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Объемные аддукты в составе кластерных 
повреждений ДНК: причины устойчивости 
к удалению системой NER

АНОНСЫ

XPC
Повреждение 

ДНК

Н. В. Науменко, И. О. Петрусева, О. И. Лаврик
Система эксцизионной репарации нуклеотидов (NER) удаляет из ДНК раз-
личные объемные повреждения, которые вызывают существенные искажения 
регулярной структуры двойной спирали. В обзоре проанализированы данные 
о формировании кластерных повреждений, содержащих объемные аддукты, 
потенциальной биологической значимости таких повреждений, а также о ме-
тодах оценки их количества, рассмотрены причины подавления катализиру-
емой системой NER эксцизии объемных повреждений из состава кластеров.

Схематическое изображе-
ние узнавания поврежден-
ного участка ДНК белком 
ХРС

Потенциальная связь отложенного воздействия 
катастрофических техногенных выбросов токсичных газов 
и клинического течения COVID-19

Дж. Суччи, В. Педрич, А. П. Богачук, А. Г. Тормасов, А. А. Белогуров, А. Спаллоне
Пандемия, вызванная коронавирусом D-19 (COronaVIrus Disease 2019, COVID-19), 
серьезно затронула почти все страны мира. В первую волну распространения ин-
фекции аномально высокий уровень смертности был зарегистрирован в Италии, 
что требует убедительного объяснения. В 1976 году в небольшом городе Севезо, 
расположенном в Ломбардии, в результате крупной техногенной аварии произо-
шел выброс диоксина. Промышленная катастрофа оказала существенное негатив-
ное воздействие на жителей близлежащих районов, более того, в последующие 
годы наблюдался рост онкологических заболеваний среди пострадавшего населе-
ния. Сформулировано положение о роли выброса диоксина в качестве значимого 
негативного кофактора осложненного клинического течения COVID-19.

Карта распространения 
COVID-19 в Италии 

Flow-seq-метод: особенности и применение 
в изучении бактериальной трансляции
Е. С. Комарова, О. А. Донцова, Д. В. Пышный, М. Р. Кабилов, П. В. Сергиев
Метод Flow-seq основан на использовании библиотек репортерных конструкций, 
где определенный элемент, регулирующий экспрессию генов флуоресцентных ре-
портерных белков, представлен во многих тысячах вариантов. Библиотеки репор-
терных конструкций внедряют в клетки, сортируют по уровню флуоресценции, 
а затем проводят их высокопроизводительное секвенирование. Таким образом, 
появляется возможность в одном эксперименте на десятках и сотнях тысяч ре-
портерных конструкций выявлять закономерности, определяющие эффектив-
ность экспрессии. В обзоре проведен сравнительный анализ метода Flow-seq 
и других методов, используемых для оценки эффективности трансляции мРНК.

Схема метода Flow-seq

Метилирование ДНК: распределение в геноме, механизм 
регуляции и мишень для терапии

Д. С. Каплун, Д. Н. Калюжный, Е. Б. Прохорчук, С. В. Женило
Метилирование ДНК является важнейшей эпигенетической мо-
дификацией, вовлеченной в регуляцию транскрипции, имприн-
тинга, установление Х-инактивации, формирование структуры 
хроматина. В обзоре обобщаются исследования о профиле мети-
лирования ДНК в геноме, обсуждается, почему некоторые участ-
ки ДНК избегают метилирования, какие факторы могут влиять 
на уровень метилирования ДНК или ее интерпретацию, а значит, 
могут рассматриваться в качестве мишени для терапии.

Профиль метилирования ДНК и повторяющи-
еся последовательности 
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ВВЕДЕНИЕ 
Cамой распространенной модификацией ДНК 
в клетках млекопитающих является метилиро-
вание остатков цитозина, который называют пя-
тым основанием ДНК. Чаще всего метилирова-
нию подвергаются остатки цитозина в составе 
CpG-динуклеотидов. Однако в стволовых клетках 
и нейронах метилированные цитозины, вовне 
СpG-динуклеотидов, могут составлять 25–50% 
от всех mC [1]. У млекопитающих около 70–80% 
цитозинов в CpG-динуклеотидах метилирова-
ны [2]. Метилирование ДНК осуществляется de 
novo ДНК-метилтрансферазами DNMT3a/3b, кото-
рые не являются взаимозаменяемыми и отвечают 

за метилирование разных участков генома [3, 4]. 
При репликации метилирование ДНК поддержива-
ется с помощью DNMT1 ДНК-метилтрансферазы. 
Деметилирование ДНК происходит как пассивно 
при делении клеток, так и активно за счет действия 
ферментов. Основными факторами, участвующими 
в активном деметилировании, являются диоксиге-
назы TET1,2,3. TET-белки окисляют метилцитозин 
до гидроксиметилцитозина, затем формилцитозина 
и карбоксицитозина, которые за счет эксцизионной 
репарации тимин-ДНК-гликозилазой (TDG/NEIL) 
переходят в цитозин (рис. 1) [5]. Производные ме-
тилцитозина рассматриваются не только как про-
межуточные состояния между метилированным 
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РЕФЕРАТ Метилирование – важнейшая эпигенетическая модификация ДНК, участвующая в регуля-
ции транскрипции, импринтинге, установлении Х-инактивации, формировании структуры хроматина. 
Метилирование ДНК в геноме чаще всего ассоциировано с подавлением транскрипции и с формирова-
нием закрытого гетерохроматина. Однако результаты полногеномных исследований профиля метили-
рования ДНК, транскрипционной активности генов заставили пересмотреть эту парадигму. Промоторы 
многих генов остаются активными, несмотря на их метилирование. Отличия в распределении мети-
лирования ДНК в норме и патологии позволяют рассматривать метилирование в качестве диагно-
стического маркера или терапевтической мишени. Все это повышает интерес к изучению факторов, 
влияющих на метилирование ДНК и участвующих в его интерпретации. За последнее время найдено 
большое количество белковых факторов, способность которых связываться с ДНК зависит от мети-
лирования. Многие из этих белков выступают не только как активаторы или репрессоры транскрип-
ции, но и влияют на уровень метилирования ДНК. Эти факторы рассматриваются как потенциальные 
терапевтические мишени при заболеваниях, в основе которых лежат или изменение метилирования 
ДНК, или изменение активности белков, связывающихся с метилированной ДНК. Помимо белковых 
факторов, на метилирование ДНК может влиять вторичная структура ДНК, которая также служит 
терапевтической мишенью. В представленном обзоре обобщены результаты последних исследований 
профиля метилирования геномной ДНК, обсуждаются причины избегания метилирования некоторыми 
участками ДНК, а также факторы, способные влиять на уровень метилирования ДНК и использоваться 
в качестве мишени для терапии.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА метилирование ДНК, транскрипционный фактор, ДНК-метилтрансферазы, 
G-квадруплексы, TET-диоксигеназы, метил-ДНК-связывающие белки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ТФ – транскрипционные факторы.
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и неметилированным основанием, но и как модифи-
кации ДНК, которые влияют на связывание факто-
ров транскрипции, участвуя в регуляции экспрессии 
генов. (Производные метилцитозина рассмотрены 
в обзоре [6].) 

Основные изменения метилирования ДНК проис-
ходят в ходе развития организма, при дифферен-
цировке клеток. Для дифференцированных клеток 
характерен стабильный профиль метилирования 
ДНК, который тем не менее может варьировать 
при внешнем воздействии, различных патологи-
ческих процессах, старении [7–11]. Динамическое 
изменение метилирования ДНК в дифференциро-
ванных клетках обнаружено также при обучении 
и формировании памяти в нервных клетках [12, 13]. 
Во всех остальных случаях метилирование ДНК 

в дифференцированных клетках остается стабиль-
ным. Это позволяет рассматривать метилирование 
ДНК в качестве мишени для лечения и диагности-
ки различных патогенетических состояний, в основе 
которых лежат нарушения в уровне метилирования 
ДНК, влияющие на транскрипцию генов.

В данном обзоре приведены основные характери-
стики распределения метилирования ДНК в геноме. 
На основании последних опубликованных данных 
проанализированы факторы, влияющие на уста-
новление метилирования ДНК, его поддержание 
или деметилирование. Обсуждается возможность 
терапевтического использования этих факторов.

1. ПРОФИЛЬ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК 
В КЛЕТКАХ МЛЕКОПИТАЮЩИХ
Около 90% всех метилированных CpG в геноме 
млекопитающих находятся в различных повто-
ряющихся последовательностях, таких, как са-
теллитные повторы и мобильные элементы [14]. 
Наибольшее количество CpG-богатых повторяю-
щихся элементов расположено в структурных обла-
стях хромосом: центромерных, околоцентромерных 
и субтеломерных (рис. 2А). Нанопоровое полноге-
номное секвенирование генома человека позволило 
не только прочитать последовательности повторя-
ющихся элементов, но и провести анализ их мети-
лирования в геноме: в норме они в значительной 
степени метилированы [2, 15]. Отметим, что мети-
лирование дуплицированных/повторяющихся после-
довательностей, находящихся на разных хромосом-
ных участках, может сильно отличаться [2], то есть 
для установления определенного профиля мети-
лирования повторяющихся последовательностей 

Рис. 1. Схема метилирования и деметилирования 
цитозина

Рис. 2. Профиль метилирования ДНК и повторяющиеся последовательности (А). Расположение различных повто-
ряющихся последовательностей на хромосоме. Б – профиль метилирования ДНК в геноме в зависимости от ак-
тивности промоторов и энхансеров и наличия CpG-островков
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важна не только сама последовательность, но и ее 
хромосомное окружение. Гипометилирование раз-
личных повторяющихся элементов характерно 
для различных патологических состояний, включая 
онкотрансформацию клеток, иммунодефицитные со-
стояния, аутоиммунные, неврологические и психиа-
трические заболевания [7–9, 16, 17]. Необходимость 
метилирования сателлитных повторов в центро-
мерных и околоцентромерных областях связывают 
с правильным расхождением хромосом при репли-
кации [18]. Метилирование же мобильных элемен-
тов, транспозонов, ретротранспозонов направлено 
на подавление их транскрипции. Деметилирование 
этих повторов приводит к их активной транскрип-
ции, транспозиции, что влияет на возникновение 
нестабильности генома. Возможно, этот механизм 
избыточен, так как для эволюционно ранних транс-
позонов, ретротранспозонов, характерно наличие 
мутаций или делеций в последовательностях, коди-
рующих транспозазу, что приводит к образованию 
неактивной формы белка. 

В геноме млекопитающих есть CpG-динуклео
тиды, которые избегают метилирования. Такие 
CpG обычно входят в  состав так называемых 
CpG-островков. CpG-островок – участок ДНК, 
в котором уровень GC-пар превышает 50%, а со-
отношение ожидаемое/наблюдаемое количество 
CpG больше 0.6. Примерно 60% промоторов содер-
жат CpG-островки. Для этих участков, независи-
мо от активности промотора, характерна модифи-
кация активного хроматина – триметилирование 
четвертого остатка лизина в молекуле гистона Н3 
(H3K4me3) [19]. Активный хроматин представляет 
собой участок ДНК, в котором такие модификации 
гистонов, как ацетилирование H3K4me3, приводят 
к доступности ДНК для активаторов транскрипции. 
Наличие Н3К4me3 в промоторных областях неак-
тивных генов способствует инициации транскрип-
ции, но не синтезу мРНК. При этом существует 
целый ряд промоторов неактивных генов, содержа-
щих неметилированные CpG-островки, в которых 
не детектируется H3K4me3. Чаще всего к этому 
классу относятся гены, расположенные в кластерах 
с тремя или более гомологичными генами, кодиру-
ющими обонятельные рецепторы, кератины, аполи-
попротеины, интерлейкины и антигены лейкоцитов 
[19]. Метилирование CpG-островков в промоторных 
районах коррелирует с подавлением транскрипции 
и может возникать как в норме, например, при раз-
витии организма, так и при патологии [20]. Так, 
для злокачественной трансформации клеток и мета-
стазирования характерно гиперметилирование CpG-
островков в промоторах генов-онкосупрессоров, бел-
ков, участвующих в клеточной адгезии, в репарации 

ДНК. В большинстве случаев гиперметилирование 
CpG-островков в промоторах приводит к подавле-
нию транскрипции. Однако отметим, что в опухолях 
гиперметилирование может затрагивать промоторы 
генов, транскрипционно неактивных в данной ткани 
в норме, то есть их гиперметилирование не влияет 
на подавление экспрессии, а скорее закрепляет не-
активный статус [21].

Промоторы, содержащие небольшое количество 
CpG-динуклеотидов, характерны для тканеспе-
цифических генов и генов, вовлеченных в разви-
тие организма. Метилирование таких промоторов 
не всегда коррелирует с подавлением транскрип-
ции [22]. При сравнительном анализе клеток мозга 
и сетчатки было найдено, что метилирование 66% 
дифференциально метилированных промоторов от-
рицательно коррелируют с транскрипцией. Таким 
образом, метилирование этих промоторов соответ-
ствует подавлению транскрипции. В то же время 
для 34% транскрипционно активных генов наблюда-
лось метилирование их промоторов [22]. 

