Рис. 2. Адресные скаффолдовые полипептиды для доставки наночастиц-носителей к клеткам-мишеням.  
1. – Широкое разнообразие наночастиц, используемых для диагностических и терапевтических задач. 2. – Сред-
ства модификации поверхности наночастиц нацеливающими молекулами: физическая адсорбция молекул, 
химические методы конъюгации, белковые адапторные системы, генно-инженерные методы. 3. – Адресные 
скаффолдовые белки, уже используемые для адресной доставки наночастиц – дарпины, аффибоди и ADAPT.  
4. – Задачи, решаемые при адресной доставке наночастиц к рецепторам раковых клеток: диагностика, в том 
числе мультимодальная, и терапия, в том числе сочетанная

типах злокачественных опухолей. Сверхэкспрессия 
рецептора HER2 часто коррелирует с высоким ме-
тастатическим потенциалом опухоли, устойчивостью 
к химиотерапии, а также предсказывает высокий 

риск рецидива болезни и снижение общей выжива-
емости пациентов. 

Молекула HER2 уже используется как мишень 
для адресной терапии рака молочной железы и же-
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лудка с использованием гуманизированных анти-
HER2-антител: трастузумаба (Herceptin, Herclon) 
и пертузумаба (Perjeta, Omnitarg) [70, 71]. К со-
жалению, механизмов, связанных с привлечением 
к раковым клеткам молекулы комплемента и ци-
тотоксических лейкоцитов, недостаточно, чтобы 
полностью элиминировать опухоль, что требует 
создания адресных агентов, содержащих допол-
нительные токсичные соединения. Так, при HER2-
положительном раке молочной железы и желудка 
применяется трастузумаб, конъюгированный с ин-
гибитором сборки микротрубочек (трастузумаб-эм-
танзин, Кадсила), который действительно повышает 
эффективность терапии HER2-положительных опу-
холей.

Существует острая необходимость в новых, более 
эффективных методах тераностики данного заболе-
вания. Наночастицы, обладающие диагностически-
ми и терапевтическими свойствами, направленные 
на рецептор HER2, представляются одними из наи-
более перспективных инструментов для разработки 
новых стратегий терапии опухолей.

Магнитные наночастицы с дарпинами DARPin 
G3 и DARPin 9_29 показали свою эффективность 
для тераностики HER2-положительных опухолей. 
Так, методом химической конъюгации получены 
комплексы магнитных наночастиц–DARPin G3, на-
правленных на HER2 на поверхности линии клеток 
SK-BR-3, аденокарциномы молочной железы че-
ловека. В результате стали возможными флуорес-
центная и магниторезонансная визуализация HER2-
сверхэкспрессирующих опухолей in vivo [64].

Использование химической конъюгации дарпина 
DARPin 9_29 с магнитными частицами не позволи-
ло добиться селективного связывания наночастиц 
с клетками-мишенями [67, 68]. Видимо, при прямой 
конъюгации молекул малого размера с поверхно-
стью наночастиц возникают такие проблемы, как 1) 
частичная денатурация белка на поверхности на-
ночастицы, 2) связывание посредством нескольких 
аминогрупп и неориентированное присоединение, 
3) стерические затруднения при распознавании ми-
шени. Эти проблемы решены с помощью белковых 
адапторных систем. В частности, в качестве посред-
ника между поверхностью наночастиц и молекулой 
дарпина использовали высокоаффинную белковую 
пару барназа–барстар.

Пара барназа–барстар является уникальным ин-
струментом для создания мультифункциональных 
средств биомедицины [72–74]. Барстар (10 кДа) – 
природный ингибитор бактериальной рибонуклеазы 
барназы (12 кДа). Эти белки обладают исключи-
тельно высокой аффинностью (константа ассоциа-
ции Kас ~ 1014 М–1) и быстрой кинетикой взаимодей-

ствия (константа скорости образования комплекса 
kon ~ 108 М–1с–1), а их отсутствие в клетках млеко-
питающих позволяет использовать эти белки в кро-
вотоке без возможных проблем, связанных с конку-
рентным связыванием с эндогенными компонентами 
крови. Небольшой размер и высокая константа ас-
социации делают их идеальным «молекулярным 
клеем» для создания различных самособирающихся 
структур на основе различных модулей, где в состав 
одного модуля (например, терапевтического) входит 
один компонент системы (например, барстар), а в со-
став другого (например, дарпин) – другой (напри-
мер, барназа). Подобный «лего»-подход позволяет 
избежать таких стандартных проблем химической 
конъюгации компонентов с наноструктурами и де-
лает возможным получение биологически активных 
структур путем простого смешивания компонентов, 
например: наночастица–барстар + барназа–дарпин.

В частности, разработан новый универсальный 
метод биомодификации наноструктур различной 
природы, заключающийся в использовании пепти-
дов, связывающих твердую фазу, и белкового мо-
дуля барназа–барстар [68]. Метод включает неко-
валентную модификацию поверхности наночастиц 
пептидом, связывающим SiO2-поверхность наноча-
стиц (VKTQATSREEPPRLPSKHRPG)4VKTQTAS 
(silica binding peptide, SBP), генно-инженерно сли-
того с барстаром (SBP-Bs). Эффективность пред-
ложенного метода подтверждена получением 
флуоресцентных и магнитных наночастиц, модифи-
цированных дарпином DARPin 9_29, распознающим 
онкомаркер HER2, и адресной доставкой данных 
наночастиц к раковым клетками со сверхэкспрес-
сией HER2. Для реализации этого подхода получе-
ны и охарактеризованы слитые белки, состоящие 
из SiO2-связывающего полипептида и барстара 
(SBP-Bs), а также DARPin 9_29 и барназы (DARPin 
9_29-Bn). В обоих белках функциональные модули 
связаны гибким пептидным линкером для сохра-
нения функциональной активности, устойчивым 
к действию протеаз. Адресные наночастицы полу-
чали путем самосборки двух компонентов – нано-
частиц с барстаром и адресного дарпина с барна-
зой. Для распознавания мишени – рецептора HER2 
на поверхности клеток – такой подход оказался го-
раздо эффективнее химической конъюгации.

Этот подход обладает универсальностью: можно 
легко заменять компоненты адапторной системы, 
содержащие как барназу, так и барстар. Описано 
12 способов адресной доставки наночастиц, раз-
личным образом модифицированных адресными 
полипептидами через барназу–барстар [68]. В ка-
честве полипептида, опосредующего связь белка 
адапторной системы барназа–барстар с поверхно-
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стью наночастицы, использовали также С-концевой 
фрагмент белка Mms6 – одного из белков оболоч-
ки магнитосом магнитотактических бактерий [67]. 
Самособранные конструкции на основе наночастиц 
магнетита МЧ–Bs-C-Mms6–DARP 9_29-Bn исполь-
зовали для адресной доставки к сверхэкспрессиру-
ющим HER2 клеткам SK-BR-3. Показано, что такие 
конструкции эффективны для селективного мече-
ния и визуализации HER2-положительных клеток 
in vitro [65, 67].

3.2. Модификация золотых наноструктур 
дарпинами
У наноразмерных объектов появляются необычные 
квантово-химические свойства, отличные от свойств 
массивных образцов, которые позволяют создавать 
мультифункциональные средства терапии и диагно-
стики [75–78]. Одно из таких интересных свойств – 
эффект локализованного поверхностно-плазмонного 
резонанса (ЛППР) у наноструктур золота и серебра, 
а также у гибридных наноструктур (например, типа 
ядро/оболочка).

Явление ЛППР основано на резонансном воз-
буждении плазмонов – квазичастиц, представляю-
щих собой кванты колебаний свободных электронов 
на границе раздела двух фаз с различающимися 
показателями преломления при соблюдении усло-
вия полного внутреннего отражения. Если выпол-
нены условия ЛППР, то интенсивность отраженного 
света резко уменьшается в связи с переходом энер-
гии падающей электромагнитной волны в энергию 
плазмона. Поглощенная энергия может переходить 
в тепловую, реализуя тем самым гипертермические 
свойства образца с ЛППР, которые могут приме-
няться в терапии опухолей, клетки которых обла-
дают повышенной чувствительностью к нагреванию.

Фундаментальные исследования направлены 
на изучение свойств наноструктур с ЛППР в основ-
ном из золота и серебра, а также из других менее 
традиционных материалов, таких, как алюминий, 
медь, палладий, платина. В частности, получены на-
ночастицы золота размером 5 нм, модифицирован-
ные DARP 9_29 [79]. Нековалентная стабилизация 
непокрытых наночастиц золота молекулами DARP 
9_29 позволила получить коллоидно стабильные 
комплексы с адресными молекулами, селектив-
но распознающими поверхность раковых клеток, 
экспрессирующих рецептор HER2. Схожий метод 
модификации использован для получения золо-
тых наностержней длиной 50 нм и диаметром 7 нм 
для адресной доставки к HER2-положительным 
клеткам in vitro и их селективного уничтожения по-
средством фототермически индуцированной локаль-
ной гипертермии при возбуждении светом с длиной 

волны 850 нм и мощностью 30 мВт/см2 в течение 
20 мин [80]. Эффективность разработанных адрес-
ных наностержней для локальной гипертермии 
подтверждается практически 100% гибелью только 
HER2-сверхэкспрессирующих клеток при облуче-
нии светом, в то время как необлученные клетки 
и клетки с незначительной экспрессией HER2 оста-
ются полностью жизнеспособными.

3.3. Модификация апконверсионных 
наноструктур дарпинами
Апконверсионные наноструктуры (антистоксовые 
нанофосфоры) – фотолюминесцентные наночасти-
цы, преобразующие электромагнитное излучение 
с более низкой энергией (большей длины волны) 
в электромагнитное излучение с большей энерги-
ей (меньшей длиной волны) [81–85]. Антистоксовые 
нанофосфоры представляют собой кристаллы 
NaYF4, легированные редкоземельными элемента-
ми, а именно Yb3+, Er3+, Tm3+. Такие наноструктуры 
поглощают несколько низкоэнергетичных фотонов 
и переиспускают один более высокоэнергетичный 
фотон, реализуя тем самым явление апконверсии, 
когда длина волны испускания сдвигается в более 
коротковолновую область (синий сдвиг, антисток-
сов сдвиг), в то время как в большинстве процес-
сов флуоресценции в живых системах реализуется 
стоксов сдвиг (красный сдвиг). Нанофосфоры син-
тезируют таким образом, чтобы возбуждение про-
исходило в окне прозрачности биоткани (около 980 
нм), а испускание – в коротковолновом диапазоне, 
подходящем для большинства визуализирующих 
устройств для работы с живыми объектами in vitro 
и in vivo. Антистоксовые нанофосфоры служат пре-
красными метками для визуализации in vivo, по-
скольку благодаря длительной фотолюминесценции 
и разрешенной по времени регистрации сигнала 
существует возможность полностью исключить ау-
тофлуоресценцию биоткани и получить истинный 
сигнал без шума с высокой чувствительностью, 
вплоть до регистрации одиночной частицы.

Нанофосфоры состава  ядро /оболочка = 
NaYF4:Yb,Er,Tm/NaYF4, были покрыты анти-HER2 
дарпином DARPin 9_29 и использованы для адрес-
ной доставки к HER2-положительным раковым 
клеткам в культуре и визуализации ксенотран-
сплантатов опухоли у животных в течение как ми-
нимум 24 ч. Проведено исчерпывающее докли-
ническое исследование общей и специфической 
токсичности таких наноструктур, включая оценку 
их аллергенных, иммунотоксических и репроток-
сических свойств. Полученные экспериментальные 
данные позволяют сделать вывод о том, что как без-
адресные, так и адресные нанофосфоры являются 
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функциональными, нецитотоксичными, биосовме-
стимыми и безопасными для визуализации клеток 
in vitro и опухолей in vivo [86–88].

С целью придания нанофосфорам дополнитель-
ной терапевтической модальности их поверхность 
модифицировали белком DARPin 9_29, слитым ген-
но-инженерными методами с низкоиммуногенным 
фрагментом псевдомонадного экзотоксина A – LoPE 
[89]. Полученный белок DARP-LoPE обладает все-
ми необходимыми для тераностики свойствами – 
адресным взаимодействием с клетками-мишенями 
и цитотоксичностью при связывании с клетками.

Экзотоксин А синегнойной палочки Pseudomonas 
aeruginosa (PE, ETA) – один из наиболее эффектив-
ных индукторов апоптоза за счет ферментативной 
активности, угнетающей трансляцию. PE состоит 
из трех доменов – домен I отвечает за связывание 
и проникновение токсина в клетку, домен II уча-
ствует во внутриклеточном транспорте токсина, до-
мен III обладает собственной ферментативной ак-
тивностью – АDP-рибозилирует эукариотический 
eEF2, блокируя тем самым биосинтез белка в клет-
ке, что в итоге приводит к ее гибели [90]. Для соз-
дания эффективных иммунотоксинов на основе PE 
используют укороченные варианты данного токси-
на, а именно, непосредственно каталитический до-
мен, соединенный с направляющими модулями раз-
личной специфичности. Получены иммунотоксины 
на основе дарпинов, узнающих HER2, соединенные 
с одним из вариантов C-концевого (эффекторного) 
фрагмента PE (LoPE), в составе которого мутиро-
ваны иммунодоминантные эпитопы В-лимфоцитов 
человека [91]. Иммуногенность и системная токсич-
ность такого фрагмента ниже, чем у немодифициро-
ванного фрагмента.

Адресный цитотоксичный белок – иммунотоксин 
DARP-LoPE, конъюгировали с поверхностью анти-
стоксовых нанофосфоров с помощью карбодиимида 
и промежуточного линкера – полиэтиленгликоля. 
Изначально синтезированные нанофосфоры были 
покрыты ПМАО – чередующимся сополимером ма-
леинового ангидрида с 1-октадеценом, и для при-
дания большей коллоидной стабильности – поли-
этиленгликолем [89]. Цитотоксичность адресных 
комплексов нанофосфор–ПЭГ–DARP-LoPE изучена 
на клетках SK-BR-3-Kat. Значение IC50 таких ком-
плексов равно 0.4 мкг/мл, а в контрольных клетках 
CHO, не экспрессирующих HER2, IC50 = 200 мкг/мл, 
что подтверждает адресную цитотоксичность полу-
ченных соединений.

Адресная цитотоксичность значительно уси-
ливалась при использовании иттрия-90 как бета-
эмиттера в составе нанофосфоров. Синтезированы 
радиоактивные антистоксовые нанофосфоры с бе-

та-излучателем (время полураспада которого со-
ставляет 63 ч, что оптимально для биомедицины) 
и модифицированные белком слияния DARP 9_29 
c фрагментом псевдомонадного экзотоксина А, PE 
[92]. Объединение двух терапевтических модально-
стей в составе одной наночастицы приводит к силь-
ному синергическому действию: IC50 составило 
5.2 мкг/мл для адресных наночастиц, 140 мкг/мл 
для наночастиц, допированных иттрием-90, в слу-
чае наночастиц с адресным модулем и иттрием-90 
наблюдали существенное снижение полумаксималь-
ной ингибирующей концентрации: IC50 = 0.0024 мкг/
мл [92].

3.4. Комплексы липидных наноструктур 
и дарпинов
В качестве объектов исследований для задач онко-
тераностики использовали такие липидные структу-
ры, как однослойные липосомы и экзосомы.

Получены липосомы размером 117 ± 41 нм, за-
груженные РНКазой – барназой, и химически конъ-
югированные с анти-HER2 дарпином 9_29 [93, 94]. 
РНКазы представляют интерес как немутагенная 
альтернатива стандартным химиотерапевтическим 
препаратам. Однако многие РНКазы млекопитаю-
щих не являются сильнодействующими токсинами, 
поскольку их существенно подавляет ингибитор ри-
бонуклеазы, присутствующий в цитоплазме клеток 
млекопитающих. Рибонуклеаза барназа выгодно от-
личается тем, что она не обладает мутагенной актив-
ностью, не вызывает сильных побочных токсических 
эффектов и, проникнув в клетку, расщепляет РНК, 
вызывает ее гибель. Активность барназы не пода-
вляется человеческим ингибитором рибонуклеаз. 
Барназа вызывает деградацию РНК с низкой моле-
кулярной массой, а именно тРНК и 5.8S рРНК (но 
не 5S рРНК). При интернализации барназа вызы-
вает блеббинг клеточных мембран и апоптоз путем 
межнуклеосомного расщепления хроматина. С ис-
пользованием липосом, загруженных барназой и мо-
дифицированных анти-HER2 дарпином, установлена 
эффективность терапии HER2-положительных ксе-
нографтных опухолей BT474 у лабораторных жи-
вотных. IC50 барназы в составе адресных липосом 
составила 0.11 нМ для клеток BT474 в культуре in 
vitro, эффективность ингибирования опухолевого ро-
ста in vivo составила 84%. Комбинирование адрес-
ных липосом с адресным иммунотоксином на основе 
LoPE и дарпина EC1 привело к подавлению опухо-
левого роста на 91.8% и полному предотвращению 
появления метастазов [94].

DARP EC1 связывается с рецептором EpCAM 
с пикомолярной аффинностью (Кд = 68 пМ). 
EpCAM – трансмембранный гликопротеин с моле-



ОБЗОРЫ

 ТОМ 14 № 1 (52) 2022 | ACTA NATURAE | 63

кулярной массой 40 кДа, состоящий из 314 амино-
кислотных остатков, впервые обнаружили как опу-
холевый антиген в клетках рака толстой кишки 
в 1979 году. Основная функция EpCAM заключа-
ется в обеспечении межклеточного взаимодействия. 
Молекула EpCAM также часто экспрессируется 
на клетках рака молочной железы человека, что ас-
социировано с плохим прогнозом. Так, по резуль-
татам обширного исследования экспрессия EpCAM 
обнаруживается в 48% случаев рака молочной же-
лезы человека [95]. При этом, как и HER2, EpCAM 
уже применяют в качестве мишени при иммуноте-
рапии моноклональными антителами (препаратом 
Ремоваб). В связи с этим, перспективным представ-
ляется комбинирование различных методов воз-
действия на злокачественные опухоли с помощью 
скаффолдовых белков, направленных как на HER2, 
так и на EpCAM, для разработки эффективных 
стратегий терапии опухолей.

Наряду с липосомами, загруженными барназой, 
получены 90-нм липосомы, загруженные PE40 и мо-
дифицированные DARP 9_29 [96]. Эти липосомы ис-
пользовали для селективного уничтожения HER2-
сверхэкспрессирующих клеток (IC50 = 0.17 нМ 
для клеток SK-BR-3 и 0.21 нМ для клеток SK-OV-3) 
[96].

Изящным подходом к созданию адресных липид-
ных наночастиц является использование природных 
механизмов получения уже модифицированных на-
ночастиц, не требующих применения методов хими-
ческой конъюгации. В частности, описано получение 
экзосом из клеток HEK293T, трансдуцированных 
лентивирусом со вставкой гена дарпина DARP G3, 
распознающего рецептор HER2 [97]. Такие экзосо-
мы специфично связывались с клетками SK-BR-3 
и адресно доставляли малые интерферирующие 
РНК против гена TPD52, что приводило к подавле-
нию экспрессии гена на 70% [97].

3.5. Доставка нуклеиновых кислот 
с использованием дарпинов
Показано, что  дарпины могут применяться 
для адресной доставки генного материала в клетки 
эукариот. Получены лентивирусы, экспонирующие 
дарпины DARP G3, DARP H14R, DARP 9_29, DARP 
9_26, DARP 9_16, DARP 9_01 на своей поверхно-
сти, нацеленные на рецептор HER2 [98]. При этом 
DARPin 9_29 оказался наиболее эффективным 
как по представленности на поверхности вируса, 
так и по трансдукции HER2-положительных клеток. 
Дарпины оказались эффективнее ранее используе-
мого мини-антитела scFv – одноцепочечного фраг-
мента легкой и тяжелой цепи иммуноглобулина 4D5, 
направленного на рецептор HER2 [98].

Дарпины использовали для доставки малых ин-
терферирующих РНК, комплементарных мРНК 
регулятора апоптоза Bcl-2 [99]. Применяли димеры 
дарпина EC1, слитые с протамином-1 – небольшим 
белком, формирующим комплекс с нуклеиновы-
ми кислотами. Такой белок связывал четыре-пять 
молекул малых интерферирующих РНК и со-
хранял специфичность связывания с рецептором 
EpCAM на поверхности клеток MCF-7. Это позво-
лило адресно трансфицировать только EpCAM-
сверхэкспрессирующие раковые клеток и добиться 
эффективного подавления биосинтеза Bcl-2 [98].

4. АФФИБОДИ КАК ИНСТРУМЕНТ 
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ НАНОЧАСТИЦ 
К МИШЕНЯМ
Аффибоди содержат Z-домен белка А золотисто-
го стафилококка Staphylococcus aureus, состоящий 
из 58 аминокислотных остатков, формирующих три 
α-спирали, образующих бочонок. Аффибоди вы-
держивают действие высоких температур (около 
90°C), они устойчивы к протеолизу, а также к кис-
лым и щелочным условиям (pH от 2.5 до 11). В на-
стоящее время получен спектр аффибоди к целому 
ряду молекулярных мишеней: рецепторам HER1, 
HER2, к TNF-α. Наиболее интенсивно изучают аф-
фибоди ZHER2:342 (известное также, как ABY-002), 
распознающее рецептор HER2 с Кд = 22 пМ [26]. 
Аффибоди ZHER2:342 связывается с субдоменом I ре-
цептора HER2, не конкурируя с другими соеди-
нениями, направленными на HER2 – антителами 
трастузумабом или пертузумабом, что открывает 
широкие возможности в тераностике онкологиче-
ских заболеваний. 

4.1. Модификация магнитных наноструктур 
аффибоди
Аффибоди – одни из наиболее эффективных кар-
касных белков, используемых для нацеливания на-
ночастиц на клетки эукариот. Проведено сравни-
тельное исследование эффективности различных 
анти-HER2 нацеливающих молекул для доставки 
магнитных наночастиц размером 25 нм, стабили-
зированных карбоксиметилдекстраном, к HER2-
положительным клеткам [66]. Именно наночастицы, 
модифицированные аффибоди, наиболее пригод-
ны как для магнитной детекции, так и для флуо-
ресцентной визуализации клеток с использовани-
ем наночастиц. Это обусловлено малым размером 
аффибоди ZHER2:342 (8 кДа) по сравнению с другими 
молекулами – дарпином DARP G3 (14 кДа) и анти-
телом трастузумаб (150 кДа), что позволяет при-
соединять большее количество активных молекул 
к поверхности наночастиц [66].
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Эффективность аффибоди подтверждается ре-
зультатами, полученными в большом количестве 
фундаментальных работ [100, 101]. Для визуали-
зации и магнитно-резонансного контрастирования 
EGFR- и HER2-положительных клеток in vitro и in 
vivo создан набор частиц. Получены 27-нм суперпа-
рамагнитные наночастицы оксида железа, допиро-
ванные лантаноидами для мультиплексного анализа 
связывания наночастиц с клетками методом масс-
спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой. 
К таким наночастицам методом безмедной клик-
химии присоединяли анти-HER2-аффибоди [102].

Реакции, относящиеся к клик-химии (биортого-
нальные реакции), имеют исключительно высокий 
выход, они региоселективны и протекают в различ-
ных условиях, в том числе в физиологических. Одна 
из наиболее часто используемых клик-реакций – 
азид-алкиновое циклоприсоединение с использова-
нием меди (I) в качестве катализатора [103–105]. 
Поскольку азидные и алкиновые группы в белковых 
молекулах, как правило, не представлены, введение 
этих групп в конъюгируемые компоненты и исполь-
зование данной реакции позволяют осуществлять 
полный контроль над селективностью и эффектив-
ностью конъюгации.

Суперпарамагнитные 7-нм наночастицы (SPIO) 
в составе 50-нм микроэмульсий, сформированных 
посредством амфифильных красителей (в том чис-
ле фотосенсибилизаторов) – индоцианинового зе-
леного (ICG) и протопорфирина IX (PpIX), исполь-
зовали для адресной доставки in vitro [106]. SPIO 
30 нм, модифицированные анти-HER2-аффибоди 
методом клик-химии, использовали для магнит-
но-резонансного контрастирования T6–17 HER2-
сверхэкспрессирующих опухолей [107]. При этом 
количество молекул аффибоди, присоединяе-
мых к наночастицам, должно быть оптимальным 
для распознавания мишени и достижения макси-
мального МРТ-контраста. Так, определение количе-
ства молекул аффибоди на поверхности наночастиц 
после клик-реакции показало, что наиболее эффек-
тивны наночастицы 30 нм SPIO, несущие на поверх-
ности 23 молекулы анти-HER2-аффибоди (в тести-
руемом диапазоне от 6 до 36 молекул) [108].

Мультифункциональность магнитных нанострук-
тур использовали также для тримодальной визу-
ализации 24-нм гетероструктурами, состоящими 
из наночастиц оксида железа Fe3O4 и золота, и хе-
латированных 64Cu. С помощью наночастиц, конъ-
югированных с анти-EGFR-аффибоди ZEGFR:1907 кар-
бодиимидным методом, проведена оптическая, ПЭТ 
и МРТ-визуализация EGFR-сверхэкспрессирующих 
опухолей у лабораторных животных [109]. Также 
осуществлена тримодальная визуализация опухо-

лей с применением компьютерной томографии, уль-
тразвуковой детекции и МРТ-визуализации. С этой 
целью использовали 10-нм магнитные наночастицы, 
конъюгированные с анти-HER2-аффибоди ZHER2:342 
и меченные ближним ИК-красителем NIR-830 [110, 
111]. Впоследствии эти частицы, загруженные ци-
сплатином, использовали для фототермически-ин-
дуцированной терапии HER2-положительных опу-
холей in vivo [112].

Магнитные частицы, модифицированные аффибо-
ди ZIGF1R:4551 (распознающим IGF-1R), использовали 
как для МРТ-контрастирования, так и для фотоин-
дуцированной гипертермии опухолей SW620 при об-
лучении светом с длиной волны 808 нм [113].