CpG-островки, которые не пересекаются с про-
моторными участками, называются орфанными, 
или сиротскими. Количество орфанных CpG-остров
ков примерно в 2 раза меньше, чем промоторных. 
Орфанные CpG-островки часто содержат модифи-
кацию активного хроматина H3K4me3 и могут да-
вать начало новым транскриптам [23]. Во время раз-
вития организма многие орфанные CpG-островки 
подвергаются метилированию, теряя модификации 
активного хроматина. Метилирование орфанного 
CpG-островка, расположенного внутри гена, пре-
пятствует возникновению сайтов инициации транс-
крипции внутри гена и коррелирует с активной 
транскрипцией [24]. Метилирование внутри генов 
может предотвращать связывание белков Polycomb 
репрессорного комплекса PRC2, что также спо-
собствует активной транскрипции [25]. Около 90% 
орфанных CpG-островков могут выступать в роли 
тканеспецифичных энхансеров [26]. Присутствие 
CpG-островка усиливает регуляторную активность 
энхансеров [27]. Активные энхансеры, содержа-
щие орфанные CpG-островки, гипометилированы, 
в то время как классические энхансеры, работаю-
щие во всех типах тканей, имеют вариабельное ме-
тилирование [27] (рис. 2Б).

Построенные карты метилирования всей геном-
ной ДНК в различных типах клеток, наряду с ин-
формацией об активности регуляторных элемен-
тов, позволяют рассматривать метилирование ДНК 
как инструмент регуляции транскрипционной ак-
тивности при коррекции или для определения раз-
личных патогенетических состояний, связанных 
с изменением метилирования ДНК.
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2. ГОМЕОСТАЗ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК
Гомеостаз метилирования ДНК основан на сложной 
регуляторной сети, уравновешивающей метилиро-
вание и деметилирование. Основные механизмы, 
поддерживающие гомеостаз метилирования ДНК 
при пролиферации, дифференцировке клеток, пред-
ставляют собой 1) пассивное деметилирование всего 
генома и поддержание профиля его метилирования 
DNMT1 при репликации; 2) направленное de novo 
метилирование и активное деметилирование от-
дельных участков. В данной главе мы рассмотрим 
факторы, вовлеченные в гомеостаз метилирования 
ДНК. 

2.1. Поддержание участков ДНК 
в неметилированном состоянии
Около 20% CpG-динуклеотидов, большинство из ко-
торых расположены в CpG-островках, избегают 
метилирования. К основным факторам, препятству-
ющим их метилированию, относятся модификации 
гистонов, взаимодействие ДНК с определенными 
факторами транскрипции (ТФ), первичная и вто-
ричная структура ДНК. 

2.1.1. Триметилирование четвертого лизина Н3. 
Одна из причин устойчивости CpG-островков к de 
novo метилированию вне зависимости от того, рас-
положены они в транскрипционно активном регионе 
или нет, заключается в наличии в них триметилиро-
ванного H3K4. H3K4me3 препятствует привлечению 
к ДНК de novo ДНК-метилтрансфераз DNMT3a/3b 
и их регулятора DNMT3L, который сам по себе 
не обладает каталитической активностью [28]. В со-
став ДНК-метилтрансфераз DNMT3a/3b входят ка-
талитический домен, обладающий метилтрансфе-
разной активностью (MTase), домены ADD и PWWP, 

участвующие в связывании с хроматином. В несвя-
занном с ДНК состоянии ДНК-метилтрансферазы 
неактивны, поскольку подвергаются аутоингиби-
рованию: ADD-домен взаимодействует с катали-
тическим доменом, препятствуя его активности 
(рис. 3). ADD-домен не может взаимодействовать 
с Н3К4me3. При этом немодифицированный H3K4 
взаимодействует с ADD-доменом DNMT3a/3b, на-
рушая связывание ADD с каталитическим доменом 
и способствуя проявлению метилтрансферазной 
активности [28, 29]. Таким образом, метилирование 
ДНК и метилирование H3K4 являются взаимно ис-
ключающими событиями (рис. 3А). 

Другая ситуация наблюдается для поддерживаю-
щей ДНК-метилтрансферазы DNMT1. DNMT1 ло-
кализуется в промоторных участках, содержащих 
неметилированные CpG-островки, не принимая уча-
стие в их метилировании. В состав DNMT1 входят 
домены RFTS (replication foci-targeting sequence), 
ZF-CxxC, два BAH- (bromo-adjacent homology) до-
мена и каталитический домен. CxxC-домен DNMT1 
может связываться с последовательностями, содер-
жащими неметилированные CpG-динуклеотиды. 
При этом BAH1-домен физически препятствует 
взаимодействию каталитического домена и ДНК, 
предотвращая de novo метилирование (рис. 3Б) [30].

Характерная особенность CpG-островков – спо-
собность связываться с ТФ и ферментами, содер-
жащими домен ZF-CxxC (CFP1, MLL1/2, KDM2A/2B, 
TET1/TET3, DNMT1) [31]. Многие из этих факто-
ров связывают или сами являются гистон-метил-
трансферазами, модифицирующими Н3К4, что пре-
пятствует привлечению ДНК-метилтрансфераз. 
Отметим, что чем менее активен промотор гена, тем 
более важно присутствие Н3К4me3 для поддержа-
ния его неметилированного состояния [32, 33].

Рис. 3. Схема связывания DNMT3a/3b с немодифицированным H3K4 (А), наличие H3K4me3 препятствует свя-
зыванию ADD-домена с ДНК, что приводит к аутоингибированию фермента; DNMT1 с ДНК (Б), взаимодействие 
с неметилированной ДНК приводит к ингибированию каталитического домена [29, 30]
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2.1.2. TET-диоксигеназы. ТЕТ-диоксигеназы (ten-
eleven translocation) – это ферменты, которые окис-
ляют метилцитозин для дальнейшей эксцизион-
ной репарации. ТЕТ-белки привлекаются к ДНК 
различными способами. TET связываются с CpG-
островками через свой СххС-домен или другие 
факторы транскрипции, содержащие CxxC-домен. 
При этом ТЕТ-белки могут привлекаться к ДНК, 
независимо от CpG-островков через белки-посред-
ники, такие, как Klf4, Nanog, REST, GADD45, CEBPa 
и др., например, TET1 и TET2 привлекаются к ДНК, 
связываясь с ТФ Nanog, что приводит к деметили-
рованию регуляторных областей генов, вовлеченных 
в поддержание плюрипотентного состояния клеток 
[34]. Отметим, что ТЕТ-белки, как и многие CxxC-
содержащие белки, влияют на триметилирование 
Н3К4. TET взаимодействуют с OGT-трансферазой 
(O-GLCNac transferase), которая в свою очередь об-
разует комплекс с SET1 и MLL гистонметилтранс-
феразами, триметилирующими H3K4 [35].

Большую роль в деметилировании ДНК TET-
диоксигеназами играют так называемые факто-
ры-пионеры [36]. Факторы-пионеры взаимодей-
ствуют с закрытым, неактивным хроматином, 
изменяя его доступность для активаторов транс-
крипции. Наибольшую активность факторы-пи-
онеры проявляют при развитии организма, со-
зревании иммунной системы, онкотрансформации 
клеток, репрограммировании соматических клеток. 
Факторами-пионерами являются FOXA1, FOXO, 
Sox, Pax, GATA, Oct4, PU1, CEBPα и другие ТФ [37]. 
Основной особенностью факторов-пионеров являет-
ся способность узнавать не просто последователь-
ность ДНК, а участок ДНК в контексте нуклеосом 
[38, 39]. Это объясняет, почему метилирование ДНК 
не всегда важно для привлечения факторов-пио-
неров. Действительно, многие факторы-пионеры 
имеют участки узнавания, не содержащие CpG-
динуклеотиды, либо они нечувствительны к метили-
рованию. К таким факторам можно отнести ASCL1, 
FOXA1 [40, 41]. Тем не менее, факторы-пионеры 
Oct4 и Klf4 взаимодействуют как с последователь-
ностями, не содержащими CpG, так и с участками, 
в состав которых входят CpG. В последнем случае 
Oct4 и Klf4 связываются только с метилированны-
ми сайтами [42]. Среди факторов-пионеров, способ-
ных образовывать комплекс с TET-диоксигеназами, 
найдены Klf4, CEBPa и TFCP2l1 [37]. Показана 
функциональная значимость взаимодействия TET2 
c Klf4 и CEBP при репрограммировании соматиче-
ских клеток. Факторы-пионеры Klf4 и CEBPa при-
влекают диоксигеназу TET2 к метилированным эн-
хансерным последовательностям, что приводит к их 
деметилированию и активации [37]. Причем в опре-

деленных областях хроматина, включая участки 
связывания Klf4, сначала снижается метилирова-
ние, а затем происходит ремоделирование хромати-
на. Клетки с нокаутом гена TET2 не подвергаются 
репрограммированию [37]. Таким образом, демети-
лирование ДНК ферментами TET является одним 
из ключевых этапов репрограммирования клеток. 

Несмотря на то что белки TET вовлечены в деме-
тилирование многих участков, их удаление не при-
водит к катастрофическому изменению полноге-
номного уровня метилирования ДНК. Основные 
изменения в метилировании ДНК при нокауте TET 
касаются дистальных регуляторных элементов, эн-
хансерных последовательностей [43].

2.1.3. Вторичная структура ДНК. Одним из фак-
торов, играющих роль в поддержании неметилиро-
ванного состояния CpG-островков, является измене-
ние конформации, вторичной структуры ДНК. 

Один из таких факторов – R-петля, которая 
представляет собой гибрид РНК-ДНК и вытеснен-
ную нить ДНК. GADD45A, связываясь с R-петлей 
в промоторе гена опухолевого супрессора TCF21, 
привлекает TET1, что способствует локальному 
деметилированию данного участка [44]. Таким об-
разом, вторичная структура ДНК может влиять 
на деметилирование ДНК за счет связывания с ди-
оксигеназами TET.

G-квадруплексы также могут влиять на ме-
тилирование как CpG-островков, так и CpG-ди
нуклеотидов, не входящих в островки. Известно, 
что регуляторные области эукариотических геномов, 
обогащенные GC-парами, способны изменять ло-
кальную конформацию ДНК, перестраиваясь в аль-
тернативные структуры в виде G-квадруплексов 
(G4) [45]. G-квадруплексная (G4) вторичная струк-
тура ДНК формируется гуанинбогатыми после-
довательностями. Попарное хугстиновское вза-
имодействие гуанинов приводит к образованию 
гуаниновых квартетов, стопки таких квартетов, 
стабилизированных катионами калия, формируют 
ядро G4-структуры. Термодинамическая стабиль-
ность таких структур зависит от нуклеотидной 
последовательности и порой превышает стабиль-
ность двойной спирали ДНК. Существует несколь-
ко теоретических и экспериментальных подхо-
дов к определению потенциальных G4-участков. 
Стабильные G4, которые образуются в геномной 
ДНК в присутствии ионов калия, служат барьером 
для прохождения ДНК-полимеразы. Это зачастую 
затрудняет проведение ПЦР-амплификации обла-
стей генома, содержащих GC-богатые участки, по-
тенциально склонных к образованию G4-структур 
[46]. Подход, основанный на высокопроизводитель-
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ном секвенировании ошибок, возникающих в при-
сутствии ионов калия, в настоящее время является 
лучшим экспериментальным предсказанием потен-
циала рефолдинга G4-областей геномной ДНК [47]. 
Изменение конформации ДНК влияет на ее физи-
ко-химические свойства и сродство разнообразных 
белков, специфичных к определенной нуклеотид-
ной последовательности. Метилирование в CpG-
контексте может изменять энергетический барьер 
для переходов между состоянием двойной спира-
ли ДНК и образованием неканонических структур 
ДНК, таких, как G4 в частности [48]. Около 30% 
CpG-островков содержат нуклеотидные последова-
тельности, способные образовывать G4-структуры 
(рис. 4А). Квадруплексными последовательностями 
наиболее обогащены внутригенные CpG-островки, 
в то время как вероятность встретить такие после-
довательности в межгенных CpG-островках сни-
жается. Наибольшая плотность G4 детектируется 
в промоторных CpG-островках (рис. 4Б), где зна-
чительно превосходит среднюю плотность по всем 
промоторам (рис. 4В). Максимальная плотность G4 

наблюдается вблизи сайта старта транскрипции 
(TSS). Снижение вероятности встретить G4 в про-
моторных областях без CpG-островков может быть 
связано с различием в GC-составе промоторов, пе-
ресекающихся с CpG-островками и расположенных 
вне их (рис. 4Г). Вероятность встретить потенци-
альный G4-квадруплекс в значительной степени 
зависит от GC-состава даже случайно сгенериро-
ванной последовательности нуклеотидов. Для слу-
чайной последовательности с GC-составом 40% 
вероятность встретить потенциальный G4 состав-
ляет около одного G4 на миллион пар оснований, 
в то время как увеличение GC-состава случайной 
последовательности до 70% повышает вероятность 
встречи G4 до одного на тысячу пар оснований [49]. 
В геномах высших организмов вероятность встре-
тить G4-последовательность превышает случайную. 
Эти последовательности могут играть важную ре-
гуляторную роль, что подтверждается положитель-
ным отбором в процессах эволюции [50]. Наличие 
G4 в промоторах часто ассоциировано с подавлени-
ем транскрипции [51]. Тем не менее, в стволовых 

Рис. 4. Анализ распределения потенциальных G4-последовательностей в CpG-островках. А – доля СpG-
островков с G4; Б – плотность распределения G4 в окрестностях CpG-островков в зависимости от локализации 
в геноме; В – плотность G4 и Г – GC-состав в промоторных участках в зависимости от наличия CpG-островков
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клетках G4 детектируется на активных промото-
рах и на участках, взаимодействующими с ними, 
энхансерах, суперэнхансерах, участках связывания 
ТФ, которые определяют тип клетки. G4 найдены 
не только на активных регуляторных элементах, 
но и на участках с бивалентными модификация-
ми хроматина, то есть содержащими как актив-
ные, так и неактивные модификации хроматина. 
При дифференцировке клеток снижение уровня 
детектируемых G4-структур коррелирует с появле-
нием закрытого хроматина [48, 52]. Квадруплексные 
структуры могут взаимодействовать с ДНК-
метилтрансферазами DNMT1, DNMT3A, DNMT3B 
in vitro [53, 54]. Действительно, неметилированные 
последовательности в CpG-островках, содержащие 
квадруплексы, обогащены участками связывания 
ДНК-метилтрансферазы DNMT1. При этом взаимо-
действие DNMT1 с G4 приводит к инактивации ее 
ДНК-метилтрансферазной активности [53]. Таким 
образом, формирование G4 препятствует метилиро-
ванию ДНК. Это подтверждается корреляцией на-
личия стабильных квадруплексов, расположенных 
в открытом хроматине, с гипометилированием ДНК. 
Такая корреляция характерна, в первую очередь, 
для CG-бедных участков. Для CpG-островков, рас-
положенных в закрытом хроматине, содержащих 
квадруплексы, также характерен более низкий 
уровень метилирования по сравнению с участками 
без квадруплексов [55]. 

На данный момент не ясно, какая из активностей 
DNMT1: связывание с неметилированными CpG, 
при котором расположение доменов препятствует 
каталитической активности, или взаимодействие 
с неканоническими структурами ДНК, является 
ключевой в поддержании неметилированного ста-
туса CpG-островков. Отметим, что в геноме суще-
ствуют участки, где DNMT1, связываясь с ДНК, 
проявляет de novo метилтрансферазную активность. 
К таким участкам относятся LTR-ретротранспозоны, 
обогащенные H3K9me3 и TRIM28. Здесь de novo 
активность DNMT1 регулируется UHRF1 [56]. 
Таким образом, для проявления de novo активности 
DNMT1 важно не только пространственное располо-
жение ее доменов, но и наличие кофакторов.

2.1.4. Конкуренция транскрипционных факто-
ров с ДНК-метилтрансферазами. ТФ, связыва-
ясь с ДНК, могут препятствовать привлечению 
ДНК-метилтрансфераз, защищая таким обра-
зом ДНК от метилирования. Классическим при-
мером такой конкуренции между связыванием 
ТФ и ДНК-метилтрансфераз является Sp1. Sp1 
взаимодействует с неметилированными после-
довательностями CCGCCC, которыми обогащены 

CpG-островки, и препятствует привлечению ДНК-
метилтрансфераз [57]. Мутация сайта связывания 
Sp1 приводит к увеличению метилирования данного 
участка и снижению транскрипции [58]. Таким об-
разом, Sp1 рассматривается как ТФ, который пре-
дотвращает метилирование CpG-островков. Однако 
отсутствие современного полногеномного анализа 
метилирования ДНК при удалении Sp1 не позво-
ляет подтвердить необходимость Sp1 для поддер-
жания неметилированного статуса многих CpG-
островков.

Еще один фактор, влияющий на поддержание 
неметилированного состояния ДНК, – CTCF. CTCF 
идентифицирован как ТФ, который связывается 
с неметилированными последовательностями и мо-
жет действовать и как активатор, и как репрессор 
транскрипции. CTCF выполняет также роль ин-
сулятора, блокируя действие энхансеров на про-
моторы, он принимает участие в формировании 
структуры хроматина [59]. В импринтированных 
локусах CTCF связывается с неметилированным 
аллелем, предотвращая взаимодействие энхансера 
с промотором. Связывание CTCF с неметилирован-
ным материнским аллелем локуса H19/Igf2 важно 
не только для взаимодействия энхансера с промо-
тором, оно влияет и на поддержание материнского 
аллеля в неметилированном состоянии. Мутации 
сайтов связывания CTCF в этом локусе приводи-
ли к увеличению уровня метилирования материн-
ского аллеля после оплодотворения яйцеклетки, 
но в герминальных клетках метилирование локуса 
H19/Igf2 не нарушено [60]. Снижение уровня само-
го CTCF в ооците с помощью РНК-интерференции 
(RNAi) приводило к увеличению уровня метилиро-
вания на материнском аллеле в данном локусе [61, 
62]. Таким образом, CTCF важен для поддержания 
неметилированного состояния материнского аллеля 
локуса H19/Igf2. Потеря CTCF в раковых клетках 
приводит также к гиперметилированию участков 
связывания белка [63]. Согласно данным полноге-
номного анализа, в стволовых клетках мыши CTCF 
локализуется в основном на неметилированных 
или слабо метилированных участках. Тем не менее, 
часть участков связывания CTCF высокометилиро-
вана [64]. Оказалось, что метилирование препятству-
ет взаимодействию CTCF с ДНК, только если распо-
ложено в определенных позициях сайта связывания 
[65]. Мутация метилированных участков связывания 
CTCF не приводит к изменению уровня их мети-
лирования, хотя наличие CTCF на метилированных 
последовательностях коррелирует с более низким 
уровнем метилирования по сравнению с участками, 
не содержащими сайты узнавания CTCF [66]. Таким 
образом, взаимодействие CTCF с метилированными 
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последовательностями не связано с поддержанием 
метилирования этих участков. Отметим, что в клет-
ках с нокаутом генов ДНК-метилтрансфераз, в ко-
торых сниженен уровень метилирования ДНК, 
не наблюдалось перераспределения участков свя-
зывания CTCF на деметилированные участки [67]. 
Таким образом, само метилирование ДНК не яв-
ляется препятствием для связывания CTCF. В им-
принтированном локусе H19/Igf2 также найдены 
участки, с которыми CTCF может связываться in 
vitro вне зависимости от уровня их метилирования. 
Возможно CTCF не детектируется на метилирован-
ном аллеле in vivo из-за конкурентного связывания 
метил-чувствительных белков [68]. Таким образом, 
CTCF проявляет различную ДНК-связывающую ак-
тивность, но связываясь с неметилированными по-
следовательностями, поддерживает низкий уровень 
их метилирования. 

Поиск факторов, которые по аналогии с CTCF 
или Sp1 защищают ДНК от гиперметилирования, 
позволит исследовать новые механизмы поддержа-
ния ДНК в неметилированном состоянии и рассма-
тривать их как мишень для влияния на метилиро-
вание ДНК и транскрипционную активность генов 
при состояниях, связанных с нарушением метили-
рования ДНК.

2.2. Поддержание участков ДНК 
в метилированном состоянии
В этой главе мы рассмотрим процессы установле-
ния и поддержания метилирования ДНК, что важ-
но для различных повторяющихся последователь-
ностей, импринтированных участков, регуляторных 
элементов. В de novo метилирование ДНК вовлече-
ны метилтрансферазы DNMT3a и DNMT3b, хотя, 
как отмечено ранее, DNMT1 также может прояв-
лять de novo активность. ДНК-метилтрансфераза 
DNMT3a отвечает за установление метилирова-
ния в повторяющихся последовательностях, ре-
гуляторных элементах и телах генов, служа-
щих мишенями белков Polycomb. DNMT3b важен 
для установления метилирования в области сател-
литных повторов, последовательностей на инакти-
вированной Х-хромосоме [3, 4]. Для привлечения 
ДНК-метилтрансфераз важны модификации ги-
стонов, взаимодействие с факторами транскрип-
ции. В роли посредников, регулирующих связыва-
ние de novo метилтрансфераз с ДНК, могут также 
выступать длинные некодирующие РНК, PIWI-
взаимодействующие некодирующие РНК [69].

2.2.1. Модификации гистонов. Привлечение 
DNMT3 к ДНК осуществляется с использованием 
разных механизмов, включающих модификации 

гистонов. Как уже говорили ранее, немодифици-
рованный H3K4 способствует связыванию ДНК-
метилтрансфераз через ADD-домен и активации 
их каталитической активности. Также метилирова-
ние ДНК регулируется модификациями H3K36me3/
me2 гистонов. DNMT3 метилируют CpG-богатые 
внутригенные последовательности активно транс-
крибируемых генов в участках, для которых харак-
терно наличие гистонов с модификацией Н3К36me3. 
В межгенных участках для связывания и метилиро-
вания ДНК DNMT3a необходим H3K36me2. За вза-
имодействия с H3K36me2/me3 отвечает PWWP-
домен DNMT3 [70, 71].

 Связывание DNMT3 с гетерохроматином, с по-
вторяющимися последовательностями опосредова-
но метилированием H3K9. ДНК-метилтрансферазы 
привлекаются к ДНК за счет взаимодействия 
как с гистонметилтрансферазами, метилирующими 
H3K9 (Suv39h1/2, G9a/GLP, Setdb1), так и за счет 
связывания с белками HP1α и HP1β, узнающими 
метилированный H3K9 [72]. 

2.2.2. Транскрипционные факторы привлекают 
DNMT к ДНК. DNMT3a и DNMT3b не являются 
взаимозаменяемыми и мутации в них или делеции 
каждого из них приводят к изменению метилиро-
вания специфичных участков наряду с общими 
[3, 4]. Это связано с тем, что они могут привле-
каться к ДНК за счет взаимодействия с различ-
ными ТФ. На данный момент открыто множество 
ТФ, способных взаимодействовать с обеими ДНК-
метилтрансферазами или только с одной из них, 
или входят в комплекс с ними, но не взаимодей-
ствуют напрямую [73]. Интересно, что эти ТФ вли-
яют лишь на метилирование ограниченного количе-
ства прямых мишеней, а во многих случаях лишь 
на единичные гены-мишени. Это позволяет рассма-
тривать такие ТФ в качестве мишеней для точеч-
ной регуляции метилирования их генов-мишеней. 
Рассмотрим несколько таких факторов.

GCNF
Фактор GCNF (germ nuclear factor) участвует 
в установлении и поддержании метилирования 
различных промоторных участков за счет прямого 
взаимодействия с метилтрансферазами DNMT3a/3b 
[74]. Также GCNF может опосредованно привлекать 
метилтрансферазы DNMT3. При дифференцировке 
стволовых клеток GCNF связывается с промотором 
гена Oct4 и взаимодействует с MBD2 и MBD3, кото-
рые, в свою очередь, входят в комплекс с DNMT3. 
Это приводит к метилированию промотора Oct4 
и подавлению его транскрипции в дифференциро-
ванных клетках. При дифференцировке стволовых 
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клеток с нокаутом GCNF MBD2/MBD3 не могут 
связаться с промотором Oct4, и ген продолжает ак-
тивно работать [75]. Способность GCNF регулиро-
вать метилирование промотора Oct4 может быть ис-
пользовано для анализа статуса плюрипотентности 
клеток. Так, при репрограммировании соматических 
клеток наблюдается деметилирование промото-
ра гена GCNF, что позволяет ему активироваться 
при дифференцировке клеток и эффективно пода-
влять транскрипцию гена Oct4. Такие плюрипотент-
ные клетки являются зрелыми. Однако если в них 
репрограммирование прошло не до конца, то мети-
лирование промотора GCNF сохраняется, он не мо-
жет активироваться при дифференцировке, и Oct4 
будет оставаться активным в дифференцированных 
клетках, что делает клетки потенциально онкоген-
ными. Таким образом, GCNF, а точнее метилирова-
ние его промотора, может рассматриваться в каче-
стве маркера зрелости плюрипотентных клеток.

Kaiso (ZBTB33)
Белки, содержащие домен типа цинковых паль-
цев, часто выступают не только в роли метил-
ДНК-связывающих белков, но и как факторы, вли-
яющие на гомеостаз метилирования ДНК [42, 76]. 
Характерной чертой этих белков является способ-
ность узнавать не только метилированные, но и не-
метилированные участки, которые зачастую от-
личаются по нуклеотидной последовательности. 
Структура цинковых пальцев позволяет специфич-
но распознавать метилированные CG, чаще всего 
в определенном контексте для каждого ТФ [77]. 
Первыми белками, содержащими домен цинковые 
пальцы, взаимодействующие с метилированными 
последовательностями, были Kaiso-подобные белки: 
Kaiso (ZBTB33), ZBTB4 и ZBTB38. Помимо цинко-
вых пальцев в их состав на N-конце входит домен 
BTB/POZ, отвечающий за белок-белковое взаимо-
действие [78–80]. Позднее нашли и другие белки 
с цинковыми пальцами, взаимодействующие с ме-
тилированной ДНК, в том числе Znf57, CTCF, Klf4, 
Wt1, Egr1. Наибольшее сродство к метилированной 
ДНК имеют Kaiso и Znf57. Они связываются с ме-
тилированными последовательностями более чем 
в 20 раз лучше, чем с неметилированными после-
довательностями, в то время как чувствительность 
остальных белков с цинковыми пальцами к метили-
рованным последовательностям всего в 1.5–3 раза 
выше или такая же, как у неметилированной по-
следовательности [81, 82]. 