4.2. Модификация золотых наноструктур 
аффибоди
Наночастицы золота (140 нм), покрытые оболочкой 
кремния, модифицированные анти-EGFR-аффибоди 
ZEGFR:1907 через гетеробифункциональное малеимид-
ное производное ПЭГ, использовали для селектив-
ного мечения EGFR-сверхэкспрессирующих клеток 
в культуре и визуализации опухолей ex vivo [114]. 
Комплексы наночастицы–клетки выявляли с ис-
пользованием как флуоресцентной микроскопии, 
так и с помощью поверхностно-усиленной раманов-
ской спектроскопии [114]. Показано, что такие на-
ночастицы обладают слабой токсичностью для здо-
ровых мышей, что подтверждено определением 
биохимических показателей, иммуногистохимиче-
ским анализом, измерением сердечных параметров 
в течение 2 недель после системного введения на-
ночастиц [115]. В ряде исследований созданы адрес-
ные наночастицы золота для диагностики [110, 116] 
и терапии HER2-сверхэкспрессирующих опухолей 
[112, 117].

Наряду со способностью усиливать контраст 
в рамановской спектроскопии, наночастицы золо-
та являются эффективными сенсибилизаторами 
рентгеновского излучения. С использованием кар-
бодиимидного метода получены 56-нм наночасти-
цы золота, покрытые анти-HER2-аффибоди [118]. 
При воздействии рентгеновского излучения (в дозе 
10 Гр) такие частицы обладают HER2-специфичной 
цитотоксичностью, при этом наиболее чувствитель-
ными среди тестируемых клеточных линий (SK-
BR-3, SK-OV-3, HN-5, MCF-7) оказались HER2-
положительные клетки SK-OV-3, выживаемость 
которых под действием адресных наночастиц 
и рентгеновского излучения снижалась на 63% [118].

Для достижения максимальной эффективности 
диагностики (тримодальная визуализация) и тера-
пии (фотоиндуцированной гипертермии опухоли) 
синтезированы 12-нм янус-частицы состава Au-Fe2C. 
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Эти частицы были покрыты анти-HER2-аффибоди 
ZHER2:342 и использованы для тримодальной детекции 
опухоли in vivo: МРТ-визуализации, фотоакусти-
ческой томографии и компьютерной томографии, 
и для 808-нм индуцированной гипертермии раковых 
клеток in vivo на моделях ксенотрансплантатов со 
сверхэкспрессией рецептора HER2 [119].

Более изящный подход к получению наночастиц 
с узким распределением по размеру разработан 
на основе белковых наночастиц, формируемых кап-
сидом вируса гепатита B, экспонирующего на своей 
поверхности молекулы аффибоди. Проводили вос-
становление золота, которое приводило к формиро-
ванию 1–3-нм золотых наночастиц на поверхности 
уже полученных вирусных частиц. Такие гетеро-
структуры размером 40 нм, специфичные к EGFR, 
эффективны как для визуализации раковых кле-
ток посредством Cy5.5 метки, так и для воздействия 
гипертермии на клетки опухолевой линии MDA-
MB-468 сверхэкспрессирующих EGFR [120].

4.3. Модификация антистоксовых наноструктур 
аффибоди
Апконверсионные наночастицы являются эффек-
тивными диагностическими средствами. Они по-
зволяют визуализировать биологические объекты 
без значительного влияния аутофлуоресценции 
с высокой чувствительностью [121]. Получены на-
ночастицы состава NaYF4:Tm+3,Yb+3, ковалентно 
модифицированные анти-EGFR-аффибоди, для ви-
зуализации EGFR-экспрессирующих опухолей in 
vivo [122]. Для фотодинамической терапии EGFR-
сверхэкспрессирующих опухолей синтезированы 
апконверсионные наночастицы с более сложной 
архитектурой [123]. Получены комплексные су-
перструктуры с апконвертирующим ядром соста-
ва NaYF4,Yb,Er, окруженным металл-органиче-
скими каркасными структурами на основе цинка. 
Самосборку таких структур осуществляли с исполь-
зованием комплементарных цепей ДНК. При воз-
буждении таких структур внешним ИК-светом 
апконверсионное ядро испускает свет видимого диа-
пазона, тем самым возбуждая металл-органические 
каркасы, способные продуцировать активные формы 
кислорода, выступая таким образом в качестве те-
рапевтических соединений [123].

4.4. Аффисомы
Соединения на основе липосом, модифицированных 
аффибоди, получили название аффисом [124, 125]. 
Для терапии HER2- и EGFR-положительных опухо-
лей получен ряд липосом, ковалентно модифициро-
ванных анти-HER2-аффибоди ZHER2:342 [126], а также 
через полиэтиленгликолевый линкер: анти-HER2-

аффибоди ZHER2:477 [124], (Z00477)2-Cys [127] и анти-
EGFR-аффибоди (ZEGFR:955)2 [128]. 

4.5. Комплексы полимерных наноструктур 
и аффибоди
Для синтеза наночастиц используются разнообраз-
ные материалы (золото, углерод, магнетит, кремний 
и др.), среди которых по структурным и функци-
ональным характеристикам выделяются биосов-
местимые полимеры, например, уже применяемый 
в диагностике и терапии полилактид-когликолид 
(PLGA). PLGA постепенно разлагается до молоч-
ной и гликолевой кислот и выводится из организ-
ма. Синтезированы разнообразные полимеры PLGA, 
содержащие свободные карбоксильные и амино-
группы, что открывает широкие возможности мо-
дификации частиц молекулами, узнающими опу-
холевые антигены. Получены 140-нм наночастицы 
PLGA, загруженные флуоресцентным красителем 
Nile Red и доксорубицином. Эти наночастицы ста-
билизировали хитозаном и конъюгировали с анти-
HER2-аффибоди ZHER2:342 с использованием EDC/
сульфо-NHS. Наночастицы PLGA–ZHER2:342 исполь-
зовали для мечения HER2-сверхэкспрессирующих 
раковых клеток как  in vitro ,  так  и  in vivo. 
Специфичность этих наночастиц была более чем 
в 60 раз выше, чем у контрольных ненаправлен-
ных наночастиц. Наночастицы PLGA–ZHER2:342 при-
меняли для воздействия на клетки по отдельности 
или в сочетании с адресным бифункциональным 
иммунотоксином DARP-LoPE (42 кДа). Показано, 
что комбинированная терапия с использованием 
DARP-LoPE и PLGA–ZHER2:342 снижает эффективную 
концентрацию иммунотоксина в 1000 раз in vitro. 
Подобная стратегия двойного нацеливания улуч-
шила эффективность противоопухолевой терапии 
HER2-позитивных клеток in vivo [6]. Метод син-
теза и поверхностной модификации использовали 
в дальнейшем для создания наночастиц, загружен-
ных фотосенсибилизатором Rose Bengal, которые 
при облучении светом с длиной волны 532 нм про-
дуцируют активные формы кислорода, приводящие 
к гибели HER2-сверхэкспрессирующих раковых 
клеток [129].

Активно исследуются также наночастицы, состо-
ящие из гибридных полимеров. Получены полимер-
ные наночастицы из блок-сополимера полилактид-
когликолида и полиэтиленгликоля, которые были 
модифицированы анти-HER2-аффибоди ZHER2:342 
с использованием малеимидного метода химической 
конъюгации и загружены паклитакселом. Такие на-
ночастицы использовали для селективного уничто-
жения HER2-сверхэкспрессирующих клеток in vitro 
[130].
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Разработано большое количество наночастиц, 
в которых полимер служит матрицей для синтеза 
и включения в состав как растворимых, так и не-
растворимых соединений. При этом сами поли-
мерные материалы могут иметь диагностическую 
и терапевтическую значимость – обладать флу-
оресценцией либо способностью к фототермиче-
ской конверсии [131]. Так, для тераностики соз-
даны 30-нм наночастицы на основе полимеров 
поли[9,9-бис(2-(2-(2-метоксиэтокси)этокси)этил)
фторенилдивинилен]-альт-4,7-(2,1,3-бензотиадиазол)
а, обладающего флуоресценцией в ближнекрас-
ном диапазоне и свойствами фотосенсибилизатора, 
и поли[(4,4,9,9-тетракис(4-(октилокси)фенил)-4,9-
дигидро-втор-индаценол-дитиофен-2,7-диил)-
альт-со-4,9-бис(тиофен-2-ил)-6,7-бис(4-(гексилокси)
фенил)тиадиазоло-хиноксалина] с сильным погло-
щением в ближней инфракрасной области и отлич-
ной способностью к фототермической конверсии. 
Такие частицы обладали 60.4% квантовым выхо-
дом и эффективной фототермической конверсией 
– 47.6%. Показано, что применение двух видов воз-
действия – фотодинамического и фототермического 
– приводит к синергическому эффекту при терапии 
опухоли [132, 133]. Также получены 30-нм сверхраз-
ветвленные, флуоресцентные, полиэлектролитные 
комплексы состава ядро/оболочка. В качестве ядра 
использовали флуоресцентный полимер с максиму-
мом испускания при 565 нм, полученный полици-
клотримеризацией алкинов, а в качестве оболочки 
– полиэтиленгликоль. Такие полиэлектролитные 
комплексы покрывали анти-HER2-аффибоди мето-
дом карбодиимидной конъюгации и использовали 
как эффективные флуоресцентные метки для ви-
зуализации клеток SK-BR-3 [134].

Среди полимерных наноматериалов выделяется 
уникальный класс контрастирующих соединений – 
нанопузырьки, которые используются для ультра-
звукового контрастирования in vivo [135]. Так, 
получены 480-нм нанопузырьки, состоящие из фос-
фолипидной оболочки и наполненные газом C3F8, по-
крытые анти-HER2-аффибоди через систему стреп-
тавидин–биотин [136].

Частицы разной формы (80×320 и 55×60 нм), син-
тезированные с помощью технологии репликации 
в несмачиваемых молдах (PRINT, particle replication 
in nonwetting templates), были модифицированы анти-
EGFR-аффибоди с различной плотностью аффибоди 
на поверхности наночастиц. При этом in vivo отмече-
ны значительные различия в накоплении наночастиц 
обоих типов в опухоли в зависимости от плотности 
аффибоди. Максимальное отношение содержания на-
ночастиц в опухоли и в крови наблюдали для частиц 
с максимальным количеством лиганда [137].

4.6. Комплексы белковых наночастиц и аффибоди
Биосовместимость и биодеградируемость белко-
вых наночастиц делают их лидерами при переходе 
в клиническую практику в качестве диагностиче-
ских и терапевтических препаратов. При этом успе-
хи генетической инженерии позволяют получить 
полностью генетически кодируемые слитые белки 
с нужными функциональными характеристиками 
без необходимости использования методов химиче-
ской конъюгации.

Одни из  самых популярных белковых на-
ночастиц – наночастицы на основе альбумина. 
Наночастицы альбумина были модифицированы 
анти-HER2-аффибоди с использованием бактери-
ального суперклея – белковой адапторной системы 
SpyTag (ST)/SpyCatcher (SC), полученной из сплит-
белка CnaB2 Streptococcus pyogenes. SpyTag 
– 13-аминоксилотный пептид, и SpyCatcher – 
15 кДа белок, формируют при связывании ковалент-
ную пептидную связь. Систему SpyTag/SpyCatcher 
использовали в качестве молекулярного посредни-
ка между поверхностью наночастиц и молекулой 
аффибоди, гарантируя таким образом региоселек-
тивное присоединение аффибоди к наночастице 
практически со 100% эффективностью. Такие на-
ночастицы были загружены фотосенсибилизато-
ром индоцианиновым зеленым и использованы 
для фототермически-индуцированной гибели HER2-
сверхэкспрессирующих раковых клеток [138].

Систему SpyTag/SpyCatcher также успешно ис-
пользовали для модификации наночастиц на осно-
ве инкапсулина [139, 140] и люмазинсинтазы [141]. 
Инкапсулин (Encap) – это формирующий наноча-
стицы относительно недавно изученный белок, вы-
деленный из термофильных бактерий Thermotoga 
maritima. Получен слитый белок – инкапсулин–
SpyTag, формирующий 35-нм наночастицы с од-
ним из элементов адапторной системы, ST [140]. 
Получены также слитые белки анти-HER2–анти-
EGFR-аффибоди со вторым компонентом белко-
вой пары, а именно SC. Эти слитые белки флуо-
ресцентно метили двумя различными красителями, 
легировали с наночастицами и проводили специ-
фичную бимодальную флуоресцентную детекцию 
клеток с различным уровнем экспрессии HER2 
и EGFR [140]. Аналогичным образом полученные 
наночастицы на основе люмазинсинтазы Aquifex 
aeolicus (AaLS) и загруженные комплексом га-
долиния (Gd(III)-DOTA) использовали для МРТ-
контрастирования опухолей с различной экспресси-
ей HER2 и EGFR у мышей [141].

Самособирающиеся белковые наночастицы на ос-
нове, например, капсида вируса гепатита B часто 
используют для доставки как генов, так и белков 
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[142–148]. Получены 28-нм наночастицы на основе 
вирусного капсида, загруженные дальнекрасным 
флуоресцентным белком mCardinal и модифициро-
ванные анти-HER2-аффибоди. Тесты in vivo показа-
ли, что в опухоли частицы накапливаются активно, 
а в печени значительно слабее, чем наночастицы 
с традиционными красителями, а именно Cy5.5 [142].

Получены 12-нм наночастицы из ферритина че-
ловека, состоящие из 24 субъединиц тяжелых цепей 
ферритина, генно-инженерно слитых с анти-EGFR-
аффибоди. Такие частицы метили ближнекрасным 
красителем Cy5.5 и использовали для визуализа-
ции EGFR-сверхэкспрессирующих клеток [149]. 
Для более длительной циркуляции наноструктур 
ферритина в кровотоке in vivo применяли моди-
фикации: в структуру вводили гидрофобные после-
довательности, формирующие гидратную оболочку 
сродни эффекту ПЭГилирования наночастиц [150]. 
Применение такого подхода позволило повысить на-
копление наночастиц в опухоли в 2 раза, что под-
тверждено с помощью прижизненной визуализации 
in vivo с использованием красителя Cy5.5 [150].

Установлено, что 90-нм мезопористые кремниевые 
наночастицы, загруженные кампотецином и покры-
тые белковой короной из слитого белка глутатион-S-
трансфераза/анти-HER2-аффибоди, в значительно 
меньшей степени связываются с белками сыворотки 
крови, тем самым минимизируя процессы поглоще-
ния наночастиц макрофагами [151]. Такие частицы, 
меченные флуоресцентным красителем DiI и загру-
женные кампотецином – цитотоксическим хиноли-
новым алкалоидом, ингибирующим топоизомеразу 
I, применяли для визуализации и ингибирования 
опухолевого роста in vivo, эффективность которого 
составила 90% [151].

4.7. Модификация ДНК-тетраэдных комплексов 
молекулами аффибоди
Большое количество исследований посвящено раз-
работке систем адресной доставки генетическо-
го материала. Например, молекулы анти-HER2-
аффибоди ZHER2:2891, связанные с  сополимером 
полиэтиленгликоля и полиэтиленимина, использова-
ны для доставки гена люциферазы в клетки BT474, 
сверхэкспрессирующие HER2. Показано, что ин-
тенсивность люминесценции трансфицированных 
HER2-сверхэкспрессирующих клеток была более 
чем в 300 раз выше, чем у контрольных клеток 
MDA-MB-231 с умеренной экспрессией HER2 [152].

ДНК может быть носителем не только генети-
ческой информации, но и химиотерапевтических 
препаратов. В частности, в роли каркасов высту-
пают ДНК-тетраэдры – трехмерные структуры, 
получаемые из двойных спиралей ДНК длиной 20 

п.н. методом ДНК-оригами. Оказалось, что ДНК-
тетраэдры, химически модифицированные анти-
HER2-аффибоди малеимидным методом конъюга-
ции и нагруженные доксорубцином (53 молекулы 
доксорубицина на один комплекс) [153], значительно 
сильнее ингибировали рост клеток, чем доксоруби-
цин, проявляя при этом гораздо меньшую токсич-
ность в отношении клеток с нормальным уровнем 
HER2. Аналогичные наночастицы, загруженные ци-
сплатином (68 молекул цисплатина на одну наноча-
стицу), использованы для селективного уничтоже-
ния HER2-положительных клеток практически со 
100% эффективностью [154].

Получен также слитый белок, состоящий из аф-
фибоди ZHER2:342 и пептида RALA – эффективного 
невирусного средства доставки нуклеиновых кис-
лот в клетки. Аффибоди и пептид были соединены 
гибким глицин-сериновым линкером, устойчивым 
к действию протеаз (G4S)3. Полученный слитый пеп-
тид ассоциирован с FUdR15 – последовательностью 
из 15 остатков 5-фтордезоксиуридина, метаболитом 
которого является химиотерапевтическое соеди-
нение – 5-фторурацил [155]. Полученная система 
адресно воздействует на клетки со сверхэкспресси-
ей рецептора HER2 N87, вызывая их гибель по ме-
ханизму апоптоза [155]. Впоследствии механизмы 
адресной доставки, разработанные в рассмотренных 
работах [154, 155], были объединены в систему до-
ставки FUdR на основе ДНК-тетраэдров к клеткам 
опухоли, полученным инъекцией клеток BT474, ис-
пользование которых привело к замедлению роста 
опухоли примерно в 2.5 раза [156].

4.8. Модификация квантовых точек аффибоди
Квантовые точки – флуоресцентные полупрово-
дниковые нанокристаллы с размером ядра 1–12 нм, 
синтезированные из элементов II и VI групп (напри-
мер, ZnS, CdSe или CdTe), реже III и V групп (InP) 
или IV и VI групп (PbS, PbSe, PbTe) Периодической 
системы Д.И. Менделеева. От традиционных флуо-
рофоров, таких, как органические красители и флу-
оресцентные белки, их отличает широкая полоса 
поглощения, значительный стоксов сдвиг, узкий 
спектр излучения и высокий квантовый выход (до 
80%), а также высокая фотостабильность [157, 158]. 
Благодаря выраженной зависимости длины волны 
излучения от размеров частицы, существует воз-
можность многоцветного мечения и одновременной 
идентификации различных биологических объ-
ектов. Однако следует отметить, что токсичность 
КТ значительно ограничивает спектр их примене-
ний in vivo в терапевтических целях. Гораздо бо-
лее многообещающим воспринимается применение 
КТ для картирования сторожевых лимфоузлов, 
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поскольку в данном случае производится местная 
инъекция препарата с последующим удалением 
лимфатического центра, пораженного метастазами. 

В частности, для диагностических целей исполь-
зовали квантовые точки QD655, модифицированные 
анти-HER2-аффибоди ZHER2:477 через систему стреп-
тавидин–биотин. Такие квантовые точки исполь-
зовали для иммуногистохимического окрашивания 
срезов образцов опухолей для успешного определе-
ния HER2-статуса опухоли, а также наличия и ло-
кализации гомодимеров HER2 методами конфокаль-
ной и электронной микроскопии [159, 160].

Для визуализации in vivo использовали 5-нм 
квантовые точки QD800 (ядро/оболочка/оболоч-
ка = InAs/InP/ZnSe), которые конъюгировали 
с анти-HER2-аффибоди ZHER2:342 через гетероби-
функциональное производное ПЭГ с концевой 
аминогруппой. Аффибоди модифицировали ци-
стеином на N-конце и осуществляли реакцию 
химической конъюгации с  использованием 
N-сукцинимидилового эфира 4-малеимидомасляной 
кислоты. Анти-HER2 квантовые точки применяли 
для селективной визуализации SK-OV-3 опухолей 
у мышей с иммунодефицитом в режиме реально-
го времени с использованием системы прижизнен-
ной визуализации [161]. Показано, что накопление 
адресных квантовых точек в опухоли примерно в 3 
раза выше, чем безадресных [161].

На поверхности 8-нм квантовых точек сульфида 
серебра (Ag2S) адсорбировали анти-EGFR-аффибоди 
ZEGFR:1907 и применяли модифицированные части-
цы для фотоакустической визуализации EGFR-
сверхэкспрессирующих опухолей [162]. Такие же 
квантовые точки, покрытые аффибоди, распоз-
нающим IGF-1R, ZIGF1R, использовали in vivo 
для бимодальной фотоакустической и ближней 
ИК-визуализации опухолей у животных с иммуно-
дефицитом [163].

Широкое применение нашли углеродные точки, 
которые обладают целым спектром уникальных 
оптических характеристик. Например, 20-нм угле-
родные точки Gd@C с инкапсулированным гадоли-
нием обладают не только яркой флуоресценцией, 
но и свойством МРТ-контрастирования [164]. Такие 
точки были покрыты анти-EGFR-аффибоди ZEGFR:1907 
и использованы для адресной доставки in vitro 
и in vivo. In vitro показано, что МРТ-сигнал кле-
ток HCC827 (EGFR+) значительно выше, чем клеток 
NCI-H520 (EGFR). Такие структуры эффективны 
также для адресной визуализации опухоли in vivo 
через 1 ч после инъекции (МРТ-сигналы опухолей 
HCC827 и NCI-H520 различались в 1.5 раза). Кроме 
того, точки Gd@C с ZEGFR:1907 (в отличие от точек 
Gd@C) эффективно выводятся почками [164].

5. АДРЕСНЫЕ НАНОЧАСТИЦЫ НА ОСНОВЕ БЕЛКОВ 
ADAPT
Высокие константы аффинности белков на осно-
ве альбуминсвязывающих доменов (ABD, albumin 
binding domain) ADAPT позволили разработать 
ультрачувствительный метод обнаружения HER2 
в образцах, содержащих 10% сыворотки. Так, полу-
чены квантовые точки QD625, которые модифици-
ровали посредством самосборки белком ADAPT6, 
распознающим HER2. Предел обнаружения HER2 
с использованием таких квантовых точек составил 
40 × 10−12 М (≈8 нг/мл) [165].

6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Cкаффолдовые (каркасные) белки можно назвать 
белками нового поколения [166–169]. Достаточно 
большое количество препаратов на основе таких 
белков проходит клинические испытания [170–175], 
а часть препаратов уже используется в тераностике 
(например, экаллантид на основе домена Кунитца).

Несмотря на такие преимущества, как малый 
размер, стабильная структура, легкость масштабной 
биотехнологической наработки, эти белки при их 
использовании в комплексе с функциональными 
наноструктурами имеют и недостатки, связанные, 
например, с региоселективным присоединением 
к поверхности наноструктур с сохранением рас-
познающих свойств. Подобные проблемы решаются 
с использованием различных молекулярных посред-
ников между поверхностью наночастиц и белковых 
молекул (таких, как SpyTag–SpyCatcher, барназа–
барстар, стрептавидин–биотин), а также методов 
генной инженерии (например, встраивание дарпинов 
в оболочку вирусов). 

Успехи химической модификации и генной ин-
женерии позволяют получать наночастицы, макси-
мально эффективные только in vitro. При систем-
ной инъекции в кровоток накопление адресных 
наночастиц в опухоли чаще всего не более чем в 2.5 
раза превышает значение для ненацеленных нано-
частиц, а суммарное накопление в опухоли не пре-
вышает 0.7% от введенной дозы. 

Наряду с разработкой адресных агентов для те-
рапии и диагностики онкозаболеваний (а также он-
котераностики), создание новых методов введения 
и доставки наночастиц представляется не менее 
приоритетным направлением нанобиомедицины, 
которому на сегодняшний день уделяется гораздо 
меньше внимания. В частности, разрабатываются 
методы продления циркуляции наночастиц в крово-
токе, которые временно блокируют систему монону-
клеаров без серьезных побочных эффектов.

Поскольку солидные опухоли представляют со-
бой плотные гетерогенные структуры, воздействие 
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адресными терапевтическими соединениями на ра-
ковые клетки in vivo эффективно только для са-
мых верхних слоев опухоли, в то время как глубин-
ные клетки остаются жизнеспособными, нивелируя 
таким образом эффект адресного воздействия. 
Необходимо осуществлять блокировку процессов 
ангиогенеза (посредством воздействия на эндоте-

лиальные маркеры), нарушая тем самым питание 
глубоколежащих раковых клеток. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 20-14-50514. 
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РЕФЕРАТ Тандемные дупликации экзонов, обеспечивающие механизм адаптивной регуляции функций  
белков, играют важную роль в эволюции эукариотических генов. В недавних исследованиях установлена 
связь тандемных дупликаций с образованием взаимоисключающих экзонов, т.е. с типом альтернативного 
сплайсинга, при котором в зрелый транскрипт включается один и только один экзон из группы тандемно 
расположенных экзонов. С использованием биоинформатических методов нами заново рассмотрена про-
блема идентификации тандемных дупликаций экзонов в эукариотических генах и показано, что тандем-
но дуплицированные экзоны широко распространены не только в кодирующих частях генов, но и в не-
транслируемых областях. Приведен ряд примеров тандемных дупликаций экзонов, идентифицированы 
неаннотированные тандемно дуплицированные экзоны, представлены статистические свидетельства их 
экспрессии с использованием больших панелей экспериментов секвенирования РНК. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА альтернативный сплайсинг, структура РНК, тандемные дупликации экзонов, РНК-
секвенирование.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ CDS – кодирующая последовательность ДНК; UTR – нетранслируемая область.

ВВЕДЕНИЕ
Основной движущей силой молекулярной эволю-
ции считаются мутации, вносящие изменения в пе-
редаваемые из поколения в поколение геномные 
последовательности. Наиболее частый тип мута-
ций – однонуклеотидные полиморфизмы, которые 
затрагивают отдельные нуклеотиды, но не менее 
важным типом изменений, происходящих с ДНК, 
являются дупликации. Тандемные геномные ду-
пликации представлены протяженными участками 
ДНК, обычно длиной более 1000 п.н., которые непо-
средственно примыкают друг к другу и имеют вы-
сокий уровень гомологии [1, 2]. 

Тандемные геномные дупликации могут затраги-
вать целые гены, кодирующие или не кодирующие 
белки, или только части отдельных генов. В послед-
нем случае дупликация приводит к копированию 
только части нуклеотидной последовательности, 
влияя таким образом на экзон-интронную структуру 
[3]. Процесс, при котором дуплицируется один экзон 
гена или эктопически объединяются два или более 
экзона из разных генов, получил название перемеши-
вания экзонов (exon shuffling) [4, 5]. Во многих случа-
ях перемешивание экзонов посредством тандемных 
дупликаций связано с взаимоисключающим выбором 

экзонов, т.е. с регулируемым типом альтернативного 
сплайсинга, при котором только один экзон из группы 
экзонов включается в зрелый транскрипт [6, 7]. 