Kaiso связывается с метилированными после-
довательностями и с участками, содержащими 
CTGCNA [78, 80]. Этот белок может действовать 
как репрессор транскрипции за счет N-концевого 

BTB/POZ-домена, привлекая корепрессорные ком-
плексы NcoR, SMRT, и как активатор транскрипции 
[83–85]. Одна из мишеней Kaiso – импринтирован-
ный локус H19/Igf2. Kaiso связывается с метили-
рованным аллелем этого локуса, причем удаление 
Kaiso приводит к снижению метилирования ICR1 
в этом локусе [86, 87]. Возможно, снижение метили-
рования при удалении Kaiso основано на конкурен-
ции с CTCF, который может связываться с метили-
рованными последовательностями и приводить к их 
деметилированию. При нокауте гена Kaiso наблю-
дается снижение метилирования в промоторе гена 
Oct4 в эмбриональных фибробластах мыши и в про-
моторе гена TRIM25 в эмбриональных клетках поч-
ки человека, в телах генов, энхансерах и участ-
ках, не содержащих гистоновые модификации [83, 
88, 89]. Показано, что деметилирование промотора 
гена TRIM25, вызванное удалением Kaiso, обратимо, 
оно восстанавливается при экспрессии экзогенного 
Kaiso, способного входить в комплекс с DNMT3a/3b 
[83, 89]. Отметим, что в клетках рака почки челове-
ка удаление Kaiso также приводит к небольшому 
увеличению уровня метилирования всего генома. 
Подобное равномерное распределение может быть 
связано со снижением транскрипции гена диоксиге-
назы TET1, то есть Kaiso может влиять на измене-
ние уровня метилирования ДНК в обоих направле-
ниях. Таким образом, Kaiso не только поддерживает 
нужный уровень метилирования, но и участвует 
в установлении метилирования различных локу-
сов, взаимодействуя с ДНК-метилтрансферазами 3a 
и 3b [89]. 

Роль Kaiso в регуляции метилирования ДНК мо-
жет быть связана также с его способностью вза-
имодействовать с убиквитин-подобными белками 
SUMO1,2,3. Белки SUMO ковалентно связываются 
с остатками лизина в белках-мишенях, как и убик-
витин. При этом сумоилирование обычно не при-
водит к деградации белков, что наблюдается 
при убиквитинировании, а влияет на клеточную ло-
кализацию, на активность и взаимодействие с дру-
гими факторами. Сумоилирование Kaiso влияет 
на его транскрипционные свойства [83]. Наличие 
в аминокислотной последовательности Kaiso шести 
участков, взаимодействующих с SUMO (SIM-SUMO 
interacting motifs), и нековалентное взаимодействие 
Kaiso c SUMO1 позволяет предположить, что Kaiso 
может выступать в роли Е3-лигазы SUMO. Участки 
SIM представляют собой последовательность из не-
скольких гидрофобных аминокислотных остатков, 
окруженных остатками серина или кислых ами-
нокислот. Так называемые неканонические SUMO 
Е3-лигазы содержат SIM и нековалентно взаимо-
действуют с SUMO [90]. Сумоилирование многих 
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белков происходит в так называемых PML и/или 
PcG-тельцах [90, 91]. Kaiso локализуется в PcG-
тельцах при экспрессии экзогенного SUMO [92]. 
Это позволяет предположить, что Kaiso не только 
участвует в регуляции транскрипции и поддержа-
нии уровня метилирования ДНК, но и может уча-
ствовать в регуляции активности других факторов, 
влияя на их посттрансляционные модификации. 
Например, сумоилирование ДНК-метилтрансфераз 
увеличивает их каталитическую активность, спо-
собствуя повышению уровня метилирования ДНК 
[93]. С другой стороны, сумоилирование белка си-
стемы эксцизионной репарации XRC11 необходимо 
для эффективного удаления 5-формил- и 5-карбок-
сицитозинов при дифференцировке стволовых кле-
ток, а значит, для эффективного деметилирования 
ДНК [94]. Поэтому изучение Kaiso с точки зрения 
Е3-лигазы SUMO, поиск его потенциальных мише-
ней позволят выявить новые пути регуляции ак-
тивности различных факторов, в том числе белков, 
влияющих на уровень метилирования ДНК.

Znf57
В отличие от Kaiso, Znf57 содержит на N-конце до-
мен KRAB (Krueppel-assoсiated box). Связываясь 
с метилированными последовательностями, Znf57, 
используя KRAB-домен, привлекает корепрес-
сор TRIM28 (KAP1), который формирует ком-
плекс с H3K9 гистонметилтрансферазой SETDB1 
и ДНК-метилтрансферазами – как поддерживаю-
щей DNMT1, так и с de novo DNMT3a/3b [95]. Такой 
репрессорный комплекс формируется в области 
транспозонов, импринтированных локусов, на неак-
тивных энхансерах [96, 97]. Удаление Znf57 приво-
дит к деметилированию импринтированных локусов 
и к эмбриональной гибели [96]. Отметим, что Znf57 
отвечает за поддержание уровня метилирования, 
но не за его установление.

UHRF1
UHRF1 играет ключевую роль в поддержании ме-
тилирования ДНК при репликации. Этим объясня-
ется профиль его экспрессии: UHRF1 детектирует-
ся только в активно делящихся клетках (например, 
в клетках костного мозга), в которых необходимо 
устанавливать метилирование ДНК на дочерней 
цепи при репликации, и не детектируется в тер-
минально дифференцированных клетках (нейроны, 
гепатоциты). UHRF1 связывается с метилированной 
и полуметилированной ДНК с помощью домена SRA 
(SET and RING-associated domain). В состав UHRF1 
также входят несколько доменов, участвующих 
в белок-белковых взаимодействиях: UBL (ubiquitin-
like domain), TTD (tandem tudor domain), PHD (plant 

homeodomain), RING (realy interesting new gene 
domain). Эти домены обеспечивают взаимодей-
ствие с поддерживающей ДНК-метилтрансферазой 
DNMT1, с PCNA, гистондеацетилазой HDAC1, ги-
стонметилтрансферазами G9a и SUV39H1, с PARP1 
и др. [98]. Связываясь с полуметилированной ДНК 
в ходе репликации, UHRF1 убиквитинирует H3K18 
и H3K23, привлекает метилтрансферазу DNMT1 
для установления профиля метилирования на до-
черней цепи ДНК. Активность DNMT1 регулиру-
ется взаимодействием с H3K18ub и H3K23ub [99]. 
При патогенетических опухолевых состояниях 
UHRF1 может также влиять на установление ме-
тилирования промоторов ряда генов [100]. Удаление 
UHRF1 приводит к геномной нестабильности, оста-
новке клеточного цикла в фазе G2/M, апоптозу. 
Также наблюдается отсутствие репарации двухце-
почечных разрывов в клетке [101]. Таким образом, 
UHRF1 влияет на установление и поддержание ме-
тилирования ДНК.

MBD-белки
Среди белков, не только узнающих метилирован-
ную ДНК, но и способных влиять на метилирова-
ние участков связывания, найдены метил-ДНК-
связывающие белки, содержащие MBD (methyl 
DNA binding domain). Большинство белков MBD 
вовлечены в формирование и функционирование 
нервной системы. Среди факторов, принадлежащих 
к этому семейству, только четыре (MBD1, MBD2, 
MBD4 и MeCP2) могут связываться с метилиро-
ванной ДНК. Наибольшее сродство эти MBD-белки 
проявляют к метилированным CpG-островкам [102]. 
В большинстве случаев эти белки выступают в ка-
честве интерпретаторов метилирования: привлека-
ют корепрессоры либо конкурируют за связывание 
с ДНК с активаторами транскрипции. Однако в по-
следнее время появляются работы, показывающие, 
что данные факторы могут влиять на установле-
ние и поддержание статуса метилирования ДНК. 
Показано, что нокаут MeCP2 приводит к появлению 
как гипо-, так и гиперметилированных участков 
в различных типах нейронов мыши [103]. Механизм 
влияния MBD белков на уровень метилирования 
не изучен. MBD1 регулирует метилирование про-
моторов генов рецептора серотонина Htr2c и фак-
тора роста bFGF [104, 105]. Нокаут MBD1 приводит 
к реактивации Htr2c, что рассматривается как одна 
из причин отклонений в нейрогенезе в гиппокампе, 
нарушений при обучении и появления аутистиче-
ских симптомов, связанных с изменением социаль-
ного поведения, дефицитом внимания, нарушения-
ми в активации серотонина в нокаутных животных 
[104]. Реактивация фактора роста bFGF при нокауте 
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MBD1 влияет на способность поддерживать плюри-
потентное состояние стволовых клеток, регуляция 
которого важна для последующей дифференциров-
ки в клетки нервной системы [105]. 

Таким образом, есть факторы, такие, как UHRF1, 
которые влияют на поддержание метилирования 
во всем геноме, и есть факторы (белки MBD, Kaiso, 
GCNF), регулирующие метилирование определен-
ного спектра мишеней. Последние представляют 
особый интерес: поиск их участков связывания, ме-
тилирование которых изменяется при инактивации 
или мутациях данных факторов, позволит, варьи-
руя их активность, влиять на уровень метилирова-
ния их мишеней. Интересно, что целевое изменение 
метилирования ДНК может также регулироваться 
модулированием активности ДНК-метилтрансфераз 
с помощью посттрансляционных модификаций: 
Kaiso является потенциальной Е3-лигазой SUMO. 

3. РЕДАКТИРОВАНИЕ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК
Одним из способов изменения транскрипционной ак-
тивности отдельных участков является изменение их 
метилирования с помощью современных методов ре-
дактирования ДНК. Таким образом можно менять ак-
тивность промоторов, энхансеров. Для этого исполь-
зуют мутантную эндонуклеазу dCas9, не способную 
вносить разрывы в ДНК. Для гиперметилирования 
ДНК dCas9 соединяют с каталитическим доменом 
DNMT3, обладающим метилтрансферазной актив-
ностью, которую направляют на выбранный уча-
сток [106]. Вместо dCas9 применяют также TALEN 
и домен цинковых пальцев, но наиболее доступной 
остается система редактирования на основе dCas9. 
Основными проблемами при таком редактировании 
являются: 1) недостаточно высокий уровень метили-
рования, 2) деметилирование ДНК после определен-
ного числа делений клетки. Для решения этих про-
блем к каталитическому домену DNMT3 добавляют 
DNMT3L, выступающий в роли кофактора, усилива-
ющего метилирование ДНК. Поддержание высокого 
уровня метилирования при продолжительном деле-
нии клеток достигается также введением в клетки 
химерной конструкции dCas9-Ezh2 или dCas9-KRAB. 
Ezh2 триметилирует Н3К27, KRAB-домен факто-
ра Znf57 служит основой для сборки репрессорного 
комплекса, модифицирующего гистоны и метили-
рующего ДНК [107]. Необходимо также определить, 
какой из факторов, Ezh2 или KRAB, будет более эф-
фективно подавлять транскрипционную активность 
целевого участка [107]. 

Для деметилирования ДНК dCas9 соединя-
ют с каталитическим доменом белков TET [108]. 
Введение каталитического домена TET приводит 
не только к деметилированию, но и к образованию 

5-гидроксиметилцитозина, который вносит свой 
вклад в привлечение ТФ [109]. Для более надежно-
го деметилирования ДНК (без появления промежу-
точных форм цитозина) можно использовать dCas9 
с каталитическим доменом ROS1 ДНК-гликозилазы 
Arabidopsis [110].

Главное преимущество редактирования мети-
лирования ДНК по сравнению с редактированием 
ДНК состоит в том, что вносимые изменения не за-
трагивают нуклеотидную последовательность, из-
меняют лишь модификацию ДНК, которая является 
обратимой и позволяет редактировать практически 
любую последовательность в геноме.

4. МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК И ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
СОСТОЯНИЯ
За последние годы была обнаружена взаимосвязь 
между механизмом регуляции метилирования ДНК 
и различными патогенетическими состояниями, 
особенно с онкотрансформацией клеток, развитием 
ревматоидного артрита и различных неврологиче-
ских заболеваний [11, 111]. Можно выделить две ка-
тегории клинической значимости изменений уров-
ня метилирования ДНК. Первая включает случаи, 
когда метилирование ДНК может выступать в роли 
маркера развития патогенетических состояний. 
Вторая категория включает случаи, когда, изменяя 
уровень метилирования ДНК и активность метил-
ДНК-связывающих белков, мы влияем на прогрес-
сирование и течение болезни. 

4.1. Метилирование ДНК как диагностический 
и прогностический маркер развития заболеваний
В качестве маркеров развития заболеваний вы-
бирают участки ДНК, изменения в уровне мети-
лирования которых детектируются как в повреж-
денном органе или ткани, так и в геномной ДНК 
крови, в ДНК из различных биологических жидко-
стей и в свободно циркулирующей ДНК. Подобраны 
маркеры, позволяющие с высокой вероятностью 
детектировать онкологическое заболевание на ран-
них стадиях, оценивать эффект терапии и выявлять 
рецидивы, а в некоторых случаях определять даже 
тип опухоли [112–114].

4.2. Метилирование ДНК как мишень 
для лечения различных патогенетических 
состояний
При онкотрансформации клеток часто детекти-
руется гиперметилирование CpG-островков, рас-
положенных в промоторах генов-супрессоров, 
что приводит к их инактивации. Активировать гены 
опухолевых супрессоров можно, хотя и не всег-
да, деметилируя их промоторы. Так, при лечении 
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острого миелоидного лейкоза и миелодисплазии 
применяют децитабин, действующим веществом 
в котором является 5-азацитидин, который снижа-
ет уровень метилирования ДНК. Однако этот пре-
парат действует не на определенный ген, а на весь 
геном, приводя к его нестабильности, поврежде-
нию ДНК, что может иметь серьезные последствия 
для пациента [115]. Снизить уровень метилирования 
промоторов генов-супрессоров опухолевого роста 
можно путем инактивации каталитической актив-
ности, поддерживающей ДНК-метилтрансферазы. 
Ингибиторы ДНК-метилтрансферазы DNMT1 
RG108 и SG102 менее токсичны, чем 5-азацитидин, 
они не изменяют уровень метилирования сател-
литных повторов, но влияют на деметилирование 
промоторов, в том числе некоторых промоторов ге-
нов-супрессоров [116, 117]. Основным ограничением 
применения таких ингибиторов является небольшое 
количество их мишеней – регуляторных элементов 
генов-супрессоров. Подавить каталитическую ак-
тивность DNMT1 можно также с использованием 
олигонуклеотидов, формирующих квадруплексную 
структуру [53]. Предпринимаются попытки вли-
ять на метилирование ДНК с помощью системы 
редактирования. Основная трудность этого подхо-
да заключается в доставке dCas9 или его аналогов 
в нужные органы и ткани [118]. Одной из самых 
доступных мишеней являются клетки печени гепа-
тоциты, в которые редактирующая система может 
быть доставлена инъекцией (например, в хвостовую 
вену мышей). Описаны попытки снижения уров-
ня метилирования промотора гена Fgf21 в печени 
мыши. Fgf21 кодирует фактор, участвующий в ме-
таболизме глюкозы и холестерина. Введение dCas9 
с каталитическим доменом TET1 приводило к кра-
тковременному снижению уровня метилирования 
промотора на шестой день после инъекции, а уже 
на 14-й день уровень метилирования восстанавли-
вался [119]. Таким образом, пока не удается добить-
ся стабильного редактирования метилирования ДНК 
в живом организме.

4.3. Метил-ДНК-связывающие белки как новые 
терапевтические мишени 
При выборе мишеней для терапии следует учиты-
вать, насколько инактивация данного фактора кри-
тична для функционирования организма. Нокаут 
или мутации в метил-ДНК-связывающих белках 
MBD1, MBD2, MeCP2, Kaiso приводят, в первую 
очередь, к поведенческим отклонениям, не наруша-
ющим жизненно важные процессы, которые могут 
быть восстановлены при возобновлении их экс-
прессии как в случае с MeCP2 [120, 121]. При этом 
при их инактивации общий уровень метилирования 

меняется незначительно, не приводя к геномной 
нестабильности, реактивации повторяющихся эле-
ментов. Поэтому белки семейства MBD, Kaiso и его 
гомолог ZBTB4 имеют преимущество с точки зре-
ния потенциальных мишеней. Поиск генов-мишеней 
данных факторов, ассоциированных с патогенети-
ческими состояниями, является перспективным на-
правлением.

Так, изучение участков связывания метил-
ДНК-связывающих белков позволило выявить 
ген гамма-глобина как метил-зависимую ми-
шень. В ходе развития человека происходит по-
степенное переключение форм гемоглобина: в эм-
бриональный период транскрибируется ген 
эпсилон-глобина, при рождении – гамма-глобина 
и во взрослом состоянии бета-глобина. У пациентов 
с серповидно-клеточной анемией и бета-талассеми-
ей нарушена экспрессия или мутирован ген бета-
глобина, что приводит к тяжелым последствиям. 
Реактивация нормальной формы гамма-глобина по-
зволила бы восстановить нормальный уровень ге-
моглобина в крови. Метил-ДНК-связывающий белок 
MBD2 регулирует привлечение корепрессорного 
комплекса NuRD к промотору гена гамма-глобина 
в клетках крови и поддерживает его в неактивном 
состоянии у взрослых [122]. Удаление MBD2 приво-
дит к увеличению уровня экспрессии гена гамма-
глобина в 20 раз [123]. Нарушая связывание MBD2 
с корепрессорным комплексом NuRD и его компо-
нентами с помощью ингибиторов, можно активи-
ровать транскрипцию гена гамма-глобина (рис. 5). 
На различных моделях показано, что инактивация 
только MBD2 не влияет на работу всего организ-
ма. У мышей с нокаутом гена MBD2 наблюдается 
нарушение материнского поведения при ухажива-
нии и вскармливании потомства [120, 124]. При этом 
удаление MBD2 не вызывает каких-либо более вы-
раженных неврологических отклонений. Поэтому 
можно ожидать, что ингибирование MBD2 не при-
ведет к серьезным побочным эффектам у чело-
века. Таким образом, метил-ДНК-связывающую 
репрессорную активность MBD2 можно исполь-
зовать для восстановления уровня гемоглоби-
на у пациентов с серповидно-клеточной анемией 
и бета-талассемией. Однако не всегда необходимо 
отключать активность метил-ДНК-связывающих 
белков, как в случае, описанном выше. Так, мутации 
или инактивация гена метил-ДНК-связывающего 
белка MeCP2 приводят к развитию синдрома Ретта. 
Нокаут MeCP2 у мышей, как и мутации в этом гене 
у человека, вызывают неврологические изменения. 
Причем изменения, которые возникают в нервных 
клетках при мутации или удалении MeCP2, обра-
тимы [125]. В число мутаций в MeCP2, идентифи-



16 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 4 (55) 2022

ОБЗОРЫ

цированных у пациентов с синдромом Ретта, входят 
и точечные мутации, которые приводят к деграда-
ции белка MeCP2, но не влияют на структуру его 
ДНК-связывающего и репрессорного доменов [126]. 
Такой белок, если его стабилизировать, будет спо-
собен выполнять свои функции [127]. Поиск малых 
молекул, связывающихся с местами убиквитиниро-
вания MeCP2, позволит предотвратить его убикви-
тинирование, последующую деградацию, восстано-
вит функциональную активность белка. 

Таким образом, поиск и характеристика участков 
связывания метил-ДНК-связывающих белков не-
обходимы для выявления потенциальных мишеней, 
активность которых регулируется метилированием 
ДНК, формированием репрессорных комплексов. 
Дальнейший анализ различных патогенетических 
состояний, ассоциированных с генами-мишенями 
метил-ДНК-связывающих белков, позволяет рас-
сматривать метил-ДНК-связывающие белки в каче-
стве терапевтических мишеней. Исследование мута-
ций в метил-ДНК-связывающих белках позволяет 
понять, в каких случаях можно скомпенсировать 

функциональные изменения, вызванные мутацией, 
а когда это невозможно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метилирование ДНК – регуляторный элемент, 
важный для экспрессии генов, стабилизации гено-
ма, инактивации повторяющихся последовательно-
стей, установления импринтинга и Х-инактивации. 
Методы современного полногеномного секвенирова-
ния позволили определить профиль метилирования 
ДНК во всем геноме, включая различные повторя-
ющиеся последовательности. Это открыло новые 
возможности по определению и характеристике 
регуляторных элементов, работа которых может 
нарушаться при тех или иных патогенетических 
состояниях. На данный момент найдено большое 
число ТФ, которые участвуют в установлении, 
поддержании, деметилировании или интерпрета-
ции метилированной ДНК. Метилирование может 
как способствовать привлечению ТФ, так и наоборот 
препятствовать ему, то есть уровень метилирования 
ДНК влияет на выбор белковых факторов, которые 

Рис. 5. Модель функ-
ционального значения 
взаимодействия белка 
MBD2 и репрессион-
ного комплекса NuRD 
в регуляции гена гам-
ма-глобина при бета-
телассемии [122, 123]
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будут взаимодействовать с ДНК, переключая при-
влечение активаторов и репрессоров транскрипции 
к ДНК. Обнаружение новых факторов, зависящих 
от метилирования ДНК, изучение репрессорных 
или активирующих комплексов, в которые они вхо-
дят, позволяют рассматривать эти факторы как но-
вые терапевтические мишени, влияя на которые 
мы можем достигать более узконаправленного эф-
фекта, чем ингибируя метилирование ДНК во всем 
геноме. Таким образом, исследование новых метил-
ДНК-чувствительных белков позволит искать но-
вые подходы, терапевтические мишени для лечения 

различных патогенетических состояний, связанных 
с изменением регуляции или установления метили-
рования ДНК. 
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РЕФЕРАТ Метод Flow-seq основан на использовании библиотек репортерных конструкций, где опреде-
ленный элемент, регулирующий экспрессию генов флуоресцентных репортерных белков, представлен 
во многих тысячах вариантов. Библиотеки репортерных конструкций внедряют в клетки, сортиру-
ют по уровню флуоресценции, а затем проводят их высокопроизводительное секвенирование. Таким 
образом, появляется возможность в одном эксперименте на десятках и сотнях тысяч репортерных 
конструкций выявлять закономерности, определяющие эффективность экспрессии. Этот метод нашел 
активное применение в оценке эффективности биосинтеза белка множеством вариантов мРНК одно-
временно. Однако этим возможности метода Flow-seq не исчерпываются. В представленном обзоре 
проведен сравнительный анализ метода Flow-seq и других методов, используемых для оценки эффек-
тивности трансляции мРНК, а также рассмотрены особенности применения и результаты, получаемые 
с помощью Flow-seq.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Flow-seq, NGS, высокопроизводительное секвенирование, проточная цитометрия, 
трансляция, бактерии.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ TIR – Translation Initiation Region (участок инициации трансляции); RBS – 
Ribosome Binding Site (сайт посадки/связывания рибосомы на мРНК); SD – Shine–Dalgarno sequence 
(последовательность Шайна–Дальгарно); 5’-UTR – 5’-untranslated region (5’-нетранслируемая область); 
ORF – open reading frame (открытая рамка считывания); NGS – next-generation sequencing (высокопро-
изводительное секвенирование/секвенирование нового поколения/глубокое секвенирование); Flow-seq – 
flow cytometry and next-generation sequencing (метод, совмещающий проточную цитометрию и высоко-
производительное секвенирование).

ВВЕДЕНИЕ 
Трансляция – ключевой процесс в жизнедеятель-
ности всех организмов, в ходе которого в клетках 
с помощью сложного макромолекулярного рибону-
клеопротеидного комплекса, называемого рибосомой, 
синтезируются белки. Рибосома декодирует инфор-
мацию, записанную в мРНК, и переводит ее в после-
довательность аминокислот, образующих белок [1]. 

При этом мРНК не только участвует в данном про-
цессе в качестве пассивного носителя информации, 
но и предопределяет эффективность трансляции [2]. 

Одним из участков мРНК, определяющих эф-
фективность ее трансляции, является 5’-нетранс-
лируемая область (5’-UTR) (рис. 1А) [3]. В 5’-UTR 
находится сайт посадки рибосомы (RBS), содер-
жащий в канонических мРНК последовательность 
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Шайна–Дальгарно (SD) [4–13], комплементарную 
3’-концу 16S рРНК [14, 15]. Для высокой эффектив-
ности биосинтеза белка SD должна располагаться 
на оптимальном расстоянии от стартового кодона 
и иметь оптимальную длину [16–18]. Иногда в од-
ной 5’-UTR можно найти несколько последователь-
ностей Шайна–Дальгарно [2, 17]. Для эффективной 
трансляции участок инициации трансляции (TIR) 
должен быть либо полностью одноцепочечным, 
либо укладываться во вторичную структуру, кото-
рую легко разрушить [19–22]. Известны и другие 
элементы, способные влиять на эффективность 
трансляции, такие, как богатая остатками аденина 
и урацила (AU-богатая) область мРНК, с которой 
взаимодействует рибосомный белок bS1 [23–25], 
а также начальный участок кодирующей области, 
следующий сразу за стартовым кодоном [26–28]. 
Для 5’-UTR эффективно транслируемых мРНК 
характерно низкое содержание остатков цитиди-
на и наличие повторов с пуриновыми основаниями 
(AG-повторов) [2]. 

На сегодняшний день известны различные ме-
тоды, позволяющие изучать функциональную 
значимость отдельных участков мРНК для био-
синтеза белка. В число этих методов входят сайт-
направленный мутагенез [29] или рандомизация 
[30, 31] участков в 5’-UTR, как правило, перед ге-
ном флуоресцентного белка и оценка интенсивно-
сти его свечения in vitro (или in vivo), отражаю-
щей эффективность трансляции. С применением 
термодинамического моделирования in silico [18, 
32–36], оценивающего силу молекулярных взаи-
модействий комплекса 30S с мРНК-транскриптом 
и предсказывающего скорость инициации транс-
ляции, можно определить величины, связанные 
с эффективностью трансляции. Результаты модели-
рования можно выборочно проверить эксперимен-
тально с использованием репортерных конструкций. 
Появление такого метода, как проточная цитоме-
трия, позволило оценивать одновременно различ-
ные параметры in vivo большого количества клеток 
и по сходству определенных параметров, например, 
по уровню экспрессии гена флуоресцентного бел-
ка, выделять отдельные фракции [37]. Развитие 
высокопроизводительного секвенирования (NGS) 
способствовало разработке новых сложных подхо-
дов к изучению геномов, определению корреляции 
между генотипом и фенотипом, в частности таких, 
как полногеномное секвенирование, секвенирование 
библиотек плазмидных ДНК, РНК-секвенирование 
для профайлинга клеточного транскриптома и вы-
деления эффективно транслирующихся мРНК, 
ChIP-секвенирование для определения сайтов свя-
зывания ДНК-ассоциированных белков [38, 39]. 