Взаимоисключающие экзоны (mutually exclusive 
exons, MXE) обнаружены во многих генах, напри-
мер, в генах кадгерина-N (CadN) [8, 9], тяжелой 
цепи миозина (MHC) [10], 14-3-3ζ [11], srp [12] и гене 
множественной лекарственной устойчивости (MRP) 
[13] Drosophila melanogaster, в гене фактора транс-
крипции FOX млекопитающих [14], а также в генах 
семейства тропомиозина [15]. Возможно, наиболее 
яркий пример взаимоисключающего сплайсинга, 
возникшего в результате тандемных дупликаций, 
представляет ген DSCAM1 D. melanogaster, содер-
жащий четыре группы кластеров MXE, которые 
вместе могут привести к образованию до 38016 раз-
личных изоформ белка DSCAM1 [16–21]. 

Проведенное в 2002 году систематическое иссле-
дование дупликаций экзонов и их роли в альтерна-
тивном сплайсинге показало, что около 10% генов 
животных содержат тандемно дуплицированные 
экзоны, и обнаружило более 2000 неаннотирован-
ных MXE-кандидатов путем идентификации гомо-
логии с соседними экзонами или с близлежащими 
участками ДНК [22]. Однако тандемные дупликации 
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экзонов могут охватывать также интронные и не-
транслируемые области (untranslated regions, UTR), 
которые не примыкают непосредственно к анноти-
рованным экзонам, а базы данных аннотаций гено-
ма значительно расширились с тех пор. В данной 
работе мы вернулись к поиску гомологичных экзо-
нов в полных последовательностях генов, а также 
в их геномных окрестностях и обнаружили, что тан-
демные дупликации экзонов простираются далеко 
за пределы белоккодирующей части гена и доволь-
но часто встречаются в нетранслируемых областях. 
Нами получена динамическая картина представлен-
ности экзонных дупликаций в зависимости от гомо-
логии нуклеотидных последовательностей и приве-
ден ряд характерных примеров таких дупликаций. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Геномы и аннотации
Геномная последовательность человека (сборка 
hg19, GRCh37.p13) получена из Genome Reference 
Consortium [23]. Исчерпывающая аннотация транс-
криптов генов человека (GENCODE comprehensive 
gene annotation) версии 19 получена из базы дан-
ных GENCODE [24]. Геномы D. melanogaster 
(BDGP Release 6, dm6) и Caenorhabditis elegans 
(WBcel235, ce11) получены из базы данных UCSC 
Genome Browser [25]. Аннотации транскриптов 
D. melanogaster получены из базы данных FlyBase 
релиз dmel_r6.32 [26]. Аннотации транскриптов 
C. elegans релиз 104 получены из базы данных 
Wormbase [27]. Аннотации транскриптов RefSeq по-
лучены из базы данных NCBI RefSeq database [28]. 
Рассматривали только экзоны и транскрипты бе-
локкодирующих генов. Число экзонов, уникальных 
для человека, D. melanogaster и C. elegans, состав-
ляло 329983, 83276 и 172984 соответственно. 

Поиск гомологии экзонов
Для идентификации тандемных дупликаций экзо-
нов использовали программу exonerate EMBL-EBI 
[29]. Нуклеотидную последовательность каждого эк-
зона выравнивали с последовательностью его гена, 
которая удлинялась в обоих направлениях на 15% 
длины гена. Поскольку гены человека в среднем на-
много длиннее генов дрозофилы, для поиска мы ис-
пользовали процент длины гена, а не окно фик-
сированной длины. Порог отсечения 15% выбран 
потому, что расстояние от гена до ближайшего со-
седа не превосходит 15% длины гена для полови-
ны генов дрозофилы. Программу запускали в ис-
черпывающем (exhaustive) режиме для получения 
точного выравнивания. Минимальный процент от-
сечения идентичности установлен равным 50%, 

однако exonerate не обнаружил гомологию после-
довательностей ниже 57%. Последовательности вы-
равниваний были извлечены с помощью програм-
мы getfasta из пакета bedtools [30]. Выравнивания 
последовательностей были организованы в табли-
цу bed12, в которой каждая строка соответствует 
одному выравниванию, в дальнейшем называемо-
му парой запрос-мишень, включая выравнивания 
экзона на себя. После удаления выравниваний 
экзона на самого себя таблица содержала 116320, 
5244 и 5605 пар запрос-мишень генов человека, D. 
melanogaster и C. elegans соответственно. 

Процедура фильтрации для пар запрос-мишень
Для идентификации неаннотированных тандемных 
дупликаций экзонов мы отфильтровали таблицу 
пар запрос-мишень с помощью программы bedtools 
intersect следующим образом. Мы удалили пары за-
прос-мишень, в которых последовательность мише-
ни пересекает по крайней мере один аннотирован-
ный экзон более чем по 5% ее длины. Кроме того, 
мы удалили пары запрос-мишень, в которых после-
довательность мишени пересекает по крайней мере 
один аннотированный геномный повтор или после-
довательность низкой сложности более чем по 10% 
ее длины в соответствии с треками аннотированных 
повторов из браузера генома UCSC [25]. 

Данные РНК-секвенирования
Мы использовали данные РНК-секвенирования 6625 
образцов консорциума Genotype-Tissue Expression 
Project (GTEx) версии v7 [31]. Короткие прочтения 
(риды) были выравнены на геном человека с помо-
щью картировщика STAR v2.4.2a [32]. Прочтения 
с разрывами (split reads, сплит-чтения), поддержи-
вающие экзон-экзонные соединения, были извлече-
ны с помощью пакета программ IPSA с настройка-
ми по умолчанию [33] (порог энтропии Шеннона 1.5 
бит). Учитывали только сплит-чтения с канониче-
скими динуклеотидами GT/AG. Уникально картиро-
ванные прочтения выбраны на основе наличия мет-
ки (тега) NH:1 из файлов в формате BAM. Среднее 
покрытие ридами и показатели консервативности 
PhastCons рассчитывали с использованием про-
граммного пакета Deeptools [34]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Коэффициент дупликации
Для обнаружения экзонных дупликаций мы исполь-
зовали самые большие на сегодняшний день на-
боры данных по аннотации экзонов, включая базы 
GENCODE [35] и RefSeq [28]. Проведен поиск го-
мологии последовательностей для каждого экзона 
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в расширенной нуклеотидной последовательности его 
гена с помощью программы exonerate [29]. В даль-
нейшем мы будем называть аннотированные экзоны 
запросными последовательностями, или просто за-
просами, а их гомологи, обнаруженные с помощью 
exonerate, – мишенями (рис. 1). Каждая пара запрос-
мишень характеризуется ковариатами, относящими-
ся к запросу (например, местоположение в пределах 
CDS или UTR), ковариатами, относящимися к ми-
шени (например, доля длины мишени, перекрыва-
ющаяся с аннотированными экзонами), и процентом 
гомологии между запросом и мишенью. Поскольку 
многие экзоны подвергаются альтернативному сплай-
сингу и вносят таким образом вклад в качестве пере-
крывающихся областей в наборы аннотаций экзонов, 
мы ввели показатель коэффициента дупликации 
(nucleotide increase ratio, NIR), который определя-
ется как отношение суммарного числа нуклеотидов, 
покрытых мишенями, к суммарному числу нуклео-
тидов, покрытых запросами с заданным или более 
высоким процентом гомологии нуклеотидных после-
довательностей. По построению NIR всегда больше 1, 
поскольку каждый запрос служит своей собственной 
мишенью со 100% идентичностью последовательно-
сти. NIR можно вычислить для всех экзонов, а также 
только для экзонов в кодирующих или только в не-
транслируемых областях. Таблицы, перечисляющие 
пары запрос-мишень, доступны в онлайн репозито-
рии https://zenodo.org/record/5474863. 

Как и ожидалось, значения NIR уменьшаются 
с увеличением порога на гомологию последователь-
ностей (рис. 2A). Несмотря на использование 50% 
порога на гомологию последовательностей, exonerate 
не обнаружил гомологичных пар запрос-мишень со 
степенью гомологии ниже 57%. Выбрав порог от-
сечения по гомологии 80%, что соответствует сере-
дине интервала 60–100%, в котором расположены 
степени гомологии всех мишеней, мы обнаружили, 
что около 2% экзонных нуклеотидов человека в бе-
локкодирующих областях подвергаются дупликаци-
ям при пороге отсечения по гомологии последова-
тельностей в 80% или более, в то время как только 

0.08% экзонных нуклеотидов D. melanogaster и 0.06% 
экзонных нуклеотидов C. elegans подвергаются ду-
пликациям. Очевидно, это связано с тем, что не-
аннотированные мишени экзонных нуклеотидов 
принадлежат интронным областям, а интроны чело-
века намного длиннее, чем интроны D. melanogaster 
и C. elegans. Примечательно, что при рассмотрении 
только экзонов, которые расположены в UTR, почти 
15% экзонных нуклеотидов человека подвергают-
ся дупликациям при пороге отсечения по гомоло-
гии последовательностей в 80% или более (рис. 2A), 
а соответствующие пропорции для D. melanogaster 
и C. elegans составляют 0.3 и 0.2%, что указывает 
на значительно более высокую частоту дупликаций 
экзонов в UTR. 

Затем мы выяснили, не являются ли одни гены 
более склонными к тандемным дупликациям экзонов, 
чем другие. Чтобы ответить на этот вопрос, мы вы-
числили значения NIR для каждого аннотированного 
гена отдельно и построили частотные распределения 
NIR (рис. 2Б). Частоты значений NIR подчиняются 
степенному закону распределения, о чем свидетель-
ствует близкая к линейной зависимость логарифма 
частоты от логарифма значения NIR со значитель-
ным отклонением в сторону более высоких частот 
для больших значений NIR в некоторых генах. 
Гены человека с отклоняющимися значениями NIR 
для экзонов CDS включают в себя CAMK1D (каль-
ций/кальмодулин-зависимая протеинкиназа), CLYBL 
(цитрамалил-КоА-лиаза) и NBPF20 (neuroblastoma 
breakpoint family), однако некоторые гены чело-
века также имеют отклоняющиеся значения NIR 
и для нетранслируемых областей, например OBSCN 
(обскурин) и NEB (небулин). Генами с заметными от-
клонениями по числу тандемных дупликаций у D. 
melanogaster были dpy, hydra и heph. 

Различия в склонности к тандемным дупликаци-
ям между генами с высоким значением NIR по срав-
нению с остальными генами могут быть обусловле-
ны различиями в длинах экзонов. Чтобы выяснить 
так ли это, мы сравнили значения NIR в группах эк-
зонов разной длины, используя 10 интервалов одина-

Рис. 1. Схема по-
иска тандемных 
дупликаций экзо-
нов. Нуклеотидная 
последователь-
ность каждого эк-
зона выравнивается 
на нуклеотидную 
последователь-
ность гена, рас-
ширенную в обе 
стороны на 15% 
длины 
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ковой ширины. Оказалось, что значения NIR умень-
шаются примерно в 4 раза при увеличении длины 
экзона с 20 до 220 нуклеотидов, что указывает на то, 
что более длинные экзоны не вносят больший вклад 
в значение NIR. Действительно, чем длиннее экзон, 
тем меньше вероятность найти его гомолог при усло-
вии сохранения порога отсечения 80% на гомологию 
последовательностей. Кроме того, средняя длина эк-
зона у 200 генов с наивысшими значениями NIR ста-
тистически значимо не отличается от средней дли-
ны экзона в генеральной совокупности всех экзонов 
(критерий Вилкоксона, P-значение = 0.2). Таким обра-
зом, длины экзонов существенно не влияют на склон-
ность к тандемным дупликациям. Анализ 200 генов 

с наиболее высоким значением NIR обнаружил пре-
обладание онтологических категорий, относящихся 
к клеточной адгезии и развитию нервной системы 
(биологическая функция), связыванию ионов и ак-
тивности рецепторов (молекулярная функция), и мем-
бранной локализации (клеточные компартменты).

Для дальнейшего исследования структуры эк-
зонных дупликаций в этих генах создан трек-хаб 
для геномного браузера UCSC в качестве инстру-
мента визуализации всех пар запрос-мишень. В ка-
честве положительного контроля мы подтвердили, 
что наша процедура успешно идентифицировала 
кластеры тандемно дуплицированных экзонов в ге-
нах, в которых такие кластеры были известны ранее 

Рис. 2. Коэффициенты дупликации (NIR) в геномах человека, D. melanogaster и C. elegans как функция процента 
гомологии нуклеотидных последовательностей запрос-мишень (A) и распределение частот значений NIR в генах 
человека, D. melanogaster и C. elegans при пороге гомологии нуклеотидных последовательностей запрос-ми-
шень 80% (Б). Приведены имена генов, существенно отклоняющихся от степенной зависимости
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[10–13] (данные не приведены). Чтобы обнаружить 
новые неаннотированные тандемные дупликации эк-
зонов, мы исключили из рассмотрения пары запрос-
мишень, которые перекрывают любой аннотирован-
ный экзон, а также отфильтровали мишени, которые 
пересекают аннотированные повторы или участки 
ДНК низкой сложности, поскольку последние могут 
содержать экзоны, возникшие по другому механиз-
му, например, через экзонизацию транспозонов [36]. 
Мы также исследовали статистические свидетель-
ства экспрессии вновь обнаруженных экзонов, ис-
пользуя данные секвенирования РНК из проекта 
Genotype Tissue Expression Project [31], а именно, их 
покрытие короткими прочтениями и поддержку эк-
зон-экзонных соединений. 

ПРИМЕРЫ

Обскурин (OBSCN)
Один из генов человека, подверженных тандемным 
дупликациям экзонов, – обскурин (OBSCN). Этот ген 
состоит из более 150000 п.н. и содержит более 80 эк-
зонов [37]. Белок, кодируемый геном OBSCN, принад-
лежит к семейству гигантских сакромерных сигналь-
ных белков, в которое входят также титин и небулин 
[38]. OBSCN высоко экспрессируется в сердце (RPKM 
8.6), простате (RPKM 2.9) и других тканях [31]. 

Наш анализ показывает, что подавляющее боль-
шинство экзонов обскурина гомологичны друг дру-
гу и имеют одинаковую длину, что указывает на их 
образование в результате тандемной дупликации 
(рис. 3). Наличие повторов в промежуточных ин-
тронах свидетельствует об их возникновении в ходе 
нескольких раундов геномных дупликаций, веро-
ятно, в результате негомологичной рекомбинации. 
Примечательно, что один из промежуточных ин-
тронов содержит область, гомологичную другим 
экзонам, но не аннотированную как экзон (рис. 3, 
показана голубым цветом). Функциональность этой 
области подтверждается высокой степенью консер-
вативности (PhastCons) и наличием сплит-ридов, 
поддерживающих экзон-экзонные соединения. 
Интересно, что тот же самый промежуточный ин-
трон содержит и другую область с высоким уровнем 
консервативности (PhastCons), которая также вклю-
чает сплит-риды, поддерживающие экзон-экзонные 
соединения. Однако эта область обладает меньшей 
степенью гомологии с другими экзонами (процент 
идентичности последовательностей 62.4% против 
78.9% у других областей). 

UDP-глюкуронозилтрансфераза (UGT1A)
Ген UGT1A человека кодирует UDP-глюкурон озил-
трансферазу и содержит 13 уникальных альтерна-

тивных начальных экзонов, за которыми следуют 
четыре конститутивных экзона. Этот ген ассоцииро-
ван с такими заболеваниями, как синдром Гилберта 
[39] и синдром Криглера–Найяра [40]. Каждый на-
чальный экзон регулируется собственным про-
мотором и кодирует сайт связывания субстрата, 
в результате чего образуются белки с разными 
N-концами и идентичными C-концами. Наш ана-
лиз показывает, что вариабельные начальные эк-
зоны этих генов гомологичны друг другу (рис. 4), 
что дает основания предположить возможность 
их происхождения в результате серии тандемных 
дупликаций. В 5’-UTR этого гена содержится кон-
сервативная область, которая гомологична началь-
ным экзонам, но не аннотирована как экзон (рис. 4). 
Следует отметить, что все начальные экзоны это-
го гена включаются в зрелый транскрипт взаимо-
исключающим образом. 

Примеры тандемных дупликаций 
в нетранслируемых областях генов 
D. melanogaster
В качестве двух интересных примеров тандемных 
дупликаций экзонов в нетранслируемых областях 
генов D. melanogaster можно привести гены hydra 
(рис. 5A) и pip (рис. 5Б). Ген hydra содержит девять 
гомологичных начальных экзонов, которые сплайси-
руются взаимоисключающим образом, тогда как ген 
pip имеет восемь тандемно повторяющихся гомоло-
гичных кластеров взаимоисключающих терминаль-
ных экзонов. Показано, что начальный экзон гена 
hydra подвергся рекуррентным дупликациям, и семь 
из этих альтернативных начальных экзонов флан-
кированы на своей 3’-стороне транспозоном DINE-1 
[41]. По крайней мере четыре из девяти дуплици-
рованных начальных экзонов могут функциониро-
вать как альтернативные сайты начала транскрип-
ции [41]. Однако 3’-нетранслируемая область гена 
pip, который кодирует сульфотрансферазу и вносит 
вклад в формирование и полярность дорсально-вен-
тральной оси эмбриона, изучена гораздо менее полно. 
Недавно показали, что взаимоисключающее исполь-
зование экзонов в 3’-UTR этого гена зависит от кон-
курирующих вторичных структур РНК [42]. 

Свидетельства экспрессии тандемно 
дуплицированных экзонов по данным 
секвенирования РНК
Экспрессию тандемных дупликаций экзонов оцени-
вали с использованием данных секвенирования РНК, 
рассматривали пары запрос-мишень в генах человека, 
в которых мишень не пересекается ни с аннотирован-
ными экзонами, ни с повторами, оставшиеся мишени 
объединяли с помощью программы bedtools merge. 
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Рис. 3. Диаграмма тандемных экзонных дупликаций в гене обскурина (OBSCN). Темно-синим цветом показаны 
аннотированные транскрипты (GENCODE и RefSeq). Красным показаны пары запрос-мишень; запросы показаны 
толстыми прямоугольниками, а мишени – тонкими. Следующий трек показывает поддержку экзонных границ 
сплит-ридами. Значения степени консервативности (PhastCons) показаны зеленым цветом

Рис. 4. Диаграмма тандемных экзонных дупликаций в гене UDP-глюкуронозилтрансферазы UGT1A; обозначе-
ния, как на рис. 3

Рис. 5. Диаграмма тандемных экзонных дупликаций в генах hydra (A) и pip (Б); обозначения, как на рис. 3

A

Б
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Эта процедура дала 4027 интронных мишеней, каж-
дую из которых случайным образом сопоставляли 
с контрольной областью такой же длины, располо-
женной на 30 н. в сторону 5’- или 3’-конца гена. 

Одна из основных проблем оценки экспрессии 
тандемных дупликаций экзонов с использованием 
данных секвенирования РНК заключается в том, 
что в случае высокой идентичности нуклеотидной 
последовательности запроса и мишени короткие 
чтения одинаково хорошо выравниваются как с по-
следовательностью запроса, так и с последовательно-
стью мишени. Поэтому мы исключили из анализа все 
короткие чтения, которые картировались более чем 
на одну позицию в геноме, и вычислили среднее по-
крытие ридами каждой мишени и соответствующей 
контрольной области в каждом из 53 транскрипто-
мов тканей из проекта Genotype-Tissue Expression 
(GTEx) [31], используя только однозначные карти-
рования. Затем мы вычислили показатель lg FCi = 
lg(1 + targeti) - lg(1 + controli), где targeti – среднее 
покрытие мишени в ткани i, а controli – среднее по-
крытие контрольного региона в ткани i. Ткани с не-
достаточным количеством значений lg FCi (мочевой 
пузырь, эндоцервикс и эктоцервикс шейки матки) 
были исключены из дальнейшего анализа. В группе 
мишеней, которые обладали по меньшей мере 80% 
гомологией нуклеотидной последовательности с за-
просом, мы наблюдали значительное положитель-
ное отклонение метрики lg FCi от нуля (знаковый 
ранговый критерий Вилкоксона), которое в некото-
рых тканях оставалось значимым после коррекции 
Бенджамини–Хохберга на множественное тестирова-

ние, например в крови, пищеводе, легких, тестикулах, 
мышцах, мозге, а также в некоторых трансформиро-
ванных клетках (рис. 6). Следует отметить, что тест 
Вилкоксона обнаружил статистически значимые от-
клонения от нуля даже в тех случаях, когда медиана 
выборки близка к нулю, что указывает на преобла-
дание больших положительных значений в выборке 
разностей. Мы также наблюдали увеличение коли-
чества сплит-ридов, поддерживающих экзон-экзон-
ные соединения в тандемно дуплицированных экзо-
нах с более высокой идентичностью нуклеотидных 
последовательностей (рис. 7). Эти результаты по-
казывают, что по крайней мере некоторые из неан-
нотированных тандемно дуплицированных экзонов 
действительно могут экспрессироваться, причем тка-
неспецифичным образом. 

В заключение мы вычислили разницу между 
средними показателями степени консервативности 
PhastCons [43], полученной из множественного вы-
равнивания геномов 100 видов позвоночных между 
мишенями и соответствующими им контрольными 
регионами. Мишени оказались в среднем более эво-
люционно консервативными, чем контрольные об-
ласти (знаковый ранговый критерий Вилкоксона, 
P = 0.009), что также указывает на их возможную 
функциональность. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Интересное наблюдение, сделанное в этой рабо-
те, заключается в том, что тандемные дупликации 
экзонов преобладают не только в кодирующих, 
но также и в нетранслируемых областях эукарио-

Рис. 6. Распределение значений метрики lg FC
i
 в тканях GTEx для мишеней с по крайней мере 80% гомологией ну-

клеотидной последовательности. Цвета тканей соответствуют стандартной цветовой палитре консорциума GTEx 
[31]. Показаны только те ткани, которые имеют значимое отклонение метрики lg FC

i
 от нуля (в порядке умень-

шения статистической значимости). Уровни значимости вычислены с помощью знакового рангового критерия 
Вилкоксона после поправки Бенджамини–Хохберга на множественное тестирование
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1+Среднее покрытие в контроле
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Рис. 7. Распределение 
значений метрики lg FC

i
 

для сплит-ридов. Ме-
трика lg FC

i
 вычислена 

как lg FCi = lg(1 + target
i
) 

– lg(1 + control
i
), где 

targeti (control
i
 соответ-

ственно) равно суммар-
ному числу уникально 
картированных сплит-
ридов, поддерживающих 
экзонные границы ми-
шени (контроля соответ-
ственно) в ткани i
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тических генов. Более того, они, по-видимому, свя-
заны с взаимоисключающим выбором тандемно 
дуплицированных начальных и конечных экзонов. 
Недавнее исследование показало, что регуляторный 
механизм, лежащий в основе взаимоисключающего 
выбора 3’-вариабельных областей в пре-мРНК гена 
PGRP-LC у D. melanogaster, задействует конкури-
рующие структуры РНК [42]. Эти структуры РНК 
совместно регулируют отбор 3’-UTR посредством 
активации проксимального 3’-сайта сплайсинга 
и одновременного подавления интрон-проксималь-
ного 5’-сайта сплайсинга вместе со стерической кон-
куренцией за спаривание РНК [42]. Сходная регу-
ляторная программа действует и в 3’-вариабельных 
областях генов D. melanogaster CG42235 и pip. Это 
наблюдение заставляет задуматься о том, не мо-
гут ли тандемные дупликации экзонов в нетранс-
лируемых областях контролироваться конкурирую-
щими структурами РНК некоторым общим образом. 

В недавней работе мы предложили эволюционный 
механизм образования конкурирующих структур 
РНК, связанных с взаимоисключающим сплайсингом 
через геномные дупликации, которые затрагивают 
не только экзоны, но и соседние с ними интроны со 
шпилечными структурами РНК [44]. Согласно этой 
гипотезе, дупликация одной из двух цепей интрон-
ной шпилечной структуры автоматически приводит 
к образованию двух последовательностей, которые 
конкурируют за спаривание оснований с третьей 
последовательностью. Это соответствует часто на-
блюдаемому механизму регуляции сплайсинга MXE 
через конкурирующие структуры РНК [13–15, 21]. 
В частности, из этой модели вытекает, что взаимо-
исключающий сплайсинг, опосредованный конку-
рирующими структурами РНК, является неизбеж-
ным следствием тандемных дупликаций. Принимая 

во внимание большое количество консервативных 
комплементарных областей в нетранслируемых обла-
стях генов человека [45], вероятным представляется 
то, что тандемные дупликации экзонов внутри UTR 
также могут автоматически генерировать конкуриру-
ющие структуры РНК, приводящие к взаимоисклю-
чающему включению экзонов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Тандемные дупликации экзонов широко представ-
лены не только в кодирующих частях, но и в не-
транслируемых областях эукариотических генов. 
Вовлечены ли конкурирующие РНК-структуры 
в регуляцию взаимоисключающего сплайсинга этих 
экзонов и могут ли они образовываться как побоч-
ный продукт тандемных геномных дупликаций? 
Ответ на этот вопрос остается открытым. 
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ВВЕДЕНИЕ
NAD+-зависимая формиатдегидрогеназа (FDH, 
КФ 1.2.1.2) из метилотрофных бактерий Pseudomonas 
sp. 101 (PseFDH) является одним из наиболее изу-
ченных ферментов этой группы. PseFDH была од-
ной из первых формиатдегидрогеназ, которая была 
получена в высокоочищенном виде и охарактеризо-
вана [1]. Ген psefdh, кодирующий этот фермент, был 
первым геном формиатдегидрогеназ бактерий, кото-
рый клонировали и сверхэкспрессировали в клетках 

РЕФЕРАТ Формиатдегидрогеназа из бактерий Pseudomonas sp. 101 (PseFDH, КФ 1.2.1.2) является мо-
дельным объектом для изучения закономерностей механизма действия ферментов суперсемейства 
D-специфичных дегидрогеназ 2-оксикислот. Этот фермент активно используется для регенерации вос-
становленной формы NAD(P)H в процессах хирального синтеза с помощью оксидоредуктаз. Ранее 
в нашей лаборатории был получен многоточечный мутант PseFDH SM4S, обладающий повышенной 
температурной и химической стабильностью. C целью улучшения свойств этого мутанта в его после-
довательность были введены дополнительные точечные замены, что позволило получить пять новых 
мутантных PseFDH. Все эти ферменты выделены в высокоочищенном виде, изучены их кинетические 
свойства и температурная стабильность, охарактеризованная по кинетике термоинактивации и с помо-
щью дифференциальной сканирующей калориметрии. Показано, что введение в PseFDH SM4S замены 
E170D приводит (при сохранении кинетических свойств) к увеличению температурной стабильности 
в 1.76 и 10 раз по сравнению с исходным мутантом и ферментом дикого типа соответственно.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА формиатдегидрогеназа, Pseudomonas sp. 101, каталитические свойства, температурная 
стабильность, сайт-направленный мутагенез.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ FDH – формиатдегидрогеназа; NAD(P)+ – никотинамидадениндинуклеотид(фосфат).