РАЗНООБРАЗИЕ ПОДХОДОВ К ИЗУЧЕНИЮ РОЛИ 5’-
UTR В ЭФФЕКТИВНОСТИ ТРАНСЛЯЦИИ 
Широкомасштабный анализ генов E. coli показал, 
что большинство мРНК содержат последователь-
ность Шайна–Дальгарно (SD) (рис. 1Б), откры-
тую в 1970-х в нескольких бактериальных мРНК 
[4] и существенной для эффективной инициации 
трансляции [16–18]. Последовательность SD являет-
ся самым изученным регуляторным элементом. SD 
располагается на расстоянии 5–8 нуклеотидов перед 
стартовым кодоном (8–11 нуклеотидов, если счи-
тать от центрального G в SD [7]) и служит местом 
взаимодействия бактериальной 30S субчастицы, 
в отличие от эукариотической рибосомы, связыва-
ющейся на 5’-конце мРНК для начала сканирова-
ния [6]. Разные мРНК E. coli содержат SD разной 
длины, варьирующей в пределах 4–8 нуклеотидов. 
При этом наиболее вероятный состав последова-
тельности SD agGa. 

Зависимость эффективности биосинтеза белка 
от длины последовательности SD и ее расстояния 
от старт-кодона изучали различными методами. 
Например, с помощью двойной генно-инженер-
ной конструкции (рис. 1В), содержащей гены двух 
флуоресцентных белков, где первый, RFP (красный 
флуоресцентный белок), служил внутренним кон-
тролем, а второй, CER (циановый флуоресцентный 
белок), выступал в качестве сенсора эффектов, свя-
занных с изменением элементов 5’-UTR мРНК [17]. 
При этом вычисляли отношение измеренных ин-
тенсивностей флуоресценции двух белков CER/RFP 
in vivo, что позволяло нивелировать эффекты, 
обусловленные размером бактериальной клетки 
и флуктуациями копийности репортерной плазми-
ды. Этот подход, основанный на молекулярном кло-
нировании, в котором используются 16 репортерных 
конструкций с четырьмя последовательностями SD 
(2, 4, 6 и 8) разной длины, расположенными на раз-
ных расстояниях от инициаторного кодона гена бел-
ка CER (7, 10, 13 и 16), и еще одна контрольная кон-
струкция без комплементарных к анти-SD участков, 
позволил экспериментально изучить влияние длины 
SD, расстояния от SD до стартового кодона и их со-
четаний на биосинтез белка CER. Таким образом по-
казано, что эффективность трансляции мРНК с SD 
длиной 8 нуклеотидов снижается с увеличением 
расстояния от старт-кодона до SD, для SD длиной 
6 нуклеотидов оптимально расстояние в 10 нукле-
отидов. В случае SD средней длины (4 нуклеотида) 
наблюдается такая же зависимость, как у длинной 
(8 нуклеотидов). В случае короткой SD (2 нуклео-
тида) влияние расстояния несущественно, при этом 
роль этой SD в эффективности биосинтеза белка 
сохраняется: обеспечивает на порядок большую эф-
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Рис. 1. А – особенности 
строения мРНК у бак-
терий. 5’- и 3’-UTR, 5’- 
и 3’-нетранслируемые 
области соответствен-
но. RBS – сайт посадки 
рибосомы. ORF – откры-
тая рамка считывания, 
содержащая белок
кодирующую последо-
вательность. SD и анти-
SD – последовательности 
Шайна–Дальгарно и ан-
ти-Шайна–Дальгарно 
соответственно. Б – 
пример выравнивания 
последовательностей 
5’-UTR мРНК, исполь-
зуемого при широко-
масштабном анализе 
нетранслируемых обла-
стей генов с выделением 
SD-мотива. В – пример 
двойной репортерной 
конструкции с контроль-
ной 5’-UTR перед геном 
флуоресцентного белка 
RFP и изменяющейся 
5’-UTR перед геном 
второго флуоресцент-
ного сенсорного белка 
CER для оценки влияния 
особенностей вариа-
бельного участка на эф-
фективность трансляции. 
Г – схема аффинного 
выделения рибосом 
с эффективно транс-
лирующейся мРНК. 
Отбор проводился 
лимитированием вре-
мени in vitro трансля-
ции. мРНК содержит 
5’-UTR, кодирующую 
область, включающую 
участок, кодирующий 
FLAG-эпитоп, который 
взаимодействует с син-
тезируемым белком, 
связывающим мальтозу, 
и TolA, который по-
зволяет эпитопу выйти 
из рибосомного туннеля 
и правильно свернуться. 
В конструкции нет стоп-
кодона, поэтому рибо-
сома остается на мРНК. 
Рисунок выполнен в про-
грамме Inkscape
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фективность, чем контрольная конструкция без SD. 
Варьирование этих параметров дает возможность 
изменять уровень трансляции вплоть до четырех 
порядков, что указывает на их важность в опреде-
лении уровня многих белков в клетке [17].

Для  быстрого и  достаточно простого коли-
чественного анализа экспрессии генов in vitro 
можно использовать многочисленные варианты 
участка в 5’-UTR, получаемые с помощью сайт-
направленного мутагенеза, на основе полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР). При этом продукт ПЦР, 
содержащий Т7-промотор, тестируемый вариант 
5’-UTR и ген флуоресцентного белка eGFP, напря-
мую используется в системе сопряженной транс-
крипции-трансляции in vitro из клеток E. coli [29]. 
Эффективность трансляции в такой системе мож-
но оценить по интенсивности флуоресценции белка 
eGFP. Таким образом были получены 54 варианта 
последовательностей 5’-UTR, из них 18 и 36 с изме-
ненными SD- и АU-богатыми последовательностями 
соответственно, которые обеспечили диапазон отно-
сительных уровней экспрессии от 0.1 до 2.0 и пока-
зали влияние различных сайтов посадки рибосомы 
(RBS) на эффективность трансляции [29]. Однако 
такой точечный подход сильно ограничен неболь-
шим набором проверяемых вариантов, не позволяя 
приблизиться ко всему разнообразию природных 
5’-UTR, предшествующих генам, число которых 
у E. coli составляет около 4 ×103 [8].

Позднее разработали экспериментальную си-
стему (рис. 1Г) [30], основанную на трансляции in 
vitro, которая позволила отбирать наиболее эффек-
тивно транслируемые мРНК из большой выборки 
искусственных последовательностей. Для этого ис-
пользовали модельную мРНК, содержащую 5’-UTR 
из 81 нуклеотида, 18 из которых, локализованных 
перед стартовым кодоном, были полностью ран-
домизированы, что помогло получить библиоте-
ку из ~6.9 × 1010 различных последовательностей. 
Модельная мРНК кодирует гибридный белок, со-
держащий примерно в середине домен, связываю-
щий мальтозу, и FLAG-эпитоп, позволяющий про-
водить аффинную очистку рибосом, синтезирующих 
этот гибридный белок. После домена, используемого 
для аффинной очистки, находится фрагмент бел-
ка TolA, служащий исключительно спейсером, до-
статочным для того, чтобы по окончании синтеза 
полноразмерного гибридного белка из пептидного 
туннеля был экспонирован аффинный домен. Эта 
мРНК не содержит стоп-кодон, поэтому она оста-
валась связанной с рибосомой после завершения 
синтеза. Таким образом, мРНК могла быть экстра-
гирована из аффинно-связанных рибосом и в даль-
нейшем амплифицирована. Ключевым параметром 

отбора мРНК служило ограниченное время транс-
ляции: только мРНК, транслируемые быстро, могли 
быть аффинно очищены и использованы в следую-
щем раунде селекции [30]. Удивительно, что из ото-
бранных последовательностей, обеспечивающих 
наиболее быструю трансляцию в in vitro системе, 
76% не содержали SD и имели С-богатые корот-
кие участки, комплементарные 16S рРНК. Однако 
мРНК с такими С-богатыми последовательностями 
не экспрессировались на высоком уровне in vivo, 
возможно, из-за разного среднестатистического со-
отношения в in vitro и in vivo системах рибосом 
и мРНК, конкурирующих, наряду с С-богатыми 
RBS, за связывание с рибосомами [30]. Тот же са-
мый эксперимент проведен с использованием би-
блиотеки более коротких мРНК с 5’-UTR длиной 40 
нуклеотидов [31], наиболее частой в мРНК E. coli 
[40, 41]. Применение секвенирования нового поко-
ления и статистических методов позволило опре-
делить мотивы связывания мРНК и рибосомы. 
Отобранные по скорости трансляции мРНК из би-
блиотеки с более короткими 5’-UTR чаще содержа-
ли SD наряду с G/U-богатыми последовательностя-
ми [31]. Полученные результаты также указывают 
на влияние длины 5’-UTR на эффективность иници-
ации биосинтеза белка.

Последовательность 5’-UTR мРНК может опре-
делять различную укладку участка перед старто-
вым кодоном. Связь между стабильностью вторич-
ных структур в TIR и эффективностью трансляции 
подтвердили крупномасштабным вычислитель-
ным анализом [19], указывающим на тенденцию 
прокариотических и эукариотических генов, осо-
бенно с высоким уровнем экспрессии, к дестаби-
лизации вторичной структуры мРНК вблизи ини-
циаторного кодона [20]. Варьирование стабильности 
(< -12 ккал/моль) шпилечной структуры, содержа-
щей RBS, с помощью сайт-направленного мутаге-
неза и последующий анализ in vivo выхода белка 
показали, что чем выше стабильность вторичной 
структуры, содержащей участок связывания рибо-
сомы, тем ниже эффективность трансляции. Таким 
образом, показана возможность 500-кратного изме-
нения экспрессии при замене только одного нуклео-
тида, приводящей к стабилизации вторичной струк-
туры мРНК. Как следствие, наблюдалась полная 
зависимость начала трансляции от спонтанного раз-
ворачивания всего участка инициации мРНК [21]. 
Однако эта спонтанность была обусловлена присут-
ствием всех необходимых элементов комплекса ини-
циации [22]. Такого рода анализ 12 мРНК с разной 
стабильностью вторичной структуры и с SD разной 
длины либо без SD выявил необходимость самой 
SD, старт-кодона, инициаторной тРНК с форми-
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лированным метионином, фактора инициации IF2, 
связанного с GTP, в комплексе с 30S субчастицей 
рибосомы для разворачивания вторичных структур 
мРНК. Вклад каждого индивидуального элемента 
в нарушение укладки TIR мРНК оценен с исполь-
зованием константы диссоциации фрагмента мРНК 
с последовательностью SD из 6 нуклеотидов [22]. 
Далее методом FRET проведен анализ этого же 
фрагмента с 5’- и 3’-концами, меченными Су3 и Су5, 
при добавлении 30S субъединицы вместе со всеми 
элементами, необходимыми для инициации транс-
ляции. Оценка проводилась относительно контроль-
ной мРНК без SD, но с близкой по стабильности 
вторичной структурой. В результате анализа была 
выявлена значимость последовательности SD в раз-
ворачивании вторичной структуры мРНК. При этом 
показана высокая эффективность FRET для свер-
нутой мРНК, концы которой образовывали компле-
ментарное взаимодействие SD с анти-SD, и слабая 
для развернутой формы мРНК [22].

Эффективность связывания субъединиц рибо-
сомы с той или иной последовательностью 5’-UTR 
мРНК оценивают с помощью так называемого мето-
да тоупринтинга/тоупринта (рис. 2А). Этот метод ос-
нован на использовании флуоресцентно или изотоп-
но меченных праймеров, комплементарных 3’-концу 
мРНК. После сборки инициаторного комплекса 
на мРНК проводится реакция обратной транскрип-
ции с последующим электрофоретическим анализом 
удлиненных кДНК в реакционной смеси. Обратная 
транскриптаза доходит до 5’-конца мРНК, если 
мРНК не связана с рибосомой, и образует более ко-
роткие продукты при остановке ревертазы, встре-
тившей рибосому. По соотношению длинных и уко-
роченных тоупринтов можно судить о доле мРНК, 
связавшихся с рибосомой [42, 43]. 

По мере накопления экспериментальных резуль-
татов и развития методов их анализа все большую 
роль начинают играть биоинформатические подхо-
ды, позволяющие работать с большими массивами 
данных. Наблюдаемая в ходе экспериментов иници-
ация трансляции прокариотических мРНК, в 5’-UTR 
которых не определена последовательность SD, про-
исходит независимо от взаимодействий с анти-SD 
и под влиянием рибосомного белка bS1. При этом 
биоинформатический анализ показал снижение 
стабильности вторичных структур таких последо-
вательностей 5’-UTR, что облегчает образование 
инициаторного комплекса, компенсируя отсутствие 
взаимодействий SD и анти-SD [44, 45]. 

Известно, что существуют так называемые без-
лидерные прокариотические мРНК, которые не со-
держат 5’-UTR, а следовательно, и SD. При этом 
широкомасштабный in silico анализ макроэволюции 

показывает уменьшение числа таких генов у бакте-
рий в ходе эволюции. Рассмотрены участки инициа-
ции трансляции всех генов 953 бактериальных и 72 
архейных геномов, распределенных по группам, со-
гласно их расстояниям до корня (между бактериями 
и археями) на филогенетическом древе 16S рРНК. 
Была рассчитана средняя доля «генов без лидера» 
в каждой группе: сначала она быстро падает, а за-
тем колеблется на низком уровне [46].

Активное развитие методов секвенирования 
нового поколения и накопленные навыки рабо-
ты с системой трансляции позволили разработать 
метод рибосомного профилирования/профайлинга 
(Ribo-seq) (рис. 2Б), основанного на высокопроиз-
водительном секвенировании фрагментов мРНК, 
защищаемых транслирующей рибосомой [47]. Этот 
подход оказался эффективным для изучения экс-
прессии генов на уровне и транскрипции, и транс-
ляции одновременно, в том числе в ответ на раз-
личные воздействия [48–50]. Метод Ribo-seq дает 
информацию о местоположении рибосом на мРНК 
с однонуклеотидным разрешением. Такая точность 
позволяет не только выявлять трансляцию участ-
ков мРНК вне аннотированной рамки считывания, 
но и трансляцию перекрывающихся рамок считы-
вания и смысловое декодирование стоп-кодонов. 
С помощью Ribo-seq транслируемые рамки считы-
вания выявлены в РНК, ранее считавшихся некоди-
рующими. Также оказалось возможным оценивать 
влияние разных условий и факторов на трансляцию 
мРНК в клетках, например, разных сред, модифика-
ций исследуемых белков, антибиотиков [51–56]. 

Активное использование метода Ribo-seq позво-
лило выявить ряд сложностей и артефактов, свя-
занных с методологией эксперимента и обработкой 
результатов [57–59]. Многообещающая технология 
рибосомного профилирования для изучения скоро-
сти декодирования рибосом характеризуется наличи-
ем нечастых высоких пиков плотности рибосомного 
футпринта и длинных промежутков при выравнива-
нии соответствующих последовательностей мРНК. 
Для уменьшения влияния неоднородности данных 
разработан способ нормализации, эффективный 
при наличии гетерогенного шума, позволивший вы-
явить существенные различия в распределении ри-
дов (прочитанных последовательностей) по мРНК, 
и детерминант частот рибосомного футпринта в 30 
общедоступных наборах данных рибосомного про-
файлинга, тем самым ставя под сомнение надеж-
ность данного метода как точного представления 
локальной плотности рибосом без предварительного 
контроля качества [57]. Такое наблюдение указывает 
на неполное понимание того, как параметры прото-
кола влияют на плотность рибосомных футпринтов. 
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Рис. 2. А – принцип метода тоупринт. Стабильные рибосомные комплексы останавливают обратную транскрип-
тазу на определенной позиции на мРНК, генерируя короткие кДНК-продукты определенной длины. В качестве 
праймеров для обратной транскриптазы могут служить радиоактивно или флуоресцентно меченные. Б – схе-
ма метода рибосомного профилирования/профайлинга (Ribo-seq). После инициации трансляции проводят 
разрезание мРНК в местах, где она не защищена рибосомами, специфичной нуклеазой. Параллельно готовят 
библиотеку исходной мРНК для секвенирования путем рандомной фрагментации. Она будет использоваться 
в качестве референсных последовательностей. Все полученные рибосомные футпринты используют для приго-
товления библиотеки ДНК, которую в дальнейшем глубоко секвенируют. По результатам NGS проводят кар-
тирование ридов последовательностей футпринтов на полноразмерную мРНК. В – термодинамическая модель 
бактериальной инициации трансляции. Изменение свободной энергии в течение стадии инициации определяется 
пятью типами молекулярных взаимодействий, определяющих начальное и конечное положение системы. Рису-
нок выполнен в программе Inkscape 
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Возможно, наиболее известная причина этого на-
блюдения заключается в смещении последователь-
ностей, возникающем во время создания библиоте-
ки рибосомных футпринтов и ее конверсии в кДНК, 
и последующего секвенирования [58]. Перечисленные 
стадии вовлекают ряд реакций с использованием 
ферментов, обладающих сиквенс-специфичностью, 
как например, нуклеазы [60]. В то же время некото-
рые антибиотики, которыми рибосомы обрабатывают 
перед профилированием, обладают такой же сик-
венс-специфичностью [61–63], что необходимо учи-
тывать при постановке эксперимента. 

С применением метода рибосомного профайлин-
га на бактериях показано существенное увеличение 
покрытия рибосомами после последовательностей 
Шайна–Дальгарно, встречающихся по случайным 
причинам в кодирующей области [64]. В то время 
как SD, предшествующие старт-кодону, играют хо-
рошо охарактеризованную роль в инициации транс-
ляции, полученные данные свидетельствуют о том, 
что элонгация замедляется временным образовани-
ем пар оснований между мотивами SD внутри от-
крытых рамок считывания и последовательностью 
анти-SD в 16S рРНК, причем такие паузы состав-
ляли более 70% сильных остановок по всему геному, 
что привело к выводу о том, что такие паузы были 
основной детерминантой трансляционных остановок 
у бактерий [64]. 

Позднее с использованием усовершенствованного 
варианта метода Ribo-seq с улучшенным разреше-
нием показали, что ранее наблюдаемое обогащение 
покрытия мотивов SD рибосомами можно объяснить 
паузами на глициновых кодонах и невозможностью 
выделить всю популяцию фрагментов мРНК, защи-
щенных рибосомой. Сделан вывод о том, что мотивы 
SD не являются, вероятно, основной причиной мно-
жества трансляционных остановок in vivo [65]. 

Биофизические модели позволяют оценить эф-
фективность взаимодействия биомолекул, в том чис-
ле и мРНК с рибосомой. Примером может служить 
термодинамическая модель (рис. 2В) [32], которая 
одновременно оценивает силу молекулярных взаи-
модействий 30S комплекса с мРНК-транскриптом, 
рассчитывает свободную энергию Гиббса для каж-
дого элемента в составе конкретной мРНК и пред-
сказывает скорость инициации трансляции: чем 
большую энергию надо затратить для разворачива-
ния элементов мРНК, тем ниже скорость инициации 
трансляции. Представленная модель может быть 
использована как для предсказания относительной 
скорости инициации трансляции существующей 5’-
UTR с определeнным RBS, так и для дизайна по-
следовательности RBS, обеспечивающей требуемую 
скорость инициации трансляции [18, 32]. 

Применение метода Flow-seq для библиотеки 
плазмид, содержащих гены флуоресцентных белков, 
первый из которых служит внутренним контролем, 
а экспрессия второго изменяется в зависимости 
от влияния последовательностей, полученных в ре-
зультате рандомизации 30 нуклеотидов в кодиру-
ющей области гена сразу после стартового кодона, 
позволило разделить полученную библиотеку (более 
30 × 103 вариантов мРНК) по эффективности транс-
ляции [28]. Дальнейший анализ показал снижение 
эффективности трансляции мРНК, содержащих SD-
подобные последовательности, и уменьшение доли 
таких мРНК в наборе эффективно транслирующих-
ся, демонстрируя отрицательное влияние SD в дан-
ной области мРНК на биосинтез белка и поддер-
живая, в свою очередь, более ранние наблюдения, 
полученные на ограниченном наборе модельных 
мРНК [66]. 

Примечательно, что распределение энергий свя-
зывания анти-SD-последовательностей среди мРНК 
с эффективной трансляцией сходно с распределе-
нием у природных генов E. coli. Более того, соз-
даны отдельные конструкции с SD в скользящем 
окне начального кодирующего участка сразу после 
старт-кодона и со схожей энергией укладки вторич-
ной структуры, эффективность трансляции которых 
оценена. Таким образом, получены результаты, со-
гласующиеся с результатами анализа данных после 
применения метода Flow-seq [28].

СХЕМА МЕТОДА FLOW-seq, ОСОБЕННОСТИ 
И РЕЗУЛЬТАТЫ ЕГО ПРИМЕНЕНИЯ
С целью определения влияния какого-либо факто-
ра или набора факторов на уровень экспрессии того 
или иного гена часто используют тысячи репортер-
ных конструкций, перебирающих различные ва-
рианты промоторов, 5’-нетранслируемых областей, 
а также отдельных участков в них, включая сайты 
посадки рибосомы (RBS), предшествующие им об-
ласти (standby sites) или следующие за ними спей-
серные участки, начальных «разгонных» участков 
кодирующей области (ramp region), по отдельности 
или одновременно (табл. 1). Как правило, такие 
плазмиды содержат два гена флуоресцентных бел-
ков: первый из них выступает в роли сенсора, экс-
прессия которого чувствительна к вариабельным 
участкам, а второй используется в качестве неизмен-
ного внутреннего контроля. Полученными наборами 
конструкций трансформируют штамм бактерий, под-
ходящий для последующей экспрессии и сортировки. 
Далее с помощью проточной цитометрии оценивают 
интенсивности флуоресценции двух белков в пуле 
клеток и формируют группы/фракции клеток с при-
близительно одинаковым отношением измеренных 
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Таблица 1. Применение метода Flow-seq для анализа эффективности трансляции

Элементы мРНК

Количество вариантов 
в полученных библи-
отеках в итоге после 

Flow-seq

Типы вариантов Результаты Ссылка

Промоторы и сайты посадки 
рибосомы (RBS) в 5’-UTR

11894 (94%) из 12653 
возможных с ком-

бинациями 114 про-
моторов и 111 RBS (одна 

комбинация привела 
к несовместимому сайту 

рестрикции)

Взятые из доступ-
ных баз данных 

и сгенерированные 
с помощью RBS 

Calculator

Диапазон изменения экспрессии 104 раз. Выбор 
промотора оказывает наибольшее влияние 

на уровень РНК и в меньшей степени на уро-
вень белка, так как на эффективность его транс-
ляции влияет и выбор сайта посадки рибосомы, 

и, возможно, другие факторы. 55% из нескольких 
сотен проверенных отдельных колоний безоши-

бочно определены при Flow-seq-анализе

[67]

Промоторы и сайты посадки 
рибосомы (RBS) в 5’-НТО 

~ 500 комбинаций из 14 
промоторов и 22 RBS 

для двух детектируемых 
флуоресцентных белков 
и более 1200 комбинаций 
из рандомизированной 

библиотеки

Конкретные вари-
анты и с участками 
рандомизации в изу-
чаемых элементах

Динамический диапазон экспрессии 103 раз. 
Получаемые комбинации приводят к экспрес-

сии произвольного гена в пределах двукратного 
изменения уровня с надежностью 93%

[75]

Шесть нуклеотидов 
в спейсерном участке за SD 

в 5’-UTR и перед старт-
кодоном и первые шесть 
нуклеотидов, следующих 
за ним (кодоны в положе-
ниях +2 и +3 кодирующей 

области (CDS))
…-SD-GAC-6N-AUG-6Nsyn-…

13914 (56%) для одного 
белка и 25861 (53%) 
для другого из 24576 
и 49152 возможных 

соответственно

Рандомизированные 
спейсерные участки 

и кодоны в положени-
ях +2 и +3 с синони-
мическими заменами, 

не изменяющими 
кодирующую после-
довательность двух 
сенсорных белков

Диапазон изменения экспрессии 103 раз. Низкое 
содержание GC-нуклеотидов и уменьшение 

стабильности вторичной структуры изучаемых 
элементов важны для высокого уровня экспрес-
сии, не ограненного данными детерминантами. 
Распределение уровней флуоресценции белка, 
измеренных в нескольких десятках колоний 
с помощью планшетного ридера, совпадает 

с результатами Flow-seq

[71]

Четыре нуклеотида 
в спейсерном участке за SD 

в 5’-UTR и перед старт-
кодоном 

…-SD-C-4N-CAU-AUG-…

249 (97%) из 256 воз-
можных Рандомизированные

Диапазон изменения экспрессии 102 раз. 
Преобладание доли аденозинов и уменьшение 

доли цитидинов в эффективно транслирующихся 
вариантах. Низкое содержание GC-нуклеотидов 
и уменьшение стабильности вторичной структу-
ры изучаемых элементов важны для высокого 

уровня экспрессии. SD-подобные последователь-
ности также встречаются только в вариантах 

с высокой экспрессией 

[39]

SD длиной 6 нуклеотидов 
в 5’-UTR

4066 (99%) из 4096 воз-
можных Рандомизированные

Измеренные уровни белков (флуоресцентного 
и пяти природных) для 91% вариантов после-
довательностей были в пределах двукратного 
изменения предсказанного уровня экспрессии 
в EMOPEC, учитывающего контекстное окру-
жение SD, сводящего к минимуму изменения 

вторичной структуры 

[76]

Standby-сайты различной 
длины (20–164 нуклеотида) 

перед SD, дистальные 
в 5’-UTR

136 5’-UTR с разной 
длиной и вторичной 
структурой, формой 
и числом модулей 

Смоделированные 
варианты

Диапазон изменения эффективности трансляции 
102 раз. Скорость инициации трансляции мРНК 
контролируется площадью поверхности одноце-
почечных участков, частичным разворачиванием 

структуры РНК для минимизации штрафа 
по свободной энергии связывания рибосомы, 
отсутствует кооперативное связывание и, 

возможно, скольжение рибосомы в рассматрива-
емом участке. Разработана и проверена экспери-
ментально биофизическая модель предсказания 

скорости инициации трансляции. Рибосома 
может легко связываться с отдаленными 

от старт-кодона модулями standby-сайтов и обе-
спечивать высокую эффективность трансляции 

[34]

Сайт посадки рибосомы 
(RBS) в 5’-UTR с фиксиро-

ванной последовательностью 
SD (5 нуклеотидов) и изме-
няющимися standby-сайтом 
(4 нуклеотида) и спейсерным 
участком из 6 нуклеотидов
RRRV-AGGAG-R-6N-AUG 

(R: A/G, V: A/G/C, N:A/U/C/G)

Более 20000 (10%) 
из ~ 200000 возможных 

вариантов для двух 
флуоресцентных белков

Рандомизированные 
и частично кон-
кретные позиции 

с неполными вариа-
циями

Диапазон изменения эффективности транс-
ляции 104 раз. На эффективность трансляции 