Escherichia coli [2, 3]. Определены кристаллические 
структуры апо- и холо-форм PseFDH (структу-
ры PDB2NAC, PDB2NAD, PDB2GO1 и PDB2GUG). 
За последние десятилетия клонировано, выделено 
и охарактеризовано много новых формиатдегидроге-
наз, однако PseFDH остается самой термостабильной 
из них [4], характеризуется высокой каталитической 
активностью и эффективностью [5, 6]. Недавно нами 
была выделена и закристаллизована формиатдеги-
дрогеназа из патогенных бактерий Staphylococcus 
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aureus (SauFDH) [7], сравнимая с PseFDH по термо-
стабильности [4] и имеющая более высокую катали-
тическую активность (но не эффективность) [6].

В нашей лаборатории проводятся систематиче-
ские исследования взаимосвязи структура–функция 
в формиатдегидрогеназах. Проведены эксперимен-
ты, подтверждающие важную роль пары остатков 
His332-Gln313 и остатка Arg284 в каталитическом 
механизме PseFDH [8, 9]. С использованием гидро-
фобизации альфа-спиралей получены мутантные 
формы с точечными заменами, повышающими тер-
мостабильность фермента [10], начаты эксперимен-
ты по изменению коферментной специфичности 
[11], получены мутантные формы с измененной изо-
электрической точкой [12]. Методом направленного 
мутагенеза исследовано влияние His-tag на N-конце 
аминокислотной последовательности на свойства 
фермента дикого типа и его NADP+-специфичных 
мутантов [13]. Проведены эксперименты по увели-
чению химической стабильности PseFDH, получены 
мутантные формы, обладающие высокой устойчи-
востью в присутствии пероксида водорода [14, 15].

Как следует из вышесказанного, для получения 
новых биокатализаторов с улучшенными даже по од-
ному параметру свойствами необходимо объединение 
нескольких аминокислотных замен, обеспечивающих 
требуемый положительный эффект. В ряде случаев 
такое объединение приводит к синергическому эф-
фекту, например, такой эффект наблюдали при ком-
бинации аминокислотных замен, направленных 
на повышение термостабильности FDH из сои [16]. 
В случае мутантной PseFDH SM4S за счет аминокис-
лотных замен в 311 положении были получены фер-
менты, у которых температурная стабильность повы-
силась до 2.4 раза по сравнению с исходным и более 
чем в 7 раз по сравнению с PseFDH дикого типа [17].

Ранее объединение замен, повышающих каталити-
ческую активность, а также температурную и опера-
ционную стабильность, позволило нам получить ва-
риант PseFDH SM4S. В данной работе продолжены 
эксперименты, направленные на дальнейшее улуч-
шение свойств этого мутанта. С этой целью в него 
были введены дополнительные точечные аминокис-
лотные замены, которые оказывали положительный 
эффект на свойства фермента дикого типа. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Pеакции направленного мутагенеза
Точечные замены аминокислот вводили с помо-
щью двустадийной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). В качестве матрицы использовали плаз-
миду pPseFDH8_SM4S, в которой ген psefdh на-
ходится под контролем сильного промотора РНК-

полимеразы фага Т7. Для  введения мутаций 
использовали прямой (T7_for) и обратный (T7_rev) 
праймеры на начало и конец гена соответственно, 
а также прямой и обратный праймеры, несущие 
требуемую замену в гене psefdhsm4: 
T7_for  5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’
T7_rev  5’-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3’
K61R_for 5’-GGC CTG CGC CGT TAT CTC GAA TCC AAC GGC CAC ACC CTG-3’ 
K61R_rev 5’-GAT TCG AGA TAA CGG CGC AGG CCG AGC TCG CCG G-3’
K61P_for 5’-GGC CTG CGC CGT TAT CTC GAA TCC AAC GGC CAC ACC CTG-3’
K61P_rev 5’-GAT TCG AGA TAC GGG CGC AGG CCG AGC TCG CCG G-3’
S131A_for 5’-GTC GAT CTT CAG GCG GCT ATC GAC CGT AAC GTC ACC-3’
S131A_rev 5’-GAT AGC CGC CTG AAG ATC GAC GTG GTC-3’
S160A_for 5’-GAT GAT CCT GGC GCT GGT GCG CAA CTA TCT GCC CTC-3’
S160A_rev 5’-GCA CCA GCG CCA GGA TCA TCA TCA CCA CAT G-3’
E170D_for 5’-CCT CGC ACG ATT GGG CGC GGA AGG GCG GCT G-3’
E170D_rev 5’-CTT CCG CGC CCA ATC GTG CGA GGG CAG ATA GTT GCG CAC-3’.

Реакционная смесь для проведения ПЦР со-
держала 2.5 мкл 10-кратного буфера для Pfu 
ДНК-полимеразы (200 мМ Tрис-HCl (pH 8.8 
при  25°C) ,  100 мМ (NH4) 2SO4,  100 мМ KCl , 
1 мг/мл БСА, 1% (v/v) Тритон X-100, 20 мМ MgSO4); 
2.5 мкл смеси dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dСTP, кон-
центрация каждого 2.5 мМ); 1 мкл ДНК-матрицы 
(≈10 нг/мкл); по 2 мкл праймеров (10 нмоль/мл); 
0.5 мкл Pfu ДНК-полимеразы (2.5 Ед/мкл) и деиони-
зованную воду до общего объема смеси 25 мкл. ПЦР 
проводили в тонкостенной пластиковой пробир-
ке объемом 0.5 мл (SSI, США) на приборе Терцик 
(«ДНК-Технологии», Россия). Для предотвращения 
испарения реакционной смеси в пробирку добавля-
ли 30 мкл минерального масла. Пробирку прогре-
вали в течение 5 мин при 95°С и затем проводили 
реакцию по следующей программе: денатурация – 
95°С, 30 с; связывание праймеров – 54–58°С, 30 с; 
удлинение цепи – 72°С, 2 мин, всего 25–35 циклов. 
После последнего цикла реакционную смесь допол-
нительно выдерживали в течение 5 мин при 72°С. 
Температуру на второй стадии выбирали на 3–5°С 
ниже температуры плавления дуплексов (Тm), об-
разуемых праймерами. 

Для получения фрагментов, содержащих требу-
емую замену, проводили две ПЦР с использовани-
ем пар праймеров: 1) прямого PseFor, содержащего 
необходимую нуклеотидную(ые) замену(ы), и об-
ратного стандартного праймера T7_rev (фрагмент 
1) и 2); стандартного прямого праймера T7_for 
и обратного праймера PseRev, также содержащего 
необходимую нуклеотидную(ые) замену(ы) (фраг-
мент 2). Продукты двух ПЦР очищали с помощью 
электрофореза в 1% агарозном геле с последую-
щим выделением фрагментов ДНК из геля. На сле-
дующем этапе проводили третью, объединяющую, 
ПЦР с праймерами T7_for и T7_rev, где в качестве 
ДНК-матрицы использовали оба полученных ранее 
фрагмента. Продукт объединяющей ПЦР очищали 
таким же образом, а затем обрабатывали эндону-
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клеазами рестрикции NdeI и XhoI. Этими же ре-
стриктазами обрабатывали плазмиду PseFDH_SM4S 
для удаления из нее фрагмента гена, в который 
вводили мутацию. Обработанный рестриктазами 
продукт ПЦР и плазмиду очищали с помощью элек-
трофореза и проводили лигирование. Полученной 
после реакции лигирования смесью трансформиро-
вали клетки E. coli DH5α. Введение требуемых му-
таций контролировали с помощью секвенирования 
плазмидной ДНК в Центре коллективного пользо-
вания «Геном» (Институт молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта РАН) или в Центре коллек-
тивного пользования ФИЦ Биотехнологии РАН.

Экспрессия новых мутантных PseFDH в клетках 
E. coli
PseFDH дикого типа и мутантные варианты экс-
прессировали в клетках E. coli BL21(DE3)/pLysS. 
Для получения штамма-продуцента клетки транс-
формировали соответствующей плазмидой и вы-
севали на чашки Петри с агаризованной средой, 
содержащей ампициллин (100 мкг/мл) и хлорам-
феникол (25 мкг/мл). Для приготовления посевного 
материала с чашки отбирали единичную колонию 
и культивировали в 5 мл среды 2YT (дрожжевой 
экстракт 10 г/л, бактотриптон 16 г/л, хлорид натрия 
5 г/л, рН 7.0) в присутствии 150 мкг/мл ампицил-
лина и 25 мкг/мл хлорамфеникола в течение 7–9 ч 
при 30оС и 180 об/мин до достижения величины по-
глощения на длине волны 600 нм A600 ≈ 0.6–0.8. Затем 
2 мл ночной культуры переносили в конические ка-
чалочные колбы с отбойниками объемом 100 мл, со-
держащими 20 мл среды 2YT и 150 мкг/мл ампицил-
лина, клетки культивировали при 37°С и 120 об/мин 
до достижения величины поглощения A600 = 0.6–0.8. 
Клетки пересевали в конические колбы с отбойни-
ками, содержащими 230 мл среды 2YT без анти-
биотиков, культивировали при 30оС до достижения 
величины поглощения A600 ≈ 0.6–0.8. Далее клетки 
индуцировали, добавляя в среду для культивиро-
вания раствор лактозы (300 г/л) до конечной кон-
центрации индуктора 20 г/л. После индукции клет-
ки культивировали в течение 17 ч при 120 об/мин 
и 30оС. Полученную биомассу осаждали на центри-
фуге Beckman J-21 (США) при 7500 об/мин в тече-
ние 20 мин при 4°С, после удаления культуральной 
жидкости клетки ресуспендировали в 0.1 М натрий-
фосфатном буфере рН 8.0 в соотношении 1 : 4 (масс.). 
Полученную суспензию замораживали и хранили 
при -20°С. 

Выделение и очистка
Клетки после культивирования разрушали на уль-
тразвуковом дезинтеграторе. Клеточный дебрис 

осаждали центрифугированием (Eppendorf 5804 R, 
40 мин, +4°С, 12000 об/мин), а к полученному бес-
клеточному экстракту добавляли насыщенный рас-
твор сульфата аммония (конечная концентрация 
35% от насыщения) в 0.1 М натрий-фосфатном бу-
фере, 0.01 М EDТА, рН 7.0 (раствор А) и оставляли 
на 4–8 ч при +4оС. Нерастворившиеся белки осаж-
дали на центрифуге Eppendorf 5804 R в стаканах 
объемом 50 мл (11000 об/мин, +4ºС), а получен-
ный супернатант наносили на колонку 1.0 × 10 см 
с высокозамещенной Phenyl Sepharose FastFlow 
(Pharmacia Biotech, Австрия), уравновешенной рас-
твором А. После нанесения фермента колонку про-
мывали раствором А до исчезновения поглощения 
на 280 нм. Фермент элюировали с колонки нисхо-
дящим линейным градиентом сульфата аммония 
(35–0% от насыщения, 0.1 М фосфатный буфер, 
0.01 М EDТА, рН 7.0, общий объем 150 мл). Во вре-
мя проведения хроматографии собирали фракции 
по 5 мл, измеряли поглощение на 280 и 260 нм (A280 
и A260) и ферментативную активность (А), отбира-
ли фракции с максимальным соотношением (A/A280). 
Обессоливание проводили на колонке 2.5 × 10 см 
(объем 25 мл) с Sephadex G25 Fine (Pharmacia Fine 
Chemicals, Швеция), уравновешенной буфером 0.1 М 
Na-фосфат, 0.01 М EDТА, рН 7.0. Собирали фрак-
ции по 0.5 мл, в каждой фракции определяли фер-
ментативную активность и поглощение на 280 нм. 
Чистоту препаратов контролировали с помощью 
аналитического электрофореза в 12% полиакрила-
мидном геле в присутствии 0.1% додецилсульфата 
натрия на приборе для электрофореза MiniProtean 
II фирмы BioRad согласно протоколу производите-
ля. Концентрацию фермента в пробах рассчитывали 
из величины поглощения 1.6 для 0.1% раствора очи-
щенной PseFDH на длине волны 280 нм.

Измерение активности формиатдегидрогеназы
Активность FDH определяли спектрофотометриче-
ски по накоплению NADH на длине волны 340 нм 
(ε340 = 6220 М-1см-1) на спектpофотометpе Schimadzu 
UV1800 PC при 30°С в 0.1 М натрий-фосфатном 
буфере, рН 7.0. Концентрация формиата натрия 
и NAD+ в кювете составляла 0.6 М и 1 мг/мл соот-
ветственно.

Определение константы Михаэлиса
Константы Михаэлиса по NAD+ и формиату опреде-
ляли из зависимостей активности фермента от кон-
центрации (0.4–6 KM) соответствующего субстрата. 
Концентрация второго субстрата была насыщающей 
(>15 KM). Точную концентрацию исходного раствора 
NAD+ определяли спектрофотометрически на длине 
волны 260 нм (ε260 = 17800 М-1см-1). Раствор фор-
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миата натрия с заданной концентрацией готовили, 
растворяя нужное количество субстрата в 0.1 М 
натрий-фосфатном буфере, рН 7.0. Объем раствора 
доводили до метки в мерной колбе. Значения KM 
рассчитывали из экспериментальных зависимостей 
методом нелинейной регрессии с помощью програм-
мы Origin Pro 2015.

Изучение кинетики термоинактивации
Термостабильность ферментов измеряли в 0.1 М на-
трий-фосфатном буфере pН 7.0 при нескольких тем-
пературах. Пробирки объемом 0.5 мл, содержащие 
по 100 мкл раствора фермента (0.2 мг/мл), помеща-
ли в предварительно прогретый до необходимой 
температуры водный термостат (точность термо-
статирования ±0.1°С). В определенные моменты 
времени отбирали по одной пробирке и переносили 
в лед на 5 мин, после чего пробирку центрифуги-
ровали в течение 3 мин при 12000 об/мин на цен-
трифуге Eppendorf 5415D. Остаточную активность 
FDH измеряли в трех повторах как описано выше. 
Константу скорости термоинактивации kin опреде-
ляли как тангенс угла наклона прямой зависимости 
натурального логарифма величины остаточной ак-
тивности от времени (полулогарифмические коор-
динаты ln(А/A0) – t) методом линейной регрессии, 
используя программу Origin Pro 8.1.

Определение температурной стабильности 
методом дифференциальной сканирующей 
калориметрии 
Исследование температурной стабильности про-
водили на дифференциальном адиабатическом 
сканирующем микрокалориметре Nano DSC (TA 
Instruments, США). Рабочий объем капиллярных ка-
лориметрических платиновых ячеек составлял 300 
мкл. Для предотвращения образования пузырьков 
и закипания растворов при повышении температуры 
в ячейках калориметра поддерживали избыточное 
давление, равное 3 aтм. Перед проведением экспе-
римента определяли значения инструментальной 
базовой линии, которые затем вычитали из данных, 
полученных для белка. При измерениях в контроль-
ную ячейку помещали буферный раствор, а в рабо-
чую – раствор исследуемой FDH в том же буферном 
растворе. Концентрация ферментов составляла 1–2 
мг/мл, а скорость прогрева – 1°С/мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор остатков для направленного мутагенеза
Ключевыми аминокислотными заменами в мутан-
те PseFDH SM4S являются замены C145S, C255A 
и A198G. Первые две замены позволили защитить 

активный центр PseFDH от химической модифика-
ции и(или) окисления существенных остатков ци-
стеина. Замена C255A привела к тому, что через 90 
дней хранения при 25оС мутантный фермент со-
хранял более 60% исходной активности, в то вре-
мя как PseFDH дикого типа за это время полно-
стью инактивировалась [14]. Двойная замена C145S 
и C255A снизила константу скорости инактивации 
фермента в присутствии 100 мМ пероксида водоро-
да почти в 100 раз [15]. Замена A198G обеспечивает 
снижение напряжения структуры PseFDH в пово-
роте полипептидной цепи, соединяющем тяж бета-
листа βА и спираль αВ в коферментсвязывающем 
домене активного центра. Такая замена приводила 
к увеличению термостабильности в 2.6 раза и улуч-
шению константы Михаэлиса по NAD+ почти в 2 
раза [11]. Поэтому основным направлением иссле-
дования по улучшению свойств PseFDH SM4S было 
увеличение температурной стабильности.

Замены остатка Lys61
Увеличение рН среды с 7.0 до 8.0 приводит к уве-
личению константы скорости термоинактива-
ции PseFDH в 6 раз [18]. Это может быть связа-
но с разрушением ионных пар при повышении рН, 
например, за счет потери положительного заряда 
ε-аминогруппы остатка лизина. Ранее при изучении 
термостабильности FDH из бактерий Mycobacterium 
vaccae N10 (отличается от PseFDH всего двумя за-
менами, одна из которых Glu61 в MycFDH и K61 
в PseFDH, а по термостабильности первая хуже 
второй в 4 раза) показали, что замены Glu61K (пе-
реход к PseFDH) и Glu61Pro позволяют получить 
мутантную MycFDH по стабильности очень близ-
кую к PseFDH [19]. Анализ структур апо- и холо-
PseFDH (PDB2NAC и PDB2NAD соответственно) 
показывает, что аминогруппа остатка K61 образу-
ет ионную пару с карбоксильной группой Asp43. 
Введение в положение 61 остатка Pro с таким же 
стабилизационным эффектом, как у Lys61, означает, 
что в мутанте с заменой K61P при повышении рН 
не должно происходить разрушение ионной пары, 
отвечающей за поддержание структуры стабильного 
фермента. Кроме того, решено также ввести замену 
K61R, поскольку при повышении рН минимум до 12, 
его гуанидиниевая группа будет сохранять положи-
тельный заряд.

Гидрофобизация остатков S131 и S160
Подход по стабилизации белков, основанный на ги-
дрофобизации α-спиралей, известен достаточно дав-
но [20]. Наиболее часто в α-спиралях проводят за-
мены Ser/Ala – подход достаточно универсальный 
и эффективный для большого количества белков. 
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Например, с помощью этого подхода мы в несколь-
ко раз увеличили термостабильность оксидазы 
D-аминокислот [21]. Анализ структуры PseFDH вы-
явил пять остатков Ser в α-спиралях, из которых 
один оказался консервативным. Замена остальных 
четырех остатков показала, что наибольший ста-
билизирующий эффект (около 20% каждый) дава-
ли замены S131A и S160A [10]. Именно эти замены 
и были выбраны для введения в PseFDH SM4S.

Замена Glu170Asp
Остаток Glu170 расположен в центре белковой 
глобулы в области межсубъединичного контакта 
(рис. 1). При этом отрицательно заряженные атомы 
кислорода карбоксильной группы остатка Glu170А 
одной субъединицы расположены на расстоянии 
всего 2.67 Å от атомов кислорода в карбоксиль-
ной группе Glu170В второй субъединицы (рис. 1). 
Простое удаление карбоксильных групп крайне не-
целесообразно, поскольку эти же группы участву-

ют в электростатических взаимодействиях, в част-
ности, с гуанидиниевой группой остатков Arg173 
из субъединиц А и В (расстояние 2.64 Å). Поэтому 
для уменьшения взаимного отталкивания без силь-
ного изменения остальной системы взаимодействий 
Glu170 был заменен на Asp, который короче остатка 
Glu на одну CH2-группу [22]. Отметим, что в поло-
жении 170 в FDH бактерий Moraxella sp. C2 (гомо-
логия с PseFDH 84%) расположены именно остатки 
Asp [23, 24]. Замена в PseFDH E170D привела к по-
вышению термостабильности фермента на 40% [22].

Таким образом, в результате анализа выбрали 
пять аминокислотных замен в четырех положениях. 
Положение остатков для направленного мутагенеза 
показано на рис. 1. Отметим, что они расположены 
как на поверхности, так и внутри белковой глобулы, 
включая область межсубъединичного контакта, ко-
торая недоступна молекулам растворителя. Каждая 
из замен в случае PseFDH дикого типа не давала 
значительного увеличения стабильности (максимум 
до 40%), однако результаты наших предыдущих 
экспериментов позволяют предполагать наличие 
синергического эффекта, и эффект стабилизации 
при введении выбранных замен может быть выше.

Получение мутантных форм PseFDH SM4S
Новые мутантные PseFDH SM4S получены согласно 
методике, приведенной в «Экспериментальной ча-
сти». Результаты секвенирования показали, что це-
левые гены содержат только запланированные 
нуклеотидные замены. Результаты экспрессии пред-
ставлены в табл. 1. Для контроля параллельно экс-
прессировали исходную PseFDH SM4S и фермент 
дикого типа. Полученные данные позволяют сделать 
вывод, что используемая нами методика экспрессии 
PseFDH дикого типа применима и для получения 
новых мутантных форм. Выделение и очистку му-
тантных PseFDH проводили по стандартной мето-

Рис. 1. Положения остатков Lys61, Ser131, Ser160 
и Glu170 в структуре апо-формы FDH из Pseudomonas 
sp. 101 (PDB2NAC)

Таблица 1. Экспрессия мутантных форм PseFDH и фермента дикого типа в клетках E. coli 

Фермент Выход фермента, 
активность, Ед/л среды

Выход биомассы, 
г/л среды

Выход фермента 
по массе*, мг/л среды

Содержание фермента 
в клетках, Ед/г

PseFDH wt 3875 13.5 388 287

PseFDH SM4S 5430 12.0 543 462

PseFDH SM4S K61P 4865 17.0 487 300

PseFDH SM4S K61R 4575 17.2 458 265

PseFDH SM4S S131A 5200 20.0 520 213

PseFDH SM4S S160A 5450 17.0 545 315

PseFDH SM4S E170D 6300 17.0 630 358

*Выход фермента на 1 л среды рассчитывали исходя из выхода по активности (столбец 2) и величины удельной 
активности 10 Ед/мг белка.
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дике, разработанной в нашей лаборатории ранее 
[8]. На рис. 2 представлены результаты аналитиче-
ского электрофореза препаратов мутантных форм 
PseFDH. Видно, что каждый препарат представлен 
единственной полосой, что свидетельствует об от-
сутствии примесей. Таким образом, получены пре-
параты ферментов чистотой не менее 99%.

Кинетические свойства мутантных ферментов
Значения каталитических констант и констант 
Михаэлиса по NAD+ и HCOO- для всех полученных 
мутантных PseFDH приведены в табл. 2. Отметим, 
что наблюдаемая каталитическая константа у всех 
форм PseFDH в пределах ошибки эксперимента 

не изменилась. Небольшое увеличение констан-
ты Михаэлиса по формиату отмечено после заме-
ны S131A (на 60 и 40% по сравнению с исходной 
PseFDH SM4S и с ферментом дикого типа соответ-
ственно). Сходным образом на величину KМ по фор-
миату влияет и замена K61R. Константы Михаэлиса 
по NAD+ у полученных мутантов в пределах ошиб-
ки эксперимента не отличаются (увеличение на 10–
20% и уменьшение на 15–35% по сравнению с КМ 
для PseFDH SM4S и фермента дикого типа соот-
ветственно). Как следствие таких изменений, ката-
литическая эффективность kcat/KМ

NAD+ у всех мутан-
тов была в 1.4 раза меньше по сравнению с PseFDH 
SM4S и не отличалась от таковой для фермента 
дикого типа. Величина kcat/KМ

HCOO- немного увели-
чилась после введения в PseFDH SM4S замен K61P 
и S160A. В целом, следует отметить, что введение 
замен не повлияло заметным образом на каталити-
ческие свойства фермента.

Температурная стабильность мутантных форм 
PseFDH
Термостабильность мутантных PseFDH изучали 
в диапазоне температур 65–69оС. В этом диапазоне 
термоинактивация фермента дикого типа протекает 
необратимо по мономолекулярному механизму в со-
ответствии с кинетикой реакций первого порядка 
[19]. На рис. 3А в качестве примера в полулогариф-
мических координатах представлены зависимости 
остаточной активности мутантной PseFDH SM4S 
E170D от времени. Видно, что эти зависимости хо-
рошо линеаризуются в полулогарифмических коор-
динатах, т.е. процесс инактивации протекает в со-
ответствии с кинетикой реакций первого порядка. 
Из тангенса угла наклона прямых рассчитывается 
наблюдаемая константа скорости термоинактива-
ции kin первого порядка. На рис. 3Б представлены 
зависимости остаточной активности всех изучен-

кДа
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М 1 2 3 4 5 6 7

Рис. 2. Аналитический электрофорез в 12% полиакри-
ламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия 
препаратов ферментов после очистки. 
M – маркер молекулярной массы; 1 – PseFDH дикого 
типа; 2 – PseFDH SM4S; 3 – PseFDH SM4S K61P; 
4 – PseFDH SM4S E170D; 5 – PseFDH SM4S K61R; 
6 – PseFDH SM4S S131A; 7 – PseFDH SM4S S160A

Таблица 2. Кинетические параметры мутантных PseFDH и фермента дикого типа

Фермент kcat, c
-1 KM

HCOO-
, мM KM

NAD+
, мкМ kcat/KM

NAD+
, (М-1c-1)×106 kcat/ KM

HCOO-
, (М-1c-1)×103

PseFDH wt 7.3 ± 0.3 1.63 ± 0.08 52.5 ± 2.5 0.14 4.47

PseFDH SM4S 7.3 ± 0.3 1.36 ± 0.14 35.5 ± 1.5 0.21 5.37

PseFDH SM4S K61P 7.3 ± 0.3 1.19 ± 0.08 48.3 ± 1.7 0.15 6.13

PseFDH SM4S K61R 7.7 ± 0.4 1.89 ± 0.11 45.8 ± 2.0 0.17 4.07

PseFDH SM4S S131A 7.5 ± 0.4 2.31 ± 0.15 48.6 ± 1.6 0.15 3.25

PseFDH SM4S S160A 7.3 ± 0.3 1.22 ± 0.12 48.6 ± 2.7 0.15 5.98

PseFDH SM4S E170D 7.3 ± 0.3 1.11 ± 0.08 41.0 ± 1.7 0.18 6.58

Примечание. 0.1 М натрий-фосфатный буфер, 0.01 M EDТА, рН 7.0, 30оС.
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ных ферментов от времени в полулогарифмических 
координатах при 67оС. Из рис. 3Б хорошо видно, 
что наибольший эффект стабилизации вызывает 
замена E170D в PseFDH SM4S. Замена K61R при-
водит к небольшой дестабилизации по сравнению 
с PseFDH SM4S, но все равно стабильность этого 
мутанта была выше, чем у фермента дикого типа. 
Остальные мутанты обладают стабильностью, сход-
ной со стабильностью PseFDH SM4S (рис. 3Б).

Интересные данные получены при анализе за-
висимости наблюдаемой константы скорости термо-
инактивации от температуры. Истинно мономоле-
кулярный характер процесса инактивации PseFDH 
во всем диапазоне температур позволяет применить 
для анализа этого процесса теорию активированного 
комплекса (ТАК).

Согласно теории активированного комплекса, 
уравнение зависимости наблюдаемой константы 
скорости термоинактивации от температуры имеет 
следующий вид:
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где kB = 1.238 × 10-23 Дж/К – постоянная Больцмана; 
h = 6.634 × 10–34 Дж/с-1 – постоянная Планка; 
R = 8.314 Дж/моль/К – универсальная газовая по-
стоянная.

Это уравнение можно представить в линейной 
форме:
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Зависимость в координатах ln(kin/T) – 1/T пред-
ставляет собой прямую с тангенсом угла наклона, 
равным ΔH≠/R. На рис. 4 представлены эксперимен-
тальные зависимости наблюдаемой константы ско-
рости термоинактивации от температуры для всех 
полученных мутантов PseFDH. Из рис. 4 видно, 
что во всех случаях характер зависимости kin при-
мерно такой же, как и у исходной PseFDH SM4S. 
С помощью ТАК рассчитаны значения энтальпии 
(ΔH≠) и энтропии (ΔS≠) активации. Величина ΔS≠ 
может быть получена из тангенса угла наклона за-
висимости ΔG≠ от температуры согласно уравнению: 
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при различных температурах. Б – зависимости оста-
точной активности PseFDH дикого типа и ее различных 
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ΔG≠=ΔH≠–TΔS≠

Для нахождения энергии Гиббса активации ис-
пользовано следующее выражение:
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Из табл. 3 видно, что значения ΔH≠ и ΔS≠ у по-
лученных мутантных форм и исходной PseFDH 
SM4S примерно одинаковы и достоверно выше, чем 
у фермента дикого типа. Наиболее высокое значе-
ние ΔH≠ наблюдается в случае мутанта с самым 
высоким эффектом стабилизации – PseFDH SM4S 
E170D (табл. 3).

Термостабильность некоторых наиболее инте-
ресных мутантных форм PseFDH также изучена 
методом дифференциальной сканирующей кало-
риметрии. Так как мутанты обладали сходной ста-
бильностью, то исследование термостабильности ме-
тодом ДСК было сделано для фермента дикого типа, 
исходной PseFDH SM4S и ее вариантов с дополни-
тельными заменами E170D и K61P (замены S131A 
и S160A давали близкий стабилизационный эф-
фект). Результаты приведены на рис. 5. Численные 
значения теплоты плавления и температуры фазо-
вого перехода, рассчитанные из кривых плавления, 
представлены в табл. 3. Из рис. 5 и табл. 3 вид-
но, что замена E170D приводит к самому большому 
повышению температуры максимума кривой плав-
ления (на 0.5оС) по сравнению с исходной PseFDH 
SM4S. Такое увеличение хорошо согласуется с ве-
личиной эффекта стабилизации, наблюдаемого 
в экспериментах по изучению кинетики термоинак-
тивации. Также замена E170D вызывает повышение 
удельной теплоты фазового перехода по сравнению 
с другими изученными мутантами и ферментом ди-
кого типа (табл. 3), что согласуется с результата-
ми анализа кинетики термоинактивации с помощью 

теории активированного комплекса. Таким образом, 
результаты экспериментов по исследованию термо-
стабильности новых мутантных PseFDH двумя раз-
личными методами очень хорошо согласуются друг 
с другом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В табл. 4 приведены величины относительной 
термостабильности новых полученных мутантных 
ферментов по сравнению к PseFDH дикого типа 
и к исходному мутанту PseFDH SM4S (значения 
в скобках) при различных температурах. Сравнение 
наблюдаемых значений эффектов стабилизации по-
зволяют сделать несколько выводов.

1. Замены в положении 61 подтвердили важность 
остатка K61 в поддержании активной структуры 

С
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Рис. 5. Кривые плавления, полученные методом ДСК, 
для PseFDH дикого типа и мутантных ферментов. 
0.1 М натрий-фосфатный буфер, 0.01 M EDТА, рН 7.0. 
Концентрация белка 2 мг/мл, скорость сканирования 
1 град/мин

Таблица 3. Параметры процесса термоинактивации мутантных PseFDH и фермента дикого типа

Фермент ΔH≠, кДж/моль ΔS≠, Дж/моль/К ΔHДСК, кДж/моль Температура фазового перехода, Tm, оС

PseFDH wt 470 ± 35 1100 ± 100 1470 68.3

PseFDH SM4S 650 ± 40 1600 ± 100 1975 70.9

PseFDH SM4S K61P 665 ± 40 1650 ± 100 1880 70.9

PseFDH SM4S K61R 600 ± 40 1450 ± 100 нд нд

PseFDH SM4S S131A 630 ± 50 1720 ± 100 нд нд

PseFDH SM4S S160A 690 ± 35 1550 ± 100 нд нд

PseFDH SM4S E170D 700 ± 30 1730 ± 100 2070 71.4
Примечание. нд – нет данных. 0.1 M натрий-фосфатный буфер, рН 7.0.
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PseFDH. Несмотря на то что замена K61R привела 
к дестабилизации по сравнению с исходной PseFDH 
SM4S, стабильность такого мутанта была выше, чем 
у фермента дикого типа. Как уже отмечалось, вве-
дение в положение 61 остатка Pro вместо Lys имело 
целью удалить ионную пару без потери стабильно-
сти. Наши результаты подтвердили правильность 
этой гипотезы при рН 7.0. Также предполагалось, 
что удаление ионной пары может привести к по-
вышению термостабильности фермента при повы-
шении рН среды до 8.0. Данные предварительных 
экспериментов показали, что введение замены K61P 
в PseFDH SM4S при рН 8.0 и стандартной 0.1 М 
концентрации фосфатного буфера действитель-
но приводит к снижению наблюдаемой константы 
скорости термоинактивации по сравнению с исход-
ным ферментом. Однако работа в этом направле-
нии будет продолжена в более широком диапазо-
не концентраций буфера, поскольку замена A198G 
в PseFDH SM4S вызывает изменение профиля за-
висимости константы скорости термоинактивации 
от концентрации буфера по сравнению с ферментом 
дикого типа [18].

2. Замены S131A, S160A не вызывают достовер-
ного изменения в термостабильности PseFDH SM4S. 
Это, по-видимому, связано с тем, что даже в фер-
менте дикого типа эффект стабилизации составляет 
не более 20%, и такой эффект можно не зафикси-
ровать в случае PseFDH SM4S, поскольку ее тер-
мостабильность при температурах 65–69оС в 3.6–7.0 
раза выше, чем у PseFDH дикого типа.

3. Замена E170D в  более термостабильной 
PseFDH SM4S вызывает при температуре 65оС в 2 
раза больший эффект стабилизации белковой гло-
булы по сравнению с ферментом дикого типа, т.е. 
мы имеем сильный синергический эффект (200%). 
Кроме того, более высокая энтальпия активации 
ΔH≠ (700 и 470 кДж/моль у PseFDH SM4S E170D 
и фермента дикого типа соответственно) приводит 
к тому, что при температурах практического при-
менения фермента (25–40оС) величина наблюдаемой 
константы скорости инактивации полученного му-
танта будет в несколько тысяч (!!!) раз меньше, чем 
у фермента дикого типа. Полученный мутантный 
фермент при этих температурах будет в несколь-
ко сотен раз более стабильным даже по сравнению 
с исходной PseFDH SM4S.

4. Поскольку четыре точечные замены – K61P, 
S131A, S160A, E170D, как минимум, не изменяют 
(а даже увеличивают) термостабильность, а так-
же очень незначительно влияют на кинетиче-
ские параметры по сравнению с PseFDH SM4S, 
это открывает возможность объединения всех за-
мен в многоточечные мутанты. Сильный синерги-
ческий эффект после введения в PseFDH SM4S 
замены E170D подтверждает необходимость по-
лучения именно многоточечных мутантов, посколь-
ку при объединении мутаций в одном ферменте 
нельзя исключить возникновения такого эффекта 
и в случае трех других аминокислотных замен. 
Предварительные расчеты по моделированию но-
вых замен (данные будут представлены в отдель-

Таблица 4. Значения эффекта стабилизации* мутантных ферментов по отношению к PseFDH дикого типа 
и PseFDH SM4S при различных температурах

Фермент

Эффект стабилизации, kin
wt/kin

mut
 (kin

SM4S/kin
mut)

Температура, °C

65 66 67 68 69

PseFDH wt 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

PseFDH SM4S 7.03(1.0) 5.59(1.0) 4.86(1.0) 3.78(1.0) 3.62(1.0)

PseFDH SM4S K61R 4.43(0.63) 2.58(0.56) 2.75(0.57) 2.5(0.59) 2.48(0.61)

PseFDH SM4S K61P 7.70(1.1) 5.16(0.92) 4.30(0.90) 3.5(0.97) 3.4(0.97)

PseFDH SM4S S131A 7.39(1.05) 4.13(0.93) 4.5(0.93) 4.2(1.15) 2.9(0.83)

PseFDH SM4S S160A 6.35(0.90) 4.13(0.93) 4.3(0.90) 3.1(0.95) 2.81(0.81)

PseFDH SM4S E170D 12.40(1.76) 7.95(1.41) 6.85(1.42) 5.4(1.49) 4.7(1.35)

*Эффект стабилизации рассчитан как отношение наблюдаемой константы скорости термоинактивации мутантно-
го фермента к наблюдаемой константе скорости термоинактивации PseFDH дикого типа при данной температу-
ре (k

in
wt/k

in
mut). В скобках приведены соответствующие отношения k

in
SM4S/k

in
mut, в которых в качестве базовой была 

взята наблюдаемая константа скорости термоинактивации PseFDH SM4S.
0.1 М натрий-фосфатный буфер, 0.01 M EDТА, рН 7.0.
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ной статье) показывают, что есть еще одна воз-
можная замена, введение которой может привести 
к увеличению химической стабильности и заметно-
му улучшению констант Михаэлиса как по NAD+, 
так и по формиату. Работы в этом направлении 
обязательно будут продолжены. 

Работа выполнена частично при финансовой 
поддержке гранта Президента Российской 
Федерации для государственной поддержки 

молодых российских ученых – докторов наук 
(конкурс – МД-2021) МД-349.2021.1.4 и частично 

в рамках государственного задания.
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РЕФЕРАТ Разработан метод 3D-культивирования клеток с образованием сфероидов для прогнозирова-
ния функциональной активности различных соединений in vivo. Для формирования и роста объемных 
клеточных сфероидов использовали агарозный гель, представляющий собой матрицу, состоящую из 9 
низкоадгезивных U-образных микроячеек размером 2.3 × 3.3 мм, помещаемую в лунку 12-луночного 
планшета. Формы для заливки агарозного геля созданы методом 3D-печати. Эффективность мето-
да показана на примере клеточной линии карциномы яичников человека SKOVip-kat со стабильной 
цитоплазматической экспрессией красного флуоресцентного белка Katushka и сверхэкспрессией мем-
браноассоциированного онкомаркера HER2. Сфероиды линии SKOVip-kat визуализированы методом 
флуоресцентной микроскопии. Концентрации клеток оптимизированы для формирования сфероидов 
с одинаковой формой, размером и плотными межклеточными контактами. Для валидации разрабо-
танной модели оценена цитотоксичность адресного анти-HER2 иммунотоксина на основе анти-HER2 
каркасного белка DARP 9_29 и фрагмента экзотоксина Pseudomonas aerиginosa – DARP-LoPE – на 2D- 
и 3D-культурах клеток SKOVip-kat. Выявлено различие цитотоксических свойств DARP-LoPE в 2D- 
и 3D-культуре: значение IC50 в 3D-культуре на порядок выше, чем в монослойной культуре. Описан 
универсальный метод 3D-культивирования клеток млекопитающих на основе многоразовых форм 
для заливки агарозного геля, позволяющий воспроизводимо получать мультиклеточные сфероиды 
с плотными контактами для задач молекулярной и клеточной биологии. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА 3D-печать, 3D-клеточные модели, DARPin, TurboFP635.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромид; ФИТЦ – 
флуоресцеин-5(6)-изотиоцианат; DARPin – белок с повторяющимися анкириновыми мотивами; LoPE – 
низкоиммуногенный участок экзотоксина А грамотрицательных бактерий Pseudomonas aeruginosa; 
HER2 – рецептор 2 эпидермального фактора роста человека.
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ВВЕДЕНИЕ
Культивирование клеток млекопитающих в услови-
ях in vitro остается одним из самых ценных ин-
струментов молекулярной и клеточной биологии. 
В 1885 году Вильгельм Ру (Wilhelm Roux) разра-
ботал способ культивирования клеток, инкубируя 

живые клетки куриного эмбриона в физиологиче-
ском растворе в течение нескольких дней, а в 1906 
году американский зоолог Росс Гранвилл Харрисон 
(Ross Granville Harrison) стал первым ученым, ко-
торый вырастил искусственную культуру ткани [1]. 
Именно с конца 19 века культуры клеток стали при-



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 14 № 1 (52) 2022 | ACTA NATURAE | 93

меняться как инструмент для исследования взаимо-
действия различных веществ с живыми объектами 
[2]. Двумерные (2D) клеточные модели, являющиеся 
в настоящее время основным инструментом в экс-
периментах in vitro, находят широкое применение 
в фундаментальных и прикладных исследованиях, 
в частности, для разработки методов противоопу-
холевой терапии с использованием различных ги-
бридных конструкций [3] или наночастиц с загруз-
кой активных веществ [4–9]. При исследованиях 
в 2D-культурах учитываются отличия от животных 
моделей in vivo, однако, чтобы спрогнозировать тот 
или иной эффект в организме, необходимо провести 
большое число экспериментов на клеточных куль-
турах. К другим недостаткам монослойных культур 
относится отсутствие тканевой структуры и неогра-
ниченный доступ клеток к таким компонентам ро-
стовой среды, как кислород, питательные вещества 
и метаболиты, в отличие от опухолевой ткани, где 
доступ этих веществ более вариабелен. Из-за та-
ких ограничений появилась потребность в альтер-
нативной системе, способной имитировать органы 
и позволяющей проводить рутинные эксперименты 
в большом количестве без привлечения лаборатор-
ных животных. Такими системами стали сфериче-
ские скопления клеток с межклеточным взаимо-
действием – трехмерные (3D) модели [10], такие, 
как плотные скопления клеток, сфероиды, выращи-
ваемые на поверхности низкоадгезивного пластика 
[11] или агарозы [12], а также полученные с исполь-
зованием метода «висячих капель» [13], «альгинат-
ных капсул» [14] и других трехмерных систем.

3D-сфероиды опухолевых клеток более прибли-
жены к in vivo моделям, чем 2D-культуры, которые 
не отражают архитектуру органов животных, име-
ющих специфическое строение и пространственную 
организацию. Сфероиды служат основой для соз-
дания органоидов и органов, которые имитируют 
гетерогенность и патофизиологию онкологических 
процессов в живом организме, они применяются 
для тестирования потенциальных лекарственных 
препаратов [11, 15, 16].

Известно, что опухолевая ткань состоит не только 
из раковых клеток, но и из стромальных клеток, та-
ких, как фибробласты, эндотелиальные клетки сосу-
дов, перициты, адипоциты, лимфатические эндоте-
лиальные клетки и клетки иммунной системы. Эти 
клетки способствуют формированию и росту опу-
холи, а также участвуют в развитии устойчивости 
к противоопухолевым препаратам [17]. Сфероиды, 
состоящие только из опухолевых клеток, формиру-
ют взаимодействия клетка–клетка и клетка–вне-
клеточный матрикс и образуют тем самым барьер 
для исследуемых веществ [18]. Поэтому резуль-

таты исследований цитотоксических соединений 
на 3D-моделях отличаются от результатов в моно-
слойных культурах. Таким образом, 3D-культуры 
наиболее подходят для in vitro исследований, на-
правленных на прогнозирование и моделирование 
реакции опухоли на воздействие лекарственных 
препаратов. Следовательно, внедрение таких объ-
ектов в лабораторную практику сократит затраты 
и время на выявление новых лекарственных пре-
паратов-кандидатов, а также ускорит процесс кли-
нических испытаний, сократив время до выхода 
на фармакологический рынок [18, 19]. 

В данной работе представлен простой и универ-
сальный метод создания 3D-сфероидов – скоплений 
клеток одинаковой формы и размера – для изуче-
ния активности веществ как в фундаментальных, 
так и в доклинических исследованиях. С помощью 
3D-печати получены формы для заливки гелей – 
молды – из фотополимерной смолы. В молды залива-
ли агарозу, которая служила основой для лунок, где 
формируются клеточные сфероиды. Методом флуо-
ресцентной микроскопии показано наличие большо-
го количества живых клеток, которые превалируют 
над мертвыми при росте сфероида. При сравнении 
2D- и 3D-клеточных культур выявлены существен-
ные различия в цитотоксичности оригинального 
адресного иммунотоксина DARP-LoPE [20]. Так, зна-
чение IC50 данного иммунотоксина в 3D-культуре 
примерно на порядок выше, чем в 2D, что необходи-
мо учитывать при подборе доз препарата при инъек-
ции in vivo в терапевтических целях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Условия культивирования клеточных линий
Флуоресцентная клеточная линия карциномы яич-
ников SKOVip-kat получена ранее для исследования 
действия противоопухолевых соединений на вну-
трибрюшинную модель метастазирующего рака 
лабораторных животных с иммунодефицитом [20]. 
Клетки CHO получены из коллекции лаборатории 
молекулярной иммунологии ИБХ РАН. Клеточные 
линии SKOVip-kat и CHO культивировали в росто-
вой среде DMEM (Gibco, США) с 10% фетальной 
бычьей сыворотки (Capricorn, Германия) на культу-
ральных флаконах (Nunc, Дания) в CO2-инкубаторе 
(BINDER, Германия) при 37°C и 5% CO2. С поверхно-
сти культуральных флаконов клетки снимали с по-
мощью раствора Версена («ПанЭко», Россия).

Получение сфероидов флуоресцентной 
клеточной линии SKOVip-kat
Формы для заливки агарозы (молды) получали 
с использованием 3D-принтера FormLabs Form3 



94 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 1 (52) 2022

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

(США). Молды получали с использованием фото-
полимерной смолы FormLabs Grey Resin 1L (США). 
В качестве материала для форм, в которых будут 
формироваться сфероиды, использовали агарозу 
1% («ПанЭко»), разведенную в ростовой бесцветной 
среде Fluorobrite DMEM (Gibco) без добавления 
фетальной бычьей сыворотки. Сфероиды получа-
ли, внося клеточную суспензию SKOVip-kat в лун-
ки агарозного геля в 12-луночном планшете (Nunc) 
с ростовой средой DMEM (Gibco) с добавлением 10% 
фетальной бычьей сыворотки (Capricorn), и расти-
ли в течение 5 дней в CO2-инкубаторе (BINDER, 
Германия) при 37°C и 5% CO2. Образовавшиеся сфе-
роиды окрашивали флуоресцентными красителя-
ми и получали изображения на флуоресцентных 
микроскопах Leica DMI6000B (Leica Microsystems, 
Германия) и Axiovert 200 (Carl Zeiss, Германия).

Флуоресцентная микроскопия
Для визуализации изображений использовали флу-
оресцентные красители Хёхст 33342 («ПанЭко»), 
пропидий йодид и акридиновый оранжевый (Sigma-
Aldrich, США).

Окрашенные сфероиды SKOVip-kat визуализи-
ровали с помощью инвертированных флуоресцент-
ных микроскопов Leica DMI6000B и Axiovert 200. 
Флуоресценцию белка Katushka (TurboFP635) воз-
буждали ртутной лампой HBO 100W флуоресцент-
ного микроскопа Axiovert 200 c фильтрами возбуж-
дения 565/30 нм и эмиссии 620/60 нм, Хёхст 33342 
c фильтрами возбуждения 365/12 нм и эмиссии 
397/LP нм, пропидий йодид c фильтрами возбужде-
ния 565/30 нм и эмиссии 620/60 нм. Флуоресценцию 
белка Katushka возбуждали также металлической 
галогенидной лампой флуоресцентного микро-
скопа Leica DMI6000B c фильтрами возбуждения 
545/30 нм и эмиссии 610/75 нм, Хёхст 33342 c филь-
трами возбуждения 405/10 нм и эмиссии 460/40 
нм, пропидий йодид c фильтрами возбуждения 
545/30 нм и эмиссии 610/75 нм, акридиновый оран-
жевый c фильтрами возбуждения 470/40 нм и эмис-
сии 525/50 нм. Для визуализации 2D-клеточных 
линий SKOVip-kat и CHO использовали пласти-
ковые 96-луночные планшеты (Nunc). Клетки ин-
кубировали в 100 мкл ростовой бесцветной среды 
DMEM (Gibco) с фетальной бычьей сывороткой 
(Capricorn) в течение 12 ч при 37°C и 5% CO2. Затем 
вносили моноклональное антитело трастузумаб 
либо иммунотоксин DARP-LoPE, конъюгированные 
с флуоресцентным красителем флуоресцеин-5(6)-
изотиоцианатом (ФИТЦ), в конечной концентрации 
2 мкг/мл [7] и в объеме 100 мкл. Клетки отмывали 
от несвязавшихся белков и ресуспендировали в 1% 
растворе бычьего сывороточного альбумина в фос-

фатном буфере. Визуализацию проводили на флуо-
ресцентном микроскопе Leica DMI6000B.

Анализ выживаемости клеточных линий
Цитотоксичность клеточных линий SKOVip-kat [20] 
и CHO, инкубированных с иммунотоксином DARP-
LoPE [21], анализировали с помощью колориметри-
ческого МТТ-теста (МТТ – желтый тетразолиевый 
краситель, который восстанавливается в пурпурный 
формазан живыми клетками) [22].

Анализ проводили в 96-луночном планшете 
(Nunc). Клетки SKOVip-kat и CHO (3.5 × 103 клеток 
на лунку) инкубировали в 100 мкл ростовой бесцвет-
ной среды DMEM (Gibco (Thermo Scientific), США) 
с 10% фетальной бычьей сыворотки (Capricorn) 
в течение 12 ч при 37°C и 5% CO2. Далее добавляли 
100 мкл иммунотоксина DARP-LoPE и инкубиро-
вали в течение 72 ч. После чего среду стряхива-
ли, вносили 100 мкл МТТ в концентрации 0.5 г/л. 
Через 1 ч стряхивали раствор МТТ, в лунки вно-
сили ДМСО в объеме 100 мкл (Panreac-AppliChem, 
США) для растворения формазана, после чего из-
меряли оптическую плотность на спектрофотоме-
тре Infinite M100 Pro (Tecan, Австрия) при длине 
волны λ = 570 нм и длине волны сравнения 630 нм. 
Значение концентрации иммунотоксина DARP-LoPE, 
вызывающее ингибирование роста 50% (IC50) клеток 
линий SKOVip-kat и CHO, определяли с помощью 
программного обеспечения GraphPad Prism 8.0.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Цель нашей работы состояла в получении воспро-
изводимых in vitro 3D-сфероидов, имитирующих 
характеристики опухолевых тканей, для тестиро-
вания различных активных веществ, в том числе 
и лекарственных препаратов. Мы использовали ли-
нию клеток карциномы яичников человека SKOVip-
kat, сверхэкспрессирующих на своей поверхности 
рецептор HER2 – диагностический и терапевтиче-
ский маркер некоторых онкологических заболева-
ний. Эта клеточная линия получена ранее путем 
стабильной трансфекции клеток линии SKOV3-1ip 
геном красного флуоресцентного белка Katushka 
[23]. Возбуждение и эмиссия флуоресценции белка 
Katushka находятся в ближней инфракрасной об-
ласти (588 и 635 нм) [24], входящей в «окно про-
зрачности биоткани», что позволяет с одинаковой 
эффективностью визуализировать данные клетки 
как in vitro, так и in vivo.

Формирование 3D-сфероидов с помощью 
агарозных форм
При формировании 3D-сфероидов за основу брали 
агарозу – биоразлагаемый, неадгезивный и нетоксич-
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ный природный полисахарид, полученный из мор-
ских водорослей [25]. Агароза обладает характери-
стиками, необходимыми для создания трехмерных 
моделей клеточных культур, такими, как большие 
поры (средний размер 100–300 нм), что позволяет 
обновлять питательные среды для 3D-роста клеток 
[25], а также обеспечивать доступ для газов и ма-
лых молекул [26]. Агароза является оптически про-
зрачным материалом, поэтому она удобна для микро-
скопической визуализации сфероидов. Агарозный 
гель застывает в молдах при комнатной температу-
ре, что позволяет работать в стерильных условиях 
без существенных затруднений, при этом формируе-
мые лунки геля доступны для наконечника пипетки, 
что позволяет вносить клетки или проводить другие 
манипуляции с формами.

Сформированные агарозные формы образуют 9 
одинаковых лунок диаметром 2.3 мм и высотой 3.3 
мм, в которых образуются сфероиды одинаковой ве-
личины и формы. Созданная форма представляет 
собой открытую систему, которая позволяет ана-
лизировать образование сфероидов и тестировать 
различные соединения с использованием методов 
световой и флуоресцентной микроскопии.

На рис. 1 представлена схема создания сфероидов 
клеточной линии SKOVip-kat. Молды для агарозно-
го геля печатали на 3D-принтере FormLabs Form3 
(США) с использованием фотополимерной смолы 
FormLabs Grey Resin (США). Вмещаемый объем 
агарозы в молде составил 1200 мкл, объем единич-
ной агарозной лунки – 10 мкл. Поверхность агарозы 
неадгезивна для клеток, что приводит к самообра-
зованию сфероида. Сфероиды формировались в те-

чение 5 дней, что подтверждали визуально по нали-
чию межклеточных контактов [26] (рис. 2). На рис. 2 
представлены результаты оценки жизнеспособности 
клеток внутри сфероидов с помощью флуоресцент-
ного микроскопа Leica DMI6000B. Для визуализации 
проводили съемку по оси Z с шагом 200 нм трех ре-
презентативных сфероидов, окрашенных флуорес-
центными красителями. Флуоресцентный краситель 
акридиновый оранжевый окрашивает нуклеиновые 
кислоты живых клеток; пропидий йодид – нукле-
иновые кислоты [27] мертвых клеток, так как мем-
браны живых клеток непроницаемы для красите-
ля; Хёхст 33342 окрашивает нуклеиновые кислоты 
в ядрах [28] за счет прохождения через мембраны 
живых клеток [29]. Окрашивание акридиновым оран-
жевым и Хёхст 33342 показало, что живых клеток 
как внутри, так и снаружи сфероида больше, чем 
мертвых, окрашенных пропидий йодидом. Таким об-
разом, полученные нами 3D-культуры клеток наи-
более подходят для тестирования лекарственных 
препаратов, так как клетки в сфероиде создают 
межклеточные контакты и формируют приближен-
ную модель раковых тканей, т.е. они представляют 
собой более адекватную in vitro систему в сравнении 
с 2D-культурами. 

Оценка экспрессии рецептора HER2 
на поверхности клеток SKOVip-kat
Рецептор HER2 (рецептор эпидермального фактора 
роста человека типа 2) – широко известный мем-
браноассоциированный онкомаркер [30–32]. Чаще 
всего этот рецептор сверхэкспрессируется при раке 
молочной железы, яичников, эндометрия, желуд-

Рис. 1. Схема созда-
ния 3D-сфероидов 
клеток SKOVip-kat. 
В молды (формы 
для заливки геля) 
вносили раствор ага-
розы и оставляли гель 
застывать при ком-
натной температуре. 
В лунки застывшей 
формы вносили 
суспензию клеток 
SKOVip-kat. После 
формирования сфе-
роидов клетки метили 
флуоресцентными 
красителями и ана-
лизировали методом 
флуоресцентной 
микроскопии
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ка и пищевода, при этом в нормальных клетках 
его экспрессия находится на низком уровне [33]. 
Например, этот онкомаркер находят в 30% случаев 
рака молочной железы [34], поэтому HER2 считает-
ся важной мишенью в диагностике и терапии опу-
холей. Экспрессию рецептора HER2 на поверхности 
клеток SKOVip-kat оценивали с использованием 
моноклонального антитела трастузумаб, конъюги-
рованного с флуоресцентным красителем ФИТЦ. 
В качестве отрицательного контроля использовали 
клеточную линию CHO яичников китайского хомя-
ка, на поверхности клеток которой отсутствует ре-
цептор HER2 (рис. 3). Обе клеточные линии инкуби-
ровали с конъюгатом трастузумаб-ФИТЦ, а затем 
визуализировали на флуоресцентном микроскопе 
Leica DMI6000B. Данные, представленные на рис. 3, 
подтверждают присутствие рецептора HER2 на по-
верхности клеток SKOVip-kat.

Цитотоксичность иммунотоксина DARP-LoPE 
в 2D-культуре
Для валидации разработанной 3D-модели как сред-
ства изучения противоопухолевой эффективности 
соединений оценили цитотоксичность адресного 
противоопухолевого соединения – иммунотоксина 
DARP-LoPE. 

Иммунотоксины – адресные белки, соединенные 
с токсином, выделенным из бактерий или ядови-

тых растений [35, 36], рассматриваются как одни 
из наиболее перспективных адресных молекул 
для онкотерапии. Иммунотоксин DARP-LoPE был 
сконструирован ранее генно-инженерным мето-
дом с использованием неиммуноглобулинового бел-
ка с анкириновыми повторами (Designed Ankyrin 
Repeat Proteins) DARP 9_29, который связывается 
с рецептором HER2 [37, 38], и низкоиммуногенного 
варианта участка экзотоксина А (LoPE), выделен-
ного из грамотрицательных бактерий Pseudomonas 
aeruginosa [21]. Этот иммунотоксин специфично свя-
зывается с рецептором HER2 и вызывает гибель ра-
ковых клеток in vitro [21]. Более того, DARP-LoPE 
эффективно подавляет рост HER2-положительных 
ксенотрансплантатов карциномы яичников человека, 
что подтверждает эффективность адресных препа-
ратов на основе дарпинов [5, 20, 21, 39]. 

На рис. 4 представлены результаты анализа ци-
тотоксичности иммунотоксина DARP-LoPE и дан-
ные флуоресцентной микроскопии, подтвержда-
ющие специфичность связывания иммунотоксина 
с клетками SKOVip-kat. Цитотоксичность оценивали 
с помощью МТТ-теста и обрабатывали данные с ис-
пользованием программного обеспечения OriginPro 
2015. Полученные результаты указывают на адрес-
ную цитотоксичность иммунотоксина DARP-LoPE 
для клеточной линии SKOVip-kat и отсутствие ци-
тотоксичности для CHO. Значение IC50 для имму-

Рис. 2. Визуали-
зация сфероидов 
SKOVip-kat. Визуали-
зация трех сфероидов 
с шагом 200 нм по оси 
Z, окрашенных флуо-
ресцентными краси-
телями: акридиновым 
оранжевым, Хёхст 
33342 и пропидий йо-
дидом. Фильтры воз-
буждения и эмиссии 
для детекции акриди-
нового оранжевого – 
470/40 и 525/50 нм; 
пропидия йодида – 
545/30 и 610/75 нм; 
Хёхст 33342 – 405/10 
и 460/40 нм. Мас-
штабная линейка 250 
мкм
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нотоксина DARP-LoPE на клеточной линии SKOVip-
kat составило 41.9 пМ (рис. 4А). 

Визуализация опухолевых клеток с помощью ме-
чения рецептора HER2 на поверхности клеточной 
линии SKOVip-kat моноклональным антителом тра-
стузумаб и иммунотоксином DARP-LoPE, конъю-
гированным с ФИТЦ. Показано, что иммунотоксин 
эффективно взаимодействует с рецептором HER2 
на поверхности опухолевых клеток, как и трастузу-
маб (рис. 4Б). 

Исследование цитотоксичности иммунотоксина 
DARP-LoPE в сфероидах SKOVip-kat 
Для выбора оптимальных количеств клеток в лун-
ках сфероидов тестировали диапазон концентраций 
от 1500 до 15000 клеток на лунку. Оптимальные 
концентрации определяли на 3-й день инкуба-
ции клеток в агарозных лунках по результатам 
микроскопии в проходящем свете и флуоресцент-
ной визуализации белка Katushka в SKOVip-kat. 
Воспроизводимость результатов и формирование 
клеточных контактов (отсутствие разрозненности 
клеток) [26] наблюдали в лунках с 15000 клеток 
в сфероиде (рис. 5). 

Вместе с подбором концентраций клеток изучали 
цитотоксичность иммунотоксина DARP-LoPE, инку-
бируя сфероиды с DARP-LoPE в различных концен-
трациях. После инкубации с белком и окрашивания 
Хёхст 33342 и пропидий йодидом образцы анали-
зировали методом флуоресцентной микроскопии 

(рис. 5). Визуально определили IC50 иммунотоксина 
DARP-LoPE в 3D-культуре – 0.3 нМ, что примерно 
в 8 раз больше, чем IC50 в 2D-культуре – 41.9 пМ. 
Поскольку по структурной организации 3D-модели 
клеток более приближены к in vivo моделям живот-
ных, чем 2D, то результаты визуализации и опре-
деления цитотоксичности в трехмерной культуре, 
по-видимому, будут сопоставимыми с результатами, 
полученными на животных объектах in vivo. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Переход от 2D- к 3D-моделям необходим из-за не-
достаточной информативности двумерных систем 
при исследовании различных эффектов или те-
стировании препаратов для диагностики и лечения 
различных заболеваний. Создание трехмерных сфе-
роидов, имитирующих солидные опухоли, и внедре-
ние их в исследовательскую практику необходимо 
и по этическим соображениям – результаты, полу-
ченные на таких системах, более приближены к ре-
зультатам in vivo [40]. Таким образом, применение 
этих моделей, возможно, сократит количество экс-
периментов на животных, необходимых для скри-
нинга лекарственных препаратов [41].

3D-сфероиды клеток образуют особую микросре-
ду с отличающимися от двумерных структур ха-
рактеристиками – значением pH, наличием и кон-
центрацией аутокринных факторов, концентрацией 
кислорода и CO2; при этом клетки в таком микро-
окружении обладают своей морфологией, способно-

Рис. 3. Визуализация экспрессии рецептора HER2 на клеточных линиях SKOVip-kat (HER2-положительные) и CHO 
(HER2-отрицательные) моноклональным антителом трастузумаб, конъюгированным с флуоресцентным краси-
телем ФИТЦ. Экспрессия HER2 на поверхности клеток SKOVip-kat подтверждается интенсивным окрашиванием 
мембраны клеток анти-HER2-антителом. Ядра клеток окрашены Хёхст 33342. Фильтры возбуждения и эмиссии 
для детекции флуоресцентных красителей Хёхст 33342 – 405/10 и 460/40 нм, ФИТЦ – 470/40 и 525/50 нм. 
Масштабная линейка 50 мкм
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стью к дифференцировке и пролиферации, а так-
же реакцией на различные стимулы, тем самым 
имитируя поведение in vivo. Эти свойства клеток 
в сфероиде важны для исследования действия раз-
личных препаратов, так как созданная микросреда 
ограничивает их проникновение, поэтому для дости-
жения желаемого эффекта требуется увеличенная 
концентрация вещества [18].

В нашей работе представлен метод создания сфе-
роидов раковых клеток, основанный на 3D-печати 
молдов из фотополимерной смолы и их заливки 
агарозой. Это простой и воспроизводимый метод те-
стирования лекарственных препаратов, результаты 
определения цитотоксичности с его использовани-
ем будут более приближены к результатам in vivo. 
3D-печать на сегодняшний день становится доступ-
ным методом получения форм с заданными характе-
ристиками, который широко используется в разных 
областях, таких, как регенеративная медицина [42], 
инженерия [43], архитектура [44] и производство 
[45]. В настоящее время 3D-принтеры и материалы 
для создания желаемых объектов стали доступны-

ми по цене [46], что позволит использовать данную 
методику во многих лабораториях. Использование 
агарозы как основы для образования сфероидов де-
лает этот метод максимально эффективным для ру-
тинных экспериментов. Поскольку агароза низко 
адгезивна для клеток, то взаимодействия возникают 
только между клетками, что способствует росту кле-
ток по всем направлениям, а не только в плоскости. 
Помимо этого, агароза – это прозрачный полимер, 
поэтому ее можно использовать в различных иссле-
дованиях, в частности, в фотодинамической терапии. 
Более того, разработанная модель сфероидов пред-
ставляет собой открытую систему, в которой можно 
проводить такие манипуляции с клетками, как за-
мена среды и отмывка от различных компонентов, 
внешние воздействия электромагнитным излучени-
ем, внесение клеток других типов (эндотелий, фи-
бробласты), а также помещение образцов биоптата 
в единичную лунку.

На примере флуоресцентной клеточной линии 
SKOVip-kat с помощью разработанной методики по-
лучены воспроизводимые 3D-сфероиды одинаковой 

Рис. 4. Исследование вза-
имодействия адресного 
иммунотоксина DARP-LoPE 
с клетками SKOVip-kat.  
А – определение цитоток-
сичности DARP-LoPE по отно-
шению к клеточным линиям 
SKOVip-kat и CHO методом 
МТТ-теста. За 100% прини-
мали выживаемость клеток 
без взаимодействия с имму-
нотоксином DARP-LoPE.  
Б – визуализация живых 
клеток с помощью белка 
Katushka (TurboFP635) и кра-
сителя Хёхст 33342; визуали-
зация экспрессии рецептора 
HER2 на клетках SKOVip-kat, 
инкубированных с моно-
клональным антителом 
трастузумаб-ФИТЦ и им-
мунотоксином DARP-LoPE-
ФИТЦ. Фильтры возбужде-
ния и эмиссии для детекции 
белка Katushka – 545/30 
и 610/75 нм; флуорес-
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формы и размера. С использованием колориметри-
ческого теста и флуоресцентной микроскопии вы-
явили значительные различия в действии адресного 
иммунотоксина на 2D- и 3D-модели. Таким образом, 
нами разработан простой и эффективный метод по-
лучения репрезентативных 3D-моделей сфероидов 
для молекулярно-биологических и клеточных ис-
следований [47, 48]. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке гранта РФФИ № 19-29-04012 мк 

(разработка 3D-модели ErbB2-положительных 
опухолей) и РНФ № 17-74-20146  

(выделение и очистка адресного иммунотоксина, 
определение цитотоксичности).

Рис. 5. Визуализация сфероидов SKOVip-kat и определение цитотоксичности иммунотоксина DARP-LoPE 
в 3D-культуре. Клетки инкубировали с различными концентрациями иммунотоксина и анализировали их жизне-
способность в течение 6 дней. Определяли цитотоксичность иммунотоксина DARP-LoPE по отношению к клет-
кам SKOVip-kat в 3D-культуре, при этом сфероиды формировали с разным количеством клеток SKOVip-kat. 
Показано, что для создания 3D-культуры оптимальным является 15000 клеток в сфероиде. Жизнеспособность 
клеток SKOVip-kat оценивали по флуоресценции белка Katushka с использованием флуоресцентной микроско-
пии в режиме реального времени на 3-й и 6-й день, при этом на 6-й день, инкубируя сфероиды с красителями. 
С помощью Хёхст 33342 визуализировали живые клетки, с помощью пропидия йодида – мертвые. Фильтры воз-
буждения и эмиссии для детекции Katushka – 565/30 и 620/60 нм; Хёхст 33342 – 365/12 и 397/LP нм и пропидия 
йодида –565/30 и 620/60 нм. Масштабная линейка 250 мкм 
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РЕФЕРАТ Врожденные ошибки иммунитета можно выявлять, определяя кольцевые молекулы ДНК, 
образующиеся в ходе реаранжировки Т- и В-клеточных рецепторов (TREC и KREC). Известно, что со-
зревание и активация иммунной системы плода происходят постепенно в соответствии со сроками 
гестации, что указывает на важность определения параметров иммунитета у недоношенных детей 
в разные периоды развития. Представлены результаты определения числа копий TREC и KREC с по-
мощью ПЦР в реальном времени у детей разного гестационного возраста с учетом веса и пола ново-
рожденного. Определены 95% интервалы уровней TREC и KREC (выраженные в числе копий на 105 
клеток) в различных возрастных группах. Обнаружено, что количество маркеров наивных лимфоцитов 
зависит от гестационной стадии развития в ранний неонатальный период. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА TREC, KREC, первичный иммунодефицит, врожденные ошибки иммунитета, тяжелая 
комбинированная иммунная недостаточность.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВОИ – врожденные ошибки иммунитета; ПИД – первичный иммунодефицит; 
ТКИН – тяжелая комбинированная иммунная недостаточность.

ВВЕДЕНИЕ
Врожденные ошибки иммунитета (ВОИ), извест-
ные как первичные иммунодефициты, представля-
ют собой группу генетически детерминированных 
заболеваний, которые проявляются в разнообраз-
ных дефектах развития или функции иммунной 
системы. В 2019 году Международным союзом им-
мунологических обществ (IUIS) классифицирова-
но и перечислено более 450 отдельных нозологи-
ческих ВОИ [1]. Благодаря успехам в понимании 
патогенетических основ и совершенствованию ме-
тодов лабораторной диагностики удалось поставить 
клинический диагноз большому числу пациентов, 
подтвержденный результатами молекулярно-гене-

тических исследований. Распространенность ВОИ 
в настоящее время составляет 1.27 на 10 000 слу-
чаев [2, 3].

V(D)J-рекомбинация – одно из наиважнейших 
событий адекватно реагирующей иммунной систе-
мы, в процессе которой происходит образование 
разнообразных и функциональных репертуаров 
Т- и B-клеточных рецепторов (TCR и BCR соот-
ветственно), а также антител. Эти процессы – важ-
ные этапы становления адаптивного иммунитета 
[4], в которых важную роль играют рекомбиназы 
RAG1 и RAG2, катализирующие процесс реаранжи-
ровки фрагментов ДНК генов Т-клеточного рецеп-
тора при созревании Т-клеток и в ходе развития 
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В-клеточного ответа на этапе подбора вариабельных 
цепей иммуноглобулинов [5]. 

Эксцизионные рекомбинантные кольца Т-клеточ-
ного рецептора (T-cell Receptor Excision Circle, 
TREC) представляют собой кольцевые фрагмен-
ты ДНК, образующиеся при перестройке гена TCR 
в тимоцитах. TREC транспортируются в виде эпи-
сомальной ДНК из ядра в цитоплазму уже само-
стоятельных, хотя еще наивных Т-клеток, где они 
и остаются, не включаясь в процессы репликации 
во время митоза. В результате концентрация моле-
кул TREC отражает содержание именно наивных 
Т-лимфоцитов, что, безусловно, является важным 
диагностическим критерием [6–8]. Во время реа-
ранжировки гена BCR в наивных В-клетках об-
разуются сходные с TREC двунитевые кольцевые 
ДНК – фрагменты рекомбинации генов каппа-цепей 
иммуноглобулинов (Kappa-deleting Recombination 
Excision Circle – KREC) [9]. KREC, образующийся 
в процессе реаранжировки интрона RSS-K в локусе 
IGK, используется для оценки неогенеза В-клеток 
из костного мозга [10, 11]. И TREC, и KREC нере-
пликативны и стабильны, их количество не изме-
няется во время пролиферации клеток, например, 
в процессе клональной экспансии [12, 13]. Как ре-
зультат, определение количества молекул TREC 
и KREC широко используется для оценки состоя-
ния тимуса и костного мозга в различных физио-
логических и патологических состояниях. Значения 
уровней TREC и KREC в крови может служить 
критерием высокой диагностической значимости 
при различных иммунодефицитных состояниях. 
Разработан метод мультиплексной количественной 
ПЦР в реальном времени, позволяющий обнару-
живать дефекты генерации Т- и В-клеток путем 
одновременного измерения количества копий TREC 
и KREC [14, 15]. Проведение массового скрининга 
на содержание TREC/KREC поможет отнести ре-
бенка к группе риска по иммунологическому профи-
лю уже в период новорожденности, что обеспечит 
повышение выживаемости детей с иммунозависи-
мой патологией и снижение материальных затрат 
[16–18]. Этот анализ имеет и другие преимущества, 
включая высокую чувствительность, высокую про-
пускную способность, относительно низкую цену 
и возможность использования ДНК, выделенной 
из минимального объема образцов крови, собранных 
на Гатри-картах [6, 16, 19]. Это позволяет исполь-
зовать молекулы TREC и KREC в качестве мар-
керов функциональности тимуса и костного мозга 
в различных клинических условиях, в частности, 
при врожденных ошибках иммунитета. Однако, 
чтобы говорить о характеристике пациентов с ВОИ, 
необходимо знать состояние данных маркеров им-

мунитета у здоровых индивидов, учитывая, в част-
ности, половозрастные особенности каждого [20]. 
В настоящее время актуальным остается опреде-
ление количественного содержания TREC и KREC 
в крови новорожденных.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы сухой крови
В исследование было включено 80 образцов сухой 
крови, полученных от условно здоровых (отсутствие 
отклонений по результатам массового неонатально-
го скрининга и факта переливания крови) детей 
(40 мальчиков и 40 девочек), собранных на фильтры 
Perkin Elmer 226 Guthrie cards (Perkin Elmer Health 
Sciences, США). Гатри-карты до использования 
хранились при комнатной температуре в лаборато-
рии неонатального скрининга ГАУЗ СО Клинико-
диагностический центр «Охрана здоровья матери 
и ребенка» (Екатеринбург). 

Выделение ДНК 
ДНК выделяли методом магнитной сорбции с по-
мощью набора Magna Pure LC DNA Isolation Kit 
I из семи дисков сухой крови диаметром 3.2 мм 
(~20 мкл) на автоматической станции выделения 
нуклеиновых кислот Magna Pure LC 2.0 Instrument 
по стандартному протоколу DNA I Blood_Cells_
High_Performance. Этап предварительной обработ-
ки образцов сухой крови включал лизис образцов 
вне прибора с использованием буфера, входяще-
го в состав набора Magna Pure LC DNA Isolation 
Kit II (Tissue): к образцам сухой крови добавляли 
260 мкл лизирующего буфера и 40 мкл протеина-
зы К, тщательно вортексировали и инкубировали 
при 65°С в течение 20 мин, периодически перемеши-
вая содержимое пробирок, после чего инкубировали 
при 95°С в течение 10 мин (встряхивали на вортексе 
каждые 5 мин), охлаждали образцы до комнатной 
температуры, экстракт переносили в «картридж 
для внесения образцов» и загружали на борт стан-
ции. 

ПЦР-анализ TREC и KREC
Количественное определение молекул TREC 
и KREC основано на использовании метода ПЦР 
в режиме регистрации флуоресцентного сигнала 
в реальном времени. Исследование проводили с по-
мощью набора реагентов «Иммуно-БиТ» (АБВ-тест, 
Россия) на приборе CFX96 (Bio-Rad, США) согласно 
инструкции производителя. Рассчитывали количе-
ство молекул TREC и KREC в 105 ядросодержащих 
клеток (лейкоцитов) относительно количества копий 
гена ALB по формуле:
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Если количество копий гена ALB было меньше 
105 копий/мл, то результат считали невалидным, ис-
следование повторяли, начиная с этапа выделения 
ДНК. 

Статистические методы 
Математическую обработку данных проводили 
с использованием пакетов статистических про-
грамм Microsoft Excel (Microsoft Office 365, США) 
и IBM SPSS Statistics, version 21 (IBM Corp., США). 

Нормальность распределения данных оценивали 
с использованием теста Шапиро–Уилка, для опи-
сательных характеристик использовали среднее 
арифметическое и стандартную ошибку среднего 
(m ± SE). В ходе анализа статистической значимо-
сти различий средних значений и наличия корре-
ляционных взаимосвязей использовали Т-критерий 
Стьюдента для независимых выборок и коэффи-
циент корреляции Пирсона (p) соответственно. 
Различия считали значимыми при p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В исследование вошли 80 условно здоровых де-
тей (40 мальчиков и  40 девочек), рожденных 
в Свердловской области в 2020 году на разных сро-
ках гестации (рис. 1). 

Рис. 1. Распре-
деление группы 
условно здоровых 
детей по гестаци-
онному возрасту 
и весу при рожде-
нии
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Рис. 2. Количество TREC (А) и KREC (Б) в группе условно здоровых девочек (Ж) и мальчиков (М). 
Примечание: здесь и далее – на диаграмме отображены: медиана, межквартильный (25-й и 75-й процентили) 
и максимальный размах (минимум, максимум) переменной
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Гендерные различия в содержании TREC и KREC
Анализ содержания молекул ТRЕC и КRЕC в образ-
цах сухой крови условно здоровых мальчиков и де-
вочек не выявил статистически значимых различий 
(рис. 2), что соответствует результатам, полученным 
другими исследователями [21]. 

Количество TREC и KREC у недоношенных 
в разные гестационные сроки
На основе данных корреляционного анализа про-
веден статистический анализ с целью определения 
возможных вариаций количества молекул TREC 
и KREC, ассоциированных с разным гестационным 
возрастом новорожденных. Установлена статисти-
чески значимая положительная связь (ρ = 0.446 
(p < 0.001)) между гестационным возрастом и ко-
личеством молекул TREC. Не обнаружено связей 

между возрастом ребенка и количеством молекул 
KREC – маркера наивных В-клеток (рис. 3). 

Количество TREC и KREC у недоношенных 
с разной массой при рождении
Проанализирована также зависимость между ко-
личественным содержанием маркеров наивных 
Т- и В-лимфоцитов и  весом новорожденных. 
Естественно, что с увеличением срока беременно-
сти развивается и плод. В соответствии с гестацион-
ным периодом развиваются все внутренние органы 
и, в частности, тимус. Тимогенные ткани по мере 
их роста и дифференцировки обогащаются пред-
шественниками лимфоцитов, причем теми, которые 
уже смогли пройти рубеж двойной рекогнизации – 
позитивной и негативной селекции. Это выража-
ется в положительной корреляционной зависимо-
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сти (ρ = 0.413 (p < 0.001)) между массой ребенка 
при рождении и количеством молекул TREC, содер-
жащихся в сухих образцах крови новорожденных. 
При этом подобной корреляционной зависимости 
между массой ребенка при рождении и количеством 
молекул KREC не выявлено (рис. 4). 

Анализ количества TREC и KREC у детей 
с разной степенью доношенности
Обнаружив положительную корреляцию между 
гестационным возрастом новорожденного и содер-

жанием молекул TREC, мы решили оценить воз-
можность значимых различий в количестве моле-
кул TREC у детей с разной степенью доношенности. 
С этой целью было решено разделить новорожден-
ных на четыре группы по степени доношенности: 
дети с экстремальной степенью недоношенности 
(<28 недель), дети с тяжелой недоношенностью 
(28–32 недели), дети со средней и легкой степенью 
недоношенности (33–38 недель) и доношенные ново-
рожденные (39–41 неделя) (рис. 5, табл. 1).

На рис. 5 видна тенденция к увеличению со-
держания маркера TREC во время роста и разви-
тия плода, однако статистически значимых отли-
чий между степенью доношенности и содержанием 
TREC не выявлено. Поскольку не обнаружено ста-
тистически значимых зависимостей между коли-
чественным содержанием молекул KREC в сухих 
образцах крови с массой тела и гестационным воз-
растом детей с разной степенью доношенности, 
предложено не разделять детей на отдельные 
группы. В среднем в образце обнаруживалось 599.9 
копий KREC на 105 лейкоцитов (SE = 34.9), одна-
ко для практического использования более важно 
иметь представление о нижних границах получен-
ных референсных интервалов. Наименьшее значе-
ние KREC в группе условно здоровых детей соста-
вило 162.8 копий/105 лейкоцитов, нижняя граница 
95% интервала составила 210.9 копии/105 лейкоцитов 
(результаты описательной статистики представлены 
в табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
К настоящему времени проведено множество ис-
следований TREC/KREC в различных возрастных 
группах, начиная с младенцев и детей более стар-
шего возраста и заканчивая анализом взрослого 

Рис. 5. Количество молекул TREC в сухих образцах 
крови условно здоровых детей разной степени доно-
шенности в раннем неонатальном периоде
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Таблица 1. Количество молекул TREC и KREC (копий / 105 лейкоцитов) в сухих образцах крови условно здоровых 
детей разной степени доношенности в раннем неонатальном периоде

Степень доношенности Среднее 95% интервал Стандартная 
ошибка среднего MIN MAX

TREC 
Экстремальная недоношенность 

(<28 недель) 402.7 116.6–784.0 52.8 115.9 978.0

Глубокая недоношенность 
(28–32 недели) 611.1 271.0–917.9 52.5 261.4 1115.6

Недоношенность средней  
и легкой степени (33–38 недель) 776.1 378.2–1405.5 76.5 263.6 1505.6

Доношенные 
(39–41 неделя) 723.9 406.1–1133.2 52.2 398.1 1174.0

КREC 

599.9 210.9–1103.5 34.9 162.8 1584.0
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населения. Основная цель большинства работ со-
стояла в оценке изменений функциональной актив-
ности «наивного» иммунитета по мере взросления 
и старения организма [21–23]. Согласно резуль-
татам Douek и соавт., количество молекул TREC 
и KREC в образцах крови детей старшего возрас-
та и взрослых было соответственно в 10 и 100 раз 
ниже, чем у здоровых доношенных новорожден-
ных. Эти данные указывают на снижение тимиче-
ской эффективности, опосредованной возрастным 
уменьшением функционально активной ткани ти-
муса [24]. Изучение пациентов с комбинированным 
вариабельным иммунодефицитом (ОВИН) и здоро-
вых доноров контрольной группы выявило стабиль-
ность уровня KREC, тогда как уровни TREC сни-
жались с увеличением возраста как у пациентов 
с иммунозависимой патологией, так и у лиц кон-
трольной группы, что доказывает независимость 
снижения уровня маркеров наивных Т-клеток 
от заболевания и зависимость от возраста [23, 25–
27]. Количество TREC и KREC может также сни-
жаться в результате разбавления. В ходе активно-
го иммунного ответа на этапе клеточной экспансии 
функционально активных клонов лимфоцитов про-
исходит репликация только внутриядерной ДНК. 
Так как TREC и KREC являются эписомными мо-
лекулами, они остаются лишь в клетке-основателе, 
что и приводит к относительному снижению пока-
зателей [28]. Несмотря на многочисленные данные 
о возрастных изменениях Т- и В-клеточного имму-
нитета, не менее важно исследовать динамику со-
держания молекул TREC и KREC не только в ран-
нем неонатальном периоде, но и на разных этапах 
развития плода. Это позволит оценить состояние 
иммунитета на разных «срезах» эмбрионального 
развития человека. 

Основная цель нашей работы состояла в опреде-
лении содержания молекул TREC и KREC в крови 
детей, родившихся в разные гестационные сроки. 
Однако для большей информативности было ре-
шено проанализировать гендерные различия в со-
держании маркеров наивных иммунокомпетентных 
клеток. Нами не выявлено значимых различий в со-
держании молекул TREC и KREC в образцах су-
хой крови мальчиков и девочек, что соответствует 
результатам, полученным другими исследователя-
ми [29, 30]. С другой стороны, в некоторых работах 
представлены результаты, указывающие на более 
высокое содержание TREC в крови лиц женского 
пола [31–33].

К настоящему времени опубликованы данные 
о взаимозависимости между весом ребенка и коли-
чеством TREC [34–36]. Недавно проведенное иссле-
дование образцов сухой крови недоношенных ново-

рожденных выявило положительную связь между 
количеством копий TREC и KREC и массой тела 
при рождении [5]. В другой работе изучали зависи-
мость не только между весом, но и сроками геста-
ции на момент рождения. По результатам прове-
денного анализа новорожденных разделили на три 
группы – с очень низкой, низкой и нормальной мас-
сой тела при рождении [32]. Опубликованы также 
данные о существовании связи между состоянием 
иммунитета и ростом взрослых индивидов [36, 37].

Развитие всех внутренних органов, в частности 
тимуса, происходит в соответствии с гестационным 
периодом. Тимогенные ткани по мере роста и диф-
ференцировки обогащаются предшественниками 
лимфоцитов, причем теми, которые уже смогли 
пройти рубеж двойного отбора – позитивной и нега-
тивной селекции. Это выражается в положительной 
корреляционной зависимости (ρ = 0.413 (p < 0.001)) 
между массой ребенка при рождении и количеством 
молекул TREC, содержащихся в образцах сухой 
крови новорожденных [21, 26, 27].

Мы  также проанализировали зависимость 
между количественным содержанием маркеров 
В-лимфоцитов, гестационным возрастом и массой 
новорожденного, однако связь этих показателей 
не была статистически значимой. Эти результаты 
показывают, что количество KREC в сухом пятне 
крови ребенка с гестационным возрастом не менее 
28 недель, соответствующее нормативным значе-
ниям, служит показателем правильного прохожде-
ния процесса созревания В-клеток в костном мозге. 
Известно, что пре-В-лимфоциты обнаруживаются 
в печени плода на 8 неделе беременности, где они 
уже начинают экспрессировать на своей поверхно-
сти молекулы иммуноглобулина класса М. Это сви-
детельствует о том, что уже на столь ранних этапах 
развития человека система гуморальных параме-
тров иммунитета функционирует с высокой эффек-
тивностью, что, вероятно, проявляется в относитель-
но высоком уровне молекул KREC, обнаруживаемых 
в сухих пятнах крови у детей, рожденных в разные 
сроки гестации [23, 27].

Врожденные ошибки иммунитета обычно не диа-
гностируются до тех пор, пока не появятся клини-
ческие признаки, в основном такие, как хронические 
и рецидивирующие инфекции. Для постановки диа-
гноза первичный иммунодефицит используют об-
щий анализ крови, фенотипирование лимфоцитов, 
определение различных классов иммуноглобули-
нов, функциональные тесты иммунокомпетентных 
клеток и генетический анализ как возможность 
подтверждающей диагностики. Наиболее перспек-
тивными и важными в настоящее время явля-
ются функциональные тесты иммунокомпетент-
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ных клеток и генетический анализ. Анализ TREC 
и KREC – это быстрый и чувствительный инстру-
мент для скрининга ТКИН и диагностики других 
ВОИ, особенно потому, что для выделения ДНК тре-
буется лишь небольшой объем образца, что снижа-
ет риск причинения вреда младенцам. Зачастую не-
преодолимым барьером в лабораторной диагностике 
является невозможность взятия необходимого коли-
чества биологического материала. Свой вклад в раз-
брос пороговых значений при осуществлении про-
грамм скрининга новорожденных в разных странах 
вносит использование разных протоколов анализа 
TREC и KREC в разных лабораториях. Свою роль 
могут играть также популяционные генетические 
различия. Поэтому полученные нами результаты 
определения интервалов TREC и KREC, учитыва-
ющих половозрастные характеристики пациентов, 
имеют немаловажное значение для диагностики 
ВОИ у детей.

Первичные иммунодефициты все еще продолжа-
ют рассматриваться как редкие болезни, хотя они 
и не относятся к орфанным. В 2019 году в России 
было зарегистрировано 2798 пациентов с врож-
денными ошибками иммунитета, из которых 60% 
– дети [38]. Внедрение программ массового скри-
нинга новорожденных на основе определения TREC 
и KREC позволит значительно увеличить группу 
риска по ТКИН и другим тяжелым первичным им-
мунодефицитам, приводящим к летальным исходам 
в раннем возрасте. Ранняя диагностика обеспечит 
возможность своевременного применения патогене-
тически обоснованной терапии, включая радикаль-
ные трансплантационные технологии, в период окна 
возможностей до появления тяжелых клинических 
проявлений, что приведет не только к улучшению 
качества жизни пациентов с такой патологией и со-
хранению их жизни, но и позволит сократить фи-

нансово-экономические затраты на лечение и жиз-
необеспечение пациентов [39–45].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Результаты наших исследований позволяют ут-
верждать, что срок беременности следует рассма-
тривать как немаловажный фактор, влияющий 
на количественное содержание молекул TREC 
и KREC. Для интерпретации результатов скринин-
га новорожденных мы рассчитали референсные 
диапазоны этих параметров для разных гестацион-
ных групп. Кроме того, это позволит осуществлять 
мониторинг иммунных изменений Т- и В-клеток 
при проведении иммунотропной терапии, включая 
посттрансплантацинное наблюдение после транс-
плантации гемопоэтических стволовых клеток.

Ранняя диагностика и лечение важны при всех 
формах ВОИ. Использование метода количествен-
ной оценки маркеров Т- и В-клеточного иммуните-
та (TREC и KREC) сделало возможным разработ-
ку скрининговых программ по выявлению ТКИН 
и агаммаглобулинемии во многих странах мира. 
Однако остаются неохваченными другие группы 
ПИД, такие, как иммунодефициты с нормальным 
количеством периферических Т- и В-клеток, де-
фекты количества и функции фагоцитов, дефицит 
комплемента и заболевания, связанные с иммунной 
дисрегуляцией. Необходим дальнейший поиск эф-
фективных маркеров патологии, разработка стра-
тегий клеточной, генетической и функциональной 
диагностики, адаптация их к массовым программам 
диагностики различных первичных иммунодефици-
тов. 

Данное исследование проведено в рамках проекта 
АААА-А21-121012090091-6 на базе Института 

иммунологии и физиологии УрО РАН.
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РЕФЕРАТ Внедрение в селекционные программы данных о геноме животных стало прорывом в селекции 
крупного рогатого скота. С 2010 года геномная селекция стала официальной системой оценки племенных 
качеств скота в Европе, США, Канаде и многих развитых странах. Цель данной работы состояла в разра-
ботке системы геномной оценки племенной ценности отечественного поголовья крупного рогатого скота 
черно-пестрой и голштинской породы по трем признакам молочной продуктивности (суточный удой (кг), 
суточный молочный жир (%) и суточный молочный белок (%); и по шести признакам фертильности (воз-
раст от первого отела (AFC); межотельный период (CI); интервал от отела до первого осеменения (OFI); 
интервал от первого до последнего осеменения (FLI); длина сервис-периода (DO) и кратность осеменения 
(NS)). Сформирована единая база данных племенных животных для 523 племенных хозяйств Российской 
Федерации. В базу данных вошла информация о происхождении 2551529 коров и 69131 быка-произво-
дителя молочного направления продуктивности голштинской и черно-пестрой породы, а также инфор-
мация о продуктивности 1597426 коров с законченными 4771366 лактациями. Даты рождения животных, 
вошедших в базу данных, – 1975–2017 годы. Проведено генотипирование 672 животных с использованием 
микроматрицы BovineSNP50 v3 DNA Analysis BeadChip (Illumina, США). Проведена геномная оценка пле-
менной ценности (GEBV) только 644 животных голштинской и черно-пестрой породы (427 быков и 217 
коров) (список доступен по ссылке https://doi.org/10.6084/m9.figshare.18673583.v1) с использованием метода 
одношагового геномного лучшего линейного несмещенного прогноза – модель животного (ssGBLUP-AM). 
Средний генетический потенциал животных составил +0.88 и +1.03 кг по суточному удою, -0.002% по со-
держанию жира в молоке и -0.003 и 0.001% по содержанию белка в молоке у коров и быков соответствен-
но (генетический потенциал, который передается на потомство). Установлен отрицательный генетиче-
ский прогресс по признакам фертильности в популяции за период 1975–2017 годы. Достоверность оценки 
племенной ценности по качеству потомства (EVB) генотипированных быков варьировала от 89 до 93% 
по молочным признакам и от 85 до 90% по признакам фертильности. По геному достоверность оценки 
варьировала от 54 до 64% по молочным признакам и от 23 до 60% по признакам фертильности. Этот ре-
зультат показывает возможность применения геномной оценки племенной ценности (с довольно высокой 
достоверностью) отечественного поголовья КРС голштинской и черно-пестрой породы по совокупности 
признаков фертильности и молочной продуктивности. Система геномной оценки племенной ценности по-
зволит вывести отечественную племенную работу на современный конкурентоспособный уровень и оце-
нивать племенную ценность КРС уже при рождении на основании информации о геноме животного. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА GEBV, черно-пестрая порода, генотипирование, тестовый день, молочная продуктив-
ность, фертильность.
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ВВЕДЕНИЕ
Один из самых сложных этапов селекции сельскохо-
зяйственных животных – оценка их племенной цен-
ности. Сложность заключается в том, что для опре-
деления племенной ценности необходимо сравнить 
и проанализировать селекционные характеристики 
у самих оцениваемых животных, их ближайших 
родственников, потомков и предков. На начальных 
этапах развития животноводства племенную цен-
ность оценивали по фенотипическим показателям, 
в частности, в молочном скотоводстве использовали 
показатели молочной продуктивности [1, 2]. Однако 
в последнее десятилетие разработаны более эффек-
тивные методы оценки племенной ценности, осно-
ванные на применении молекулярно-генетических 
маркеров. Существенного прогресса удалось достичь 
благодаря расшифровке генома основных сельско-
хозяйственных животных (крупного рогатого ско-
та (КРС), свиней и овец) [3], а также применению 
статистического анализа, в частности, метода наи-
лучшего линейного несмещенного прогноза (BLUP). 
Расчет племенной ценности на основе метода BLUP 
позволяет исключить влияние негенетических фак-
торов на изменчивость отобранных признаков в по-
пуляции, а также выделить и оценить генетическую 
составляющую с высокой степенью достоверности 
[4]. Использование молекулярно-генетических мар-
керов повышает надежность оценки племенной цен-
ности молодых особей, сокращает интервал генера-
ции и расширяет возможности интенсивного отбора. 
Кроме того, применение геномной оценки приводит 
к росту темпов генетического улучшения хозяй-
ственно полезных признаков коров и к снижению 
материально-технических затрат на оценку гене-
тического потенциала быков-производителей [5, 6]. 
Особенное значение геномная оценка имеет для по-
казателей здоровья и фертильности, так как надеж-
ность геномной оценки племенной ценности толь-
ко немного уступает надежности этих показателей 
по качеству потомства. На данный момент отсут-
ствует значительный генетический прогресс в оцен-
ке по признакам фертильности, поскольку цело-
му ряду этих признаков долгое время не уделяли 
должного внимания в селекционных программах [7]. 
Достоверность геномной оценки племенной ценности 
молодых животных зависит от достоверности оцен-
ки животных, вошедших в референсную популяцию 
– популяцию быков-производителей, имеющих вы-
соко достоверную оценку по потомству и информа-
цию о геноме [8]. Так как получение информации 
о геноме является стандартизированной и отрабо-
танной технологией, достоверность геномной оцен-
ки племенной ценности в большей степени зависит 
от достоверности оценки животных, вошедших в ре-

ференсную популяцию, по потомству. На практике, 
для признаков молочной продуктивности оценка 
племенной ценности по потомству основана на ис-
пользовании показателей удоя за 305 дней лактации 
[9]. Удой за 305 дней лактации рассчитывается с ис-
пользованием ежемесячных суточных измерений 
объема молока, а также процентного содержания 
жира и белка в нем. Такие измерения получили на-
звание «тестовые дни» [10]. Использование молочной 
продуктивности за 305 дней лактации для оценки 
племенной ценности по потомству наряду с неко-
торыми преимуществами имеет ряд недостатков. 
Во-первых, эта процедура расчета удоя [11] основа-
на на построении кривой лактации по результатам 
«тестовых дней» с использованием фиксированных 
параметров, что приводит к занижению молочной 
продуктивности в течение первых месяцев лактации 
и к ее завышению в течение последних месяцев лак-
тации. Эти погрешности могут приводить к некор-
ректному расчету удоя за 305 дней лактации и сни-
жению достоверности оценки племенной ценности 
по потомству на основании таких первичных дан-
ных, а следовательно, и к снижению достоверности 
геномной оценки племенной ценности. Во-вторых, 
при использовании значения «Удой за 305 дней лак-
тации» в математических моделях линейного и не-
линейного типа в качестве фиксированного фак-
тора, влияющего на изменчивость этого значения, 
используется усредненный эффект окружающей 
среды для этой лактации (эффект стада-года-сезо-
на отела), подразумевая, что в течение всей лакта-
ции этот эффект был постоянным [12]. На практике 
этот эффект может сильно варьировать от одного 
дня лактации к другому [13]. Игнорирование вариа-
бельности эффекта окружающей среды на суточную 
молочную продуктивность приводит к некоррект-
ному расчету генетических и паратипических па-
раметров при оценке племенной ценности, а также 
вносит погрешность в оценку племенной ценности 
по потомству и по геному. Использование результа-
тов суточной молочной продуктивности напрямую 
при построении математических моделей оценки 
племенной ценности позволяет решить все рас-
смотренные проблемы [14]. Такие математические 
модели получили название модели тестового дня, 
или TD-модели [15]. Цель нашей работы состояла 
в разработке системы геномной оценки племенной 
ценности отечественного поголовья КРС голштин-
ской и черно-пестрой породы с применением метода 
TD ssGBLUP-AM по совокупности признаков молоч-
ной продуктивности (суточный удой (кг), молочный 
жир (%), молочный белок (%)) и метода ssGBLUP-
AM по признакам фертильности: возраст от перво-
го отела (AFC, дни); межотельный период (CI, дни); 
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интервал от отела до первого осеменения (OFI, дни); 
интервал от первого до последнего осеменения (FLI, 
дни); длина сервис-периода (DO, дни) и кратность 
осеменения (NS).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

База данных информации о племенных 
животных
Сформирована единая база данных о фенотипиче-
ских показателях исследуемых признаков и о про-
исхождении животных из 12 регионов Российской 
Федерации. Для формирования единой базы исполь-
зовали первичные базы информации о животных 
из 523 предприятий, внесенных в реестр племен-
ных организаций Министерства сельского хозяйства 
Российской Федерации. Первичные необработанные 
данные получены в виде баз данных, сгенерирован-
ных с помощью набора программ СЕЛЕКС [16], ко-
торые относятся к реляционной СУБД Firebird 2.5. 
Работу с базами данных и выгрузку необходимой 
информации проводили с помощью языка програм-
мирования Python 2.7 и пакета FDB. Была выгруже-
на информация о показателях фертильности и мо-
лочной продуктивности, а также о происхождении 
каждого животного с законченной лактацией, вхо-
дившего в 523 локальные базы данных. В качестве 
информации о молочной продуктивности для каж-
дого животного выгружали информацию о TD (день, 
когда собираются показатели молочной продуктив-
ности животного за контрольный дойный день) 
для каждой лактации: информация о суточном удое, 
суточном проценте жира и суточном проценте бел-
ка. В качестве информации для формирования базы 
фенотипических данных по признакам фертильно-
сти выгружали информацию о дате отела каждо-
го животного, возрасте при отеле, дате и кратности 
осеменения. Также была выгружена вся первичная 
информация о происхождении всех животных с из-
вестной продуктивностью, а также информация обо 
всех известных поколениях предков по отцовской 
и материнской линии. 

Система оценки достоверности фенотипических 
данных племенных животных, входящих 
в созданную базу данных
При анализе единой базы данных племенных жи-
вотных обнаружено, что первичные данные содер-
жат большое количество ошибок и неточностей. Это 
не позволяет использовать такие данные для про-
ведения дальнейших исследований. С целью ис-
правления сложившейся ситуации разработана 
уникальная многоступенчатая система проверки 
достоверности данных о молочной продуктивно-

сти, которая включает пять основных этапов: про-
верка данных на критические значения, проверка 
продолжительности стельности, проверка изменчи-
вости данных о молочной продуктивности внутри 
каждого хозяйства, проверка количества тестовых 
дней в лактации и анализ достоверности данных 
о молочной продуктивности внутри каждой лакта-
ции. Все лактации, вошедшие в созданную единую 
базу данных, проходили проверки последовательно 
по каждому этапу. Лактации, информация о кото-
рых не проходила проверку на качество, удаляли 
из дальнейшего анализа.

Прежде всего из базы были удалены данные 
о молочной продуктивности, значения которых были 
меньше или равны 0. Далее данные о молочной про-
дуктивности проверяли на попадание в интервал 
(µ – 3σ, µ + 3σ) и удаляли не попавшие. Стоит от-
метить, что при удалении значений по суточному 
удою отбрасывали также данные по молочному 
жиру и молочному белку независимо от того, прош-
ли ли они проверку или нет.

На следующем этапе проверяли продолжитель-
ность стельности для каждой лактации также 
по правилу «трех сигм» [17]. Предварительно были 
удалены ошибочные неположительные значения. 
В результате проверку прошли лактации, которые 
соответствовали продолжительности стельности 
от 268 до 317 дней. Лактации, продолжительность 
предварительной стельности перед которыми не по-
падала в доверительный интервал, из дальнейшего 
анализа удаляли.

На третьем этапе проверки, чтобы исключить 
данные, полученные методом копирования едино-
разово полученных значений, проведен контроль 
изменчивости признаков внутри стада в каждом 
хозяйстве. В результате такой проверки из даль-
нейшего анализа были удалены значения признаков 
в каждом хозяйстве, если за каждый контрольный 
дойный день, неделю или месяц в данных предпри-
ятиях обнаруживали одинаковые значения.

Следующим этапом проверки достоверности дан-
ных молочной продуктивности была проверка ко-
личества и качества тестовых дней в каждой лак-
тации. Согласно утвержденным правилам оценки 
молочной продуктивности коров [18], данные про-
верили на соответствие следующим условиям:

1) должны быть данные о не менее трех тестовых 
днях в лактации;

2) между датой отела и датой первого TD должно 
пройти не более 70 дней;

3) между смежными TD должно быть не более 
70 дней.

Лактации, которые не подходили по этим пра-
вилам, удаляли. Стоит отметить, что если удаляли 
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данные по признаку «Суточный удой в кг», то уда-
ляли всю лактацию.

На следующем этапе проверки, для каждой 
лактации, информации о суточных удоях которой 
прошли предыдущие этапы проверки, была постро-
ена кривая лактации с использованием междуна-
родных признанных методик [19, 20]. Для каждой 
построенной лактационной кривой по каждому при-
знаку рассчитывали средние абсолютные ошиб-
ки аппроксимации (Mean Absolute Error, MAE). 
Результаты, полученные для каждого признака, об-
разуют нормально распределенную выборку значе-
ний. В результате анализа рассчитанных средних 
абсолютных ошибок аппроксимации для каждой 
лактации из дальнейшего расчета исключали лак-
тации, которые имели слишком большую ошибку 
аппроксимации (не вошли в промежуток (0, µ + 3σ)).

Первичные данные по признакам фертильности 
проверяли для каждого признака по отдельности. 
По признаку возраста первого отела удаляли дан-
ные, значение которых не совпадало с интервалом 
18–30 месяцев. Данные по межотельному периоду 
проверяли таким образом, что в базу данных вклю-
чали только те лактации, которые соответствовали 
межотельному периоду от 300 до 600 дней. Также 
в созданную базу вошли данные, значения которых 
составили от 25 до 360 дней для признака интерва-
ла отела – первого осеменения (OFI) и от 25 до 500 
дней для признаков первого–последнего осеменения 
(FLI) и длины сервис-периода (DO). Проверку до-
стоверности данных о кратности осеменения (NS) 
проводили на соответствие условию, что данное зна-
чение не должно превышать 10 осеменений на лак-
тацию.

Система оценки достоверности информации 
о происхождении племенных животных
Из единой базы данных удаляли информацию 
о происхождении всех животных, данные о лак-
тации которых были удалены в рамках проверки 
достоверности данных о фертильности и молоч-
ной продуктивности. Первичный анализ показал, 
что качество данных о происхождении животных 
не позволяет проводить дальнейшие исследования, 
так как содержит большое количество дубликатов, 
ошибок и неточностей.

На первом этапе корректировки данных о проис-
хождении животных разработан уникальный алго-
ритм исправления зацикливаний в существующей 
первичной базе данных. Основная идея алгоритма – 
присвоить животному номер поколения и проана-
лизировать его изменения. Первоначально каждое 
животное в таблице родства имеет значение «1». 
Если по ходу прохождения последовательно по та-

блице встречаются потомки какого-либо животного, 
то номер поколения, в котором он находится, уве-
личивается на единицу. Если потомок животного 
имеет номер поколения выше, то соответственно 
необходимо пропорционально увеличить номер по-
коления животного. Алгоритм продолжает работу 
пока не перестанут изменяться номера поколений 
животных. Соответственно, животное с самым боль-
шим номером поколения является родоначальником. 
В том случае, если есть ошибки в данных какого-то 
животного и имеются циклы, его номер поколения 
не перестанет увеличиваться. Животных с такой 
аномалией удаляли из базы данных о происхож-
дении. Разработанный алгоритм позволил удалить 
ошибочные данные такого рода.

Следующим этапом корректировки сформирован-
ной базы родства стало формирование комбиниро-
ванной базы данных о происхождении животных 
с использованием референсной базы данных. Этот 
этап заключается в интеграции животных из соз-
данной базы данных в уже имеющуюся в открытом 
доступе базу происхождения племенных живот-
ных молочных пород CDCB (Council of Dairy Cattle 
Breeding, США) [21] как самая полная база данных 
по молочным породам в мире. Информацию о про-
исхождении животных, полученную из этой базы 
данных, считали референсной. Далее на основании 
данных о происхождении животных, полученных 
из российских и зарубежных источников, были по-
строены два генеалогических дерева и проведен 
поиск совпадений вершин этих деревьев. Условия 
поиска – совпадение пола + части номера + даты 
рождения или совпадение пола + номера, длина 
которого более 7 цифр. При совпадении вершин 
все записи о предках этого животного, полученные 
из российских источников, заменяли референсными. 
Это, кроме прочего, позволило восполнить недоста-
ток информации в наших базах данных и объеди-
нить ветви генеалогического дерева, построенного 
по российским данным, которые без зарубежной 
базы никогда бы не пересеклись.

После формирования комбинированной базы 
данных о происхождении животных, приводилась 
группировка дубликатов одних и тех же предков 
животных с законченной лактацией. Прежде все-
го, записи, которые не подверглись замене в рамках 
предыдущего этапа, группировались между собой 
по совпадению клички, + даты рождения, или ин-
вентарного номера + клички, или инвентарного 
номера + даты рождения. Каждой группе записей 
был присвоен уникальный номер в хронологическом 
порядке. Ошибочные данные удаляли в том слу-
чае, если в одной группе записей родителям (отцу 
или матери) присвоено два или более уникальных 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 14 № 1 (52) 2022 | ACTA NATURAE | 113

номера. Далее данные группировали с учетом меж-
родственных связей (совпадение отца или матери 
+ совпадение каких-либо личных данных (клички, 
номера или даты рождения)).

Также мы апробировали метод восстановления 
части недостающей информации в матрице родства 
путем итерационной оценки матрицы R (ковариа-
ционная матрица остаточной ошибки e) для AM-
модели. Мы применяем EM-алгоритм [22] – алго-
ритм, используемый в математической статистике 
для нахождения оценок максимального правдопо-
добия параметров вероятностных моделей в случае, 
когда модель зависит от некоторых скрытых пере-
менных. Сначала оценивают латентные перемен-
ные по текущему приближению параметров, а за-
тем находят оценку параметров, максимизирующую 
правдоподобие оценки латентных переменных и по-
вторяют до тех пор, пока не сойдется к максимуму 
правдоподобию. В первом приближении мы считаем, 
что матрица R – диагональная. Решив AM-модель 
с ней, мы получаем оценку внутренних параметров 
(β и u) модели, а затем в следующей итерации на-
ходим следующее приближение оценки матрицы R, 
используя ту же AM-модель, тем самым улучшая 
точность оценки нашей AM-модели. 

Проведение генотипирования животных
Генотипировали 672 животных. ДНК выделя-
ли из крови и кожных выщипов согласно стан-
дартному протоколу QIAamp® DNA Investigator. 
Генотипирование образцов, содержащих 4 мкл рас-
твора ДНК с концентрацией 50 нг/мкл, проведено 
с использованием микроматрицы BovineSNP50 v3 
DNA Analysis BeadChip (Illumina, США) согласно 
инструкции к этим микроматрицам. Для разработ-
ки системы геномной оценки племенной ценности 
использовали только генотипы с значением call 
rate > 90%. Все SNP-маркеры, минорная частота ал-
лелей которых составила менее 5%, из анализа ис-
ключали.

Определение породы методом главных компонент 
(PCA)
С помощью метода PCA мы смогли ориентировочно 
определить породы животных, информация о ко-
торых отсутствовала в нашей базе данных. В этом 
методе использовали генотипы 672 животных раз-
личных пород и программу plink.

Таким образом, на рис. 1 мы видим четкое раз-
деление животных джерсейской и айрширской по-
роды, а также большой кластер животных из се-
мейства черно-пестрых. Метод позволил определить 
644 животных (427 быков-производителей и 217 ко-
ров), относящихся к голштинской (392) и черно-пе-

строй (252) породам, которых использовали в даль-
нейшем для оценки племенной ценности.

Оценка племенной ценности и генетических 
параметров популяции животных черно-пестрой 
породы
Племенную ценность животных оценивали мето-
дом TD ssGBLUP-AM [23, 24] для признаков молоч-
ной продуктивности и методом ssGBLUP-АМ [25] 
для признаков фертильности. Были сформированы 
следующие фиксированные модели:

Y = X1А + X2HYSс + X3L + X4 TD +Z1a + Z2p + e
AFC = X1RYSb + X2H + Z1a + e

CI = X1RYSc + X2H + X3LA + Z1a + Z2p + e
OFI = X1RYSc + X2H + X3LA + Z1a + Z2p + e
FLI = X1RYSi + X2H + X3LA + Z1a + Z2p + e
DO = X1RYSc + X2H + X3LA + Z1a + Z2p + e
NS = X1RYSi + X2H + LA + Z1a + Z2p + e,

где Y – вектор по показателям молочной продуктив-
ности (удой (кг); содержание жира (%); выход молоч-
ного жира (кг); содержание белка (%); выход молоч-
ного белка (кг)); AFC – вектор показателей признака 
возраст от первого отела (дни); CI – вектор наблю-
дений показателей признака межотельного периода 
(дни); OFI – вектор наблюдений признака интервала 
от отела до первого осеменения (дни); FLI – вектор 
наблюдений признака интервал от первого до по-
следнего осеменения (дни); DO – вектор наблюдений 
признака длина сервис-периода (дни); NS – вектор 
наблюдений признака кратности осеменения; А – 
вектор фиксированного эффекта возраст животных; 
HYSс – вектор фиксированного эффекта хозяйство-
год-сезон отела; RYSb – вектор фиксированного эф-
фекта регион-год-сезон рождения; L – вектор фик-
сированного эффекта номера лактации; H – вектор 
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Рис. 1. Метод главных компонент PC1 и PC2 (PCA) 
для генотипированных животных
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фиксированного эффекта хозяйство; TD – вектор 
фиксированного контрольного дойного дня; RYSc – 
вектор фиксированного эффекта регион-год-сезон 
отела; RYSi – вектор фиксированного эффекта 
регион-год-сезон осеменения; LA – вектор фиксиро-
ванного эффекта лактация-возраст животного; a – 
вектор рандомизированных аддитивных эффектов 
животного; p – вектор рандомизированных эффектов 
окружающей среды; e – вектор остаточных эффек-
тов; X1, X2, X3, Z1 и Z2 – единичные диагональные 
матрицы, связывающие вектор наблюдений с векто-
рами фиксированных и случайных эффектов.

Расчет генетических параметров (коэффициента 
наследуемости и повторяемости) проводили по сле-
дующим формулам [26]:
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где h2 – коэффициент наследуемости; R − коэффи-
циент повторяемости; σa

2 – аддитивная генетическая 
варианса; σp

2 – варианса окружающей среды; σe
2 – 

варианса остаточных эффектов. 
Достоверность оценки племенной ценности рас-

считывали с использованием следующей формулы 
[27]:

REL 1 PEV
1 F a

2σ( )= −
+

,

где REL – достоверность оценки племенной ценно-
сти; PEV – прогнозируемая дисперсия ошибок; F – 
коэффициент инбридинга; σa

2 – аддитивная генети-
ческая варианса. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика базы данных племенных 
животных российской популяции КРС черно-
пестрой породы
С использованием разработанной системы сфор-
мирована уникальная сводная база данных о про-
исхождении племенных животных по отцовской 
и материнской линии, в которую вошла информа-
ция о 69131 быках и 251529 коровах черно-пестрой 
породы молочного направления продуктивности. 
Разработанная система позволяет скомбинировать 
разнородную информацию о происхождении пле-
менных животных молочного направления продук-
тивности для 523 хозяйств Российской Федерации. 
Даты рождения животных по вошедшим в базу 
данных лактациям распределились между 1975 
и  2017 годами, среднее количество тестовых 

дней, приходившихся на одну лактацию, равно 9. 
Распределение животных в созданной базе и рас-
пределение генотипированных животных по дате 
рождения представлено на рис. 2 и рис. 3.

После апробации системы проверки фенотипиче-
ских данных и данных о происхождении животных 
в итоговую базу вошла информация о 1 597426 ко-
ров с законченными 4771366 лактациями. Известны 
данные о суточном удое, молочном жире и молоч-
ном белке 1047224, 1033839, 1046148 животных со-
ответственно. Число записей тестового дня соста-
вило 29735417, 26393276 и 26955476 соответственно 
по суточному удою, содержанию жира и белка 
в молоке. Таблица родства по трем признакам мо-
лочной продуктивности содержала информацию 
о 1983031 животном, из которых 51810 – быки-про-
изводители. Среднее значение продуктивности все-
го поголовья составило 20.9 ± 8.433 кг по суточному 
удою, 3.90 ± 0.46% по содержанию жира в моло-
ке и 3.18 ± 0.24% по содержанию белка в молоке. 
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Рис. 2. Распределение животных в базе данных по дате 
рождения
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Рис. 3. Распределение генотипированных животных 
по дате рождения
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Среднее значение по признаку возраста от первого 
отела составило 836.06 ± 117.32 дня. По остальным 
показателям фертильности среднее значение соста-
вило: 401.79 ± 67.098 дней по межотельному перио-
ду; 90.713 ± 53.425 дней по интервалу отела–первого 
осеменения; 41.685 ± 79.243 дней по интервалу пер-
вого–последнего осеменения; 140.18 ± 89.805 дней 
по длине сервис-периода и 1.80 ± 1.39 по кратности 
осеменения (табл. 1). 

Результат оценки генетических параметров 
селекционных признаков в популяции КРС 
голштинской и черно-пестрой породы
Для оценки племенной ценности животных в по-
пуляции КРС необходимо определить параметры 
селекционных признаков у животных в популяции. 
Определены следующие генетические параметры 
российской популяции голштинской и черно-пе-
строй породы: фенотипическая варианса, генети-
ческая варианса, варианса факторов окружающей 
среды, остаточная варианса, коэффициент повто-
ряемости и коэффициент наследуемости. Для рас-
чета дисперсионных компонент использован 
модуль AIREMLF90, который, в свою очередь, ос-
нован на алгоритме AI-REML (Average Information-

Residual Maximal Likelihood). Результат расчета ге-
нетических параметров представлен в табл. 2.

Результат расчета компонентов вариансы пока-
зывает, что уровень вариабельности признаков фер-
тильности и молочной продуктивности в популяции 
КРС голштинской и черно-пестрой породы в России 
достаточно высок, что делает достаточно эффек-
тивным ведение направленной селекционной рабо-
ты по этим признакам. Значение коэффициента на-
следуемости составило 0.20 по суточному удою, 0.31 
по содержанию жира в молоке и 0.26 по содержа-
нию белка в молоке. По всем признакам фертильно-
сти, кроме AFC, коэффициент наследуемости имел 
низкое значение < 0.11. Это указывает на низкое 
генотипическое разнообразие популяции животных 
и на высокое влияние условий окружающей среды 
на изменчивость данных признаков.

Результаты оценки племенной ценности коров 
и быков-производителей голштинской и черно-
пестрой породы
Рассчитывали геномную племенную ценность всех 
животных, рожденных в период с 1975 по 2017 
год и представленных в созданной базе данных. 
Племенную ценность (EBV) рассчитывали мето-

Таблица 1. Показатели племенных животных российской популяции КРС голштинской и черно-пестрой породы

Признак Число 
животных 

Число 
записей

Число животных 
в таблице родства

Число 
быков Мин Макс Среднее Стандартное 

отклонение

Суточный удой, кг 1047224 29735417 1983031 51810 0.2 46.211 20.90 8.43
Молочный жир, % 1033839 26393276 1983031 51810 2.38 5.47 3.90 0.46
Молочный белок, % 1046148 26955476 1983031 51810 2.31 4.08 3.18 0.24

AFC, дни 937175 937175 1434321 49644 540 1230 836.06 117.32
CI, дни 763773 2026259 1247553 46371 300 600 401.79 67.1
OFI, дни 904999 2535158 1409240 49111 25 360 90.713 53.43
FLI, дни 787536 3174412 1214206 47352 0 720 41.685 79.24
DO, дни 898131 2539399 1400007 48964 25 500 140.18 89.81

NS 959501 3575124 1447815 49781 1 10 1.80 1.39

Таблица 2. Результат расчета генетической вариансы (σ2
а
), вариансы окружающей среды (σ2

p
), остаточной вари-

ансы (σ2
e
), коэффициента повторяемости (R) и коэффициента наследуемости (h2) 

Признак σ2
а σ2

p σ2
e h2 R

Суточный удой, кг 4.644 ± 0.783 5.278 ± 0.545 13.536 ± 0.112 0.20 0.427
Молочный жир, % 0.108 ± 0.189 0.109 ± 0.130 0.127 ± 0.610 0.31 0.631
Молочный белок, % 0.221 ± 0.431 0.261 ± 0.302 0.364 ± 0.172 0.26 0.569

AFC, дни 2025 ± 24.12 - 7515 ± 19.09 0.21 -
CI, дни 215.98 ± 4.896 334.3 ± 4.762 3736.6 ± 4.646 0.05 0.13
OFI, дни 232.02 ± 3.172 147.42 ± 2.569 2187.5 ± 2.375 0.09 0.15
FLI, дни 296.58 ± 5.141 438.19 ± 4.523 4861.7 ± 4.462 0.05 0.13
DO, дни 505.30 ± 9.534 1070.8 ± 8.925 6183.1 ± 6.994 0.07 0.2

NS 0.961± 0.423 0.522 ± 0.341 0.731 ± 0.254 0.11 0.19
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дом ssGBLUP-AM. Этот метод позволяет вклю-
чить в единичную модель информацию о фенотипе 
и генотипе животных, а также информацию о ро-
дословной животных. На всех шагах оценки пле-
менной ценности использовали семейство программ 
BLUPF90 [27]. Результат оценки племенной ценно-
сти приведен в табл. 3.

Средний генетический потенциал составил 
0.88 кг у коров и 1.03 кг у быков по суточному удою, 
-0.002% по содержанию жира в молоке и -0.003 
и 0.001% по содержанию белка в молоке у коров 
и в потомстве быков соответственно. Необходимо 
отметить, что средние значения оценки по каждому 
признаку близки к нулю, а распределение живот-
ных относительно этого значения практически сим-
метричное (1 : 1), т.е. 50% животных имеют положи-
тельные значения, а другие 50% – отрицательные. 
Генетический тренд по основным селекционным 
признакам фертильности и молочной продуктив-
ности в популяции черно-пестрой породы построен 
с использованием средней рассчитанной племенной 
ценности животных по году рождения и представ-
лен на рис. 1 (Приложение). 

Значительное повышение удоя (4.4 кг/день) на-
блюдалось за период с 1975 до 2017 года, при этом 
в период с 1975 до 2002 года отмечено снижение 
содержания белка в молоке. Затем с 2002 по 2017 
год среднее значение племенной ценности жи-
вотных увеличивалось с – 0.006 до 0.002%. После 
2010 года генетический тренд по содержанию 
жира показывает значительное падение c –0.005 
до –0.03%. Показано снижение всех показателей 
фертильности, кроме возраста первого отела, в пе-
риод с 1975 до 2017 года.

Один из факторов, влияющих на точность оцен-
ки племенной ценности, – это уровень наследу-

емости признака. Чем выше наследуемость, тем 
выше точность оценки. В нашей работе точность 
EBV для трех признаков молочной продуктивности 
и признака фертильности AFC выше точности EBV 
для остальных признаков фертильности (CI, OFI, 
FLI, DO и NS). Однако коэффициент наследуемости 
у AFC и молочных признаков варьировал от 0.20 
до 0.31, а у остальных признаков фертильности – 
от 0.05 до 0.11.

Оценка результативности системы геномной 
оценки молочного скота
Достоверность геномной оценки племенной цен-
ности определяли методом кросс-валидации. 
Генотипированные животные были разделены 
случайным образом на 11 равных групп. 10 групп 
использовали по очереди для расчета модели. 
Оставшаяся 11-я группа была тестовой – данные 
о потомках животных этой группы были удалены, 
а племенную ценность рассчитывали только по ге-
ному. После этого племенную ценность животных 
сравнивали с их племенной ценностью с исполь-
зованием фенотипических данных. Критерием до-
стоверности геномной оценки племенной ценности 
служила степень корреляции между значениями 
племенной ценности генотипированных животных, 
рассчитанная по потомству (EBV), и их племен-
ной ценностью, рассчитанной по генотипу (GEBV). 
Результат оценки достоверности геномного прогноза 
представлен в табл. 4.

Точность оценки племенной ценности по потом-
ству (EBV) рассчитывали на основе вариационных 
компонентов и генетической изменчивости призна-
ков методом REML, а точность GEBV – как квадрат 
рангового коэффициента корреляции между значе-
ниями EBV и GEBV. Стоит отметить, что у быков-

Таблица 3. Результат оценки племенной ценности коров и быков-производителей по основным селекционным 
признакам фертильности и молочной продуктивности в популяции КРС голштинской и черно-пестрой породы

EBV (коровы) EBV (быки)

Признак Мин Макс Среднее Достоверность
(среднее) Мин Макс Среднее Достоверность

(среднее)
Суточный удой, кг -11.23 13.98 0.88 0.38 -12.05 15.07 1.03 0.33

Молочный жир, % -0.55 0.69 -0.002 0.39 -0.97 0.73 -0.002 0.34

Молочный белок, % -0.22 0.31 -0.003 0.37 -0.18 0.30 0.001 0.32

AFC, дни -142.66 170.45 -11.35 0.35 -199.83 198.35 -10.67 0.32

CI, дни -34.37 49.54 2.76 0.28 -36.68 49.88 3.07 0.26

OFI, дни -51.45 56.24 -2.02 0.33 -66.5 73.9 -0.73 0.30

FLI, дни -40.38 82.07 5.93 0.30 -48.52 94.69 5.85 0.27

DO, дни -53.94 72.18 3.25 0.29 -68.83 106.07 4.14 0.27

NS -1.03 2.18 0.14 0.23 -1.08 1.66 0.05 0.21
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производителей потомков значительно больше, чем 
у коров. В нашем исследовании среднее количество 
потомков у генотипированных быков варьировало 
от 219.4 для FLI и до 583.2 для признаков молочной 
продуктивности. У генотипированных коров среднее 
количество потомков не превышало 1.02 для всех 
исследуемых признаков, в то время как достовер-
ность EBV зависит в основном от количества по-
томков. Как показано в табл. 4, достоверность EBV 
генотипированных коров меньше, чем у быков. У ге-
нотипированных быков наблюдается высокая точ-
ность EBV (> 85%) по всем признакам фертильности 
и молочной продуктивности, а у генотипированных 
коров достоверность EBV варьировала от 0.18 по NS 
до 0.59 по удою и содержанию жира в молоке. 

Корреляция EBV и GEBV (достоверность GEBV) 
превысила 80% у генотипированных коров по боль-
шинству исследуемых признаков и достигла 98% 
по суточному удою.

При расчете GEBV удаляли данные о потомках 
генотипированных животных, а племенную ценность 
оценивали только по генотипу. Генотипированные 
коровы имеют мало потомков, поэтому удаление по-
томков из модели ssGBLUP не влияет существенно 
на значения EBV животных и, соответственно, на-
блюдается высокая корреляция между значениями 
EBV и GEBV. Таким образом, в отличие от быков-
производителей, достоверность GEBV у генотипиро-
ванных коров не может отражать результативность 
системы геномной оценки. 

У генотипированных быков выявлены средние 
значения достоверности GEBV по трем признакам 
молочной продуктивности. Этот результат указы-
вает на возможность оценки племенной ценности 

поголовья КРС черно-пестрой породы по геноти-
пу с достоверностью до 65% по суточному удою 
и до 54% по содержанию жира и белка в молоке. 
Для признаков CI, DO и OFI установлена довольно 
высокая точность GEBV: 60, 54 и 45% соответствен-
но. Минимальное значение точности GEBV получе-
но для признаков AFC (24%), FLI (26%) и NS (23%). 

Появление геномной селекции привело к сниже-
нию требований к традиционным подходам выбо-
ра кандидатов для отбора, при которых необходимо 
определить множество фенотипических признаков 
всех близких родственников кандидатов. Геномная 
селекция открывает возможность выбора призна-
ков, которые сложно или дорого измерить, таких, 
как фертильность. Этот подход будет развиваться 
за счет новых геномных исследований (на осно-
ве геномики, транскриптомики и протеомики), на-
правленных на выявление генов и путей, контро-
лирующих фертильность крупного рогатого скота, 
и позволит улучшить фенотипирование для репро-
дуктивной функции.

Результат оценки достоверности геномного про-
гноза у генотипированных быков и коров также 
представлен на рис. 4 и 5.

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты племенной работы подтвердили, 
что прогноз племенной ценности КРС с исполь-
зованием геномной информации более точен, чем 
только по родству [28–30]. В нашем исследовании 
впервые в России проведена геномная оценка пле-
менной ценности в российской популяции КРС 
голштинской и черно-пестрой породы по призна-
кам фертильности. Достоверность геномной оценки 

Таблица 4. Результат расчета достоверности геномной оценки племенной ценности по основным селекционным 
признакам фертильности и молочной продуктивности в популяции КРС черно-пестрой породы

Генотипированные коровы (n = 217) Генотипированные быки (n = 427)

Признак
Количество 
потомков 
(среднее)

Достоверность
EBV

Достоверность
GEBV*

Количество 
потомков 
(среднее)

Достоверность
EBV

Достоверность
GEBV*

Суточный удой, кг 1.02 0.59 0.98 583.2 0.93 0.65

Молочный жир, % 1.02 0.59 0.97 583.2 0.92 0.54

Молочный белок, % 1.02 0.57 0.97 583.2 0.89 0.54

AFC, дни 0.08 0.21 0.82 358.2 0.89 0.24

CI, дни 0.05 0.15 0.87 285.1 0.87 0.60

OFI, дни 0.08 0.21 0.93 347.1 0.87 0.45

FLI, дни 0.08 0.20 0.54 219.4 0.86 0.26

DO, дни 0.08 0.20 0.93 345.5 0.90 0.56

NS 0.09 0.18 0.51 359.1 0.85 0.23

*Достоверность оценки по сравнению с оценкой по потомству (квадрат рангового коэффициента корреляции).
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Рис. 4. Корре-
ляция между 
значениями пле-
менной ценности 
быков-произво-
дителей по по-
томству (EBV) 
и их племенной 
ценности по ге-
нотипу (GEBV) 
по признакам 
фертильности 
и молочной про-
дуктивности 
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Рис. 5. Корре-
ляция между 
значениями 
племенной цен-
ности генотипи-
рованных коров 
по потомству 
(EBV) и их пле-
менной ценно-
сти по генотипу 
(GEBV) по ос-
новным призна-
кам фертильно-
сти и молочной 
продуктивности
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Таблица 5. Сравнение черно-пестрой породы с разными породами КРС в мире

Порода
Количество коров

Удой, кг Молочный жир Молочный белок
Черно-пестрая 1047224 1033839 1046148

Nordic RDC 3538966 3538966 3538966
Голштинская (Канада) 5976711 5976711 5976711
Айрширская (Канада) 221533 221533 221533
Джерсейская (Канада) 185737 185737 185737

Португальская голштинская 578552 - -
Немецкая голштинская 48977 - -

Количество тестовых дней, млн
Удой, кг Молочный жир Молочный белок

Черно-пестрая 29.7 26.4 27
Nordic RDC 95.6 95.6 95.6

Голштинская (Канада) 72.4 72.4 72.4
Айрширская (Канада) 2.4 2.4 2.4
Джерсейская (Канада) 1.7 1.7 1.7

Португальская голштинская 11.4 - -
Немецкая голштинская 0.106

Достоверность GEBV, %
Удой, кг Молочный жир Молочный белок

Черно-пестрая 65 54 54
Nordic RDC 40 50 40

Голштинская (Канада) 65 58 67
Айрширская (Канада) 39 43 54
Джерсейская (Канада) 58 62 68

Португальская голштинская 52–72 - -
Немецкая голштинская 81–88 - -

племенной ценности составила 65% по суточному 
удою и 54% по содержанию жира и белка в молоке. 
Для признаков фертильности достоверность GEBV 
составила: CI (60%), DO (56%), OFI (45%), AFC (24%), 
FLI (26%) и NS (23%). Эти значения немного боль-
ше, чем у нордического красно-молочного скота (от 
0.22 до 0.31%) по трем признакам фертильности [31]. 
Сходный результат (достоверность 28.9%) установ-
лен в работе Su и соавт. для оценки племенной цен-
ности у датской джерси с использованием неболь-
шой референсной популяции (1250 датских быков) 
[32].

Также для оценки племенной ценности КРС 
по молочным признакам мы использовали модель 
тестового дня TD ssGBLUP-AM. В настоящее время 
эта модель используется для официальной оценки 
племенной ценности КРС во многих странах, напри-
мер, нордического красно-молочного скота (RDC) 
[33]. Официальные данные по оценке RDC за март 
2012 года получены в ходе генетической оценки 
КРС северных стран (NAV). Для оценки племенной 
ценности RDC отобрано 3538966 коров с 95.6 млн 
записей тестовых дней, а общее число животных 

в родословной RDC составило 477468 (табл. 5). Если 
сравнить результаты изучения голштинской молоч-
ной породы, которое мы провели ранее, то видно, 
что несмотря на почти 2.5-кратную разницу в раз-
мере статистической выборки, оценка племенной 
ценности голштинской и черно-пестрой породы ме-
тодом TD ssGBLUP-AM имеет довольно высокую 
достоверность прогноза (порядка 65%). 

Результат расчета достоверности геномного про-
гноза племенной ценности, проведенного нами, со-
поставим с результатом оценки племенной ценно-
сти коров голштинской породы в Португалии [34]. 
Среднее значение достоверности геномной оценки 
племенной ценности португальских голштинских 
быков-производителей составило 52% у молодых 
быков и 72% у быков, имеющих данные по продук-
тивности их дочерей. 

Модель тестового дня также используется для ге-
номной оценки племенной ценности трех молочных 
популяций КРС в Канаде (голштинская, айрширская 
и джерсейская). Достоверность прогноза племенной 
ценности по молочному удою составила 65, 39, 58% 
у голштинской, айрширской и джерсейской поро-
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ды соответственно [35]. В работе Bohlouli и соавт. 
для оценки племенной ценности 48977 голштинских 
коров в Германии использовали 11.4 млн записей 
тестовых дней. Достоверность оценки достигала 88% 
[36].

ВЫВОДЫ
В нашем исследовании, несмотря на небольшое 
число быков-производителей в референсной попу-
ляции, генотипирование которых проводили, пока-
зана приемлемая достоверность геномной оценки 
племенной ценности КРС. Достоверность может 
быть повышена за счет увеличения числа геноти-
пированных животных в референсной популяции. 
Нами показана возможность применения геномной 
оценки племенной ценности у отечественного по-
головья КРС голштинской и черно-пестрой породы 

по различным признакам фертильности и молочной 
продуктивности. Данная система позволит вывести 
отечественную племенную работу на современный 
конкурентоспособный уровень и уже при рождении 
оценивать племенную ценность КРС на основании 
информации о геноме животного. 

Работа ФШ и ЕП частично поддержана 
РФФИ (грант № 17-29-08033) и частично 

Минобрнауки России (государственное задание 
ФИЦ Биотехнологии РАН). Работа АХ 

частично поддержана Минобрнауки России 
в рамках реализации проекта по Соглашению 
№ 14.579.21.0147 о предоставлении субсидии 

(уникальный идентификатор работ (проекта) 
RFMEFI57917X0147) и частично поддержана 

РФФИ (грант № 17-29-08033).
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Рис. 1. Генетический тренд в популяции КРС голштин-
ской и черно-пестрой породы за период с 1975 до 2017 
года по суточным молочным признакам и признакам 
фертильности: возраст первого отела (AFC); межо-
тельный период (CI); интервал от отела до первого 
осеменения (OFI); интервал от первого до последнего 
осеменения (FLI); длина сервис-периода (DO) и крат-
ность осеменения (NS) 
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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. 



124 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 1 (52) 2022

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ 2022

 • 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 моле-
кулярной массой 70 кДа. Дис. ... канд. мед. наук. 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 
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