значительно влияет консервативность SD, тогда 
как АС-богатый спейсерный участок слабо зави-
сит от контекста. Для высокой экспрессии наблю-
далась низкая стабильность вторичной структуры 
изучаемого участка. Замена репортерного белка 

другим зачастую не влияла на общую тенденцию 
распределения последовательностей, задающих 

тот или иной уровень биосинтеза белка

[74]
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Элементы мРНК

Количество вариантов 
в полученных библи-
отеках в итоге после 

Flow-seq

Типы вариантов Результаты Ссылка

Почти полная последователь-
ность 5’-UTR длиной 22 

или 32 нуклеотида
GG-20N/30N-AUG…

11692 (10-6% из воз-
можных вариантов), 

11889 (10-12%) для 20N 
и 30N, соответственно, 

48 вариантов природных 
с вариациями

Рандомизированные, 
природные,  
конкретные

Диапазон изменения эффективности транс-
ляции 104-кратный. Наблюдались низкая 

стабильность вторичной структуры и консерва-
тивность последовательности SD у вариантов 
с высокой экспрессией. Наличие AU-богатых 

энхансеров на 5’-конце в standby-сайте, низкая 
доля цитидиновых оснований, множественные 
SD, AG-повторы в 5’-UTR мРНК в отдельных 

случаях обеспечивают высокую эффективность 
трансляции

[2]

Последовательности 5’-UTR 
длиной 2–60 нуклеотидов 
первых генов оперонов E. 

coli с GG на самом 5’-конце, 
сохранившихся при транс-

крипции
GG-natural 5’-UTR

648 (91%) из 713 воз-
можных длиной 2–60 
нуклеотидов, (45%) 

из всех 1451 природных 
5’-UTR первых генов 

оперонов 

Природные

Диапазон изменения эффективности трансля-
ции 30-кратный. Наблюдалось влияние вторич-
ной структуры РНК и последовательности SD 
на эффективность трансляции, но с меньшей 

вариабельностью по сравнению с рандомизиро-
ванными библиотеками. Низкая стабильность 

вторичной структуры и консервативность 
последовательности SD в вариантах с высокой 

экспрессией. Результаты оценки эффективности 
трансляции в случае с теми или иными 5’-UTR 
коррелировали с результатами, полученными 

с помощью рибосомного профилирования

[77]

Участки в промоторной 
области, standby-сайт 

длиной 10/20/30 нуклеотидов, 
спейсерный участок из 8 

нуклеотидов
10N/20N/30N-SD-8N

~ 12000 (очень малень-
кий процент из воз-

можных)
Рандомизированные

Диапазон изменения эффективности транс-
ляции 105 раз. При высоком уровне экспрессии 
наблюдалась низкая стабильность вторичной 

структуры изучаемого участка

[72]

Промоторы, сайты посадки 
рибосомы (RBS), первые 13 
аминокислот кодирующей 

области белка

14234 комбинации 
из двух промоторов, 

четырех сайтов 
посадки рибосомы (RBS) 
и последовательностей 
N-концевых пептидов, 
соответствующих пер-
вым 13 аминокислотам 
137 природных генов 

E. coli

Природные

Диапазон изменения эффективности транс-
ляции более 102. Использование редких кодонов 

на N-конце может увеличивать экспрессию 
в 14 раз независимо от RBS, обеспечивающих 

ту или иную эффективность трансляции. 
Уменьшение стабильности вторичной струк-
туры, а не сама редкость кодонов отвечает 

за увеличение экспрессии

[78]

Первые шесть кодонов, сле-
дующих за старт-кодоном, 

в кодирующей области
10 Природные

Уменьшение стабильности вторичной струк-
туры, а не сама редкость кодонов отвечает 
за увеличение эффективности трансляции. 
Редкие кодоны часто А/Т-богатые в третьем 

положении, что чаще коррелируют с увеличе-
нием экспрессии, чем синонимичные кодоны, 

оканчивающиеся на G/C

[81]

Первые 10 кодонов, сле-
дующих за старт-кодоном, 

в кодирующей области
Более 30000 Рандомизированные

Уменьшение стабильности вторичной струк-
туры, а не сама редкость кодонов отвечает 
за увеличение эффективности трансляции. 
Сильное влияние на экспрессию оказывают 

кодоны ближе к стартовому. Дополнительные 
старт-кодоны в рамке считывания способствуют 

трансляции. Наличие в N-концевой области 
белка аминокислот, на синтез которых клетка 
тратит много ресурсов, отрицательно сказыва-
лось на эффективности синтеза таких белков

[28]

Таблица 1 (продолжение).
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уровней флуоресценции этих белков. После нара-
щивания количества собранных клеток из них вы-
деляют плазмиды, вариабельный участок которых 
амплифицируют и подвергают высокопроизводитель-
ному секвенированию с целью определения после-
довательностей ДНК/РНК, попавших в конкретную 
фракцию и обеспечивающих тот или иной уровень 
экспрессии репортерного гена (рис. 3). 

Этот подход применили для создания ряда кон-
струкций с различными комбинациями сайтов 
посадки рибосомы и промоторов одновременно. 
Количество РНК и зеленого флуоресцентного белка 
(GFP), синтезируемых клетками, трансформирован-
ными каждой из конструкций, относили к количе-

ству соответствующей ДНК, таким образом опре-
деляя эффективность транскрипции и трансляции. 
Также в конструкцию включали ген флуоресцент-
ного белка mCherry, используемого в качестве вну-
треннего контроля, с консервативным промотором 
и сайтом посадки рибосомы (RBS) [67]. В итоге 
был получен набор из 12653 плазмид с различны-
ми комбинациями 114 промоторов и 111 вариантов 
RBS. Чтобы оценить уровни ДНК и РНК в стаци-
онарной фазе проводили глубокое секвенирование 
ДНК (DNA-seq) и РНК (RNA-seq) из клеток в этой 
фазе. Для оценки уровней двух флуоресцентных 
белков клетки сортировали по соотношению ин-
тенсивностей флуоресценции GFP/mCherry. Из со-

Рис. 3. Схема метода Flow-seq (на примере работы с рандомизированными 5’-UTR перед геном белка CER 
и контрольной 5’-UTR перед геном белка RFP). Представлены этапы конструирования библиотеки плазмид, 
трансформации, сортировки и секвенирования. А – клонирование рандомизированного ДНК-фрагмента в ре-
портерный вектор перед геном белка CER. Перед геном белка RFP сохраняется константная 5’-UTR. Б – электро-
порация целой библиотеки плазмид в клетки E. coli. В – разделение клеток на основе отношения интенсивностей 
флуоресценции белков CER/RFP клеточным сортером. Г – сбор фракций с клетками (например, F1–F6) соглас-
но соотношению CER/RFP. Д – выделение ДНК и амплификация рандомизированного участка с последующим 
высокопроизводительным секвенированием (NGS). Рисунок выполнен в программе Inkscape
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вокупностей клеток со сходными соотношениями 
интенсивности флуоресценции GFP/mCherry вы-
деляли плазмидную ДНК и проводили ее глубокое 
секвенирование. При этом на экстрагированные 
последовательности, принадлежащие конкретной 
группе, «довешивали» специфические для каждой 
отдельной группы баркодные последовательности, 
которые служили в дальнейшем для поиска и сор
тировки последовательностей по ранее определен-
ным группам при анализе ридов, полученных в ре-
зультате секвенирования. Затем оценивали уровни 
двух флуоресцентных белков в группах, отношение 
GFP/mCherry определяли как меру эффективности 
трансляции, делили клетки по величине этого от-
ношения на три вида: слабые, средние и сильные, 
и определяли соответствующие им последователь-
ности. При этом, как и ожидалось, клетки в библио-
теке содержали примерно одинаковые уровни белка 
mCherry, интенсивности флуоресценции которого 
имели нормальное/гауссовское распределение и из-
менялись в пределах одного порядка, в то время 
как уровни экспресcии гена gfp различались на 4 
порядка. С помощью секвенирования были вери-
фицированы 282 отдельные колонии, 55% из кото-
рых были правильными, т.е. содержали констант-
ные участки без ошибок, и для которых определяли 
ожидаемые варианты промоторов и сайтов посад-
ки рибосомы без мутаций. Измеряли уровни флу-
оресценции большинства из этих 55% правильных 
комбинаций промоторов и RBS и использовали их 
в дальнейшем в качестве контрольного набора. 

Результаты, полученные после крупномасштаб-
ного секвенирования ДНК, РНК, измерения уров-
ней экспрессии генов флуоресцентных белков, ис-
пользовали на следующем этапе в качестве основы 
для построения репрезентативных карт. При их 
построении для каждого типа конструкций с кон-
кретными вариантами промотора и сайта связы-
вания рибосомы определяли уровни транскрипции 
и трансляции (рис. 4). Дальнейший анализ позволил 
оценить самые эффективные и неэффективные со-
четания, содержащиеся в библиотеке полученных 
конструкций (табл. 2) [67]. Был проведeн подроб-
ный дисперсионный анализ (ANOVA) [68] уровней 
РНК и белка, независимо определяемых как промо-
тором, так и сайтом посадки рибосомы. Такой под-
ход помог учесть и эффекты, показывающие зави-
симость уровня РНК от скорости трансляции. 

Для визуализации полученных оценок исполь-
зовали программы на языках R [69] и Python [70], 
адаптированные к работе с большими массивами 
данных. Результаты анализа дисперсий позволили 
объяснить различия в уровнях РНК в 92.5% слу-
чаев выбором промотора, в 3.8% – выбором сайта 
посадки рибосомы, а оставшиеся 3.7% не удалось 
объяснить выбором одного из изменяемых элемен-
тов. Различия в уровнях белка GFP в 53.8% случаев 
объясняются выбором промотора, в 29.6% – выбором 
RBS, остальной процент не определялся ни одним 
из этих двух вариативных факторов. Таким обра-
зом, сделан вывод, что выбор промотора оказывает 
наибольшее влияние на уровень РНК и в меньшей 
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Рис. 4. Схематическое изображение примерных репрезентативных карт уровней эффективности синтеза РНК 
и белка. Уровни РНК (слева) и белка (справа) для небольшого набора конструкций размещены на сетке соглас-
но идентичности промоторов (ось Y) и сайтов посадки рибосом (RBS, ось Х). Промоторы и RBS отсортированы 
по возрастанию средних значений эффективности синтеза РНК и белка соответственно. Серые клетки указывают 
на конструкции, соответствующие уровням, лежащим ниже эмпирически заданного порога. Шкалы уровней РНК 
(отношения РНК к ДНК) и белка (отношения флуоресценции белков GFP (зеленый) к RFP (красный)) показаны 
справа от соответствующих им карт. Рисунок выполнен, опираясь на источник [67], в программе Inkscape
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Таблица 2. Примеры последовательностей промоторов и сайтов посадки рибосомы (RBS), обеспечивающих не-
эффективную и эффективную экспрессию

№ Эффективность 
экспрессии Промотор RBS

1

Неэффективная 
экспрессия

GGCGCGCCTCGACATTTATCCCTTGCGGCGA
ATACTTACAGCCATAGCAA CACCATACACATATG

2 GGCGCGCCCTGATAGCTAGCTCAGTCCTAGG
GATTATGCTAGCAGATG ATCTTAATCTAGCGCGGGACAGTTTCATATG

3 GGCGCGCCTCGACAATTAATCATCCGGCTCG
ATACTTACAGCCATCGATT TCTAGAGAAAGACCCGAGACACCATATG

4 GGCGCGCCCACGGTGTTAGACATTTATCCCTT
GCGGCGAATACTTACAGCCATGTGAA ATCTTAATCTAGCTTTGGAGTCTTTCATATG

5 GGCGCGCCTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGG
GATTGTGCTAGCCAATC TCTAGAGAAAGATTAGAGTCACCATATG

6 GGCGCGCCCACGGTGTTAGACAATTAATCAT
CCGGCTCGATACTTACAGCCATGATTC ATCTTAATCTAGCCCGGGAGCATTTCATATG

7 GGCGCGCCTCGACATCAGGAAAATTTTTCTG
ATACTTACAGCCATGCGGA TCTAGAGAAAGACAGGACCCACCATATG

8 GGCGCGCCCACGGTGTTAGACATCAGGAAAA
TTTTTCTGATACTTACAGCCATCGACC TCTAGAGAAAGAGCCGACATACCATATG

9 GGCGCGCCTTTATAGCTAGCTCAGCCCTTGGT
ACAATGCTAGCGCCTG ATCTTAATCTAGCCTGGGATCGTTTCATATG

10 GGCGCGCCTTTATGGCTAGCTCAGTCCTAGGT
ACAATGCTAGCCATAC ATCTTAATCTAGCCCAGGAACGTTTCATATG

1

Эффективная 
экспрессия

GGCGCGCCTTGACATCGCATCTTTTTGTACCT
ATAATGTGTGGATAGAGT

AATCTCATATATCAAATATAGGGTGGATCA
TATG

2 GGCGCGCCAAAAAGAGTATTGACTTCAGGAA
AATTTTTCTGTATAATGTGTGGATGTTCA

AATCTCATATATCAAATATAAGGCGGATCA
TATG

3 GGCGCGCCAAAAAGAGTATTGACTATTAATC
ATCCGGCTCGTATAATAGATTCATTGAAG ATTAAAGAGGAGAAATTACATATG

4 GGCGCGCCTTGACATCGCATCTTTTTGTACCT
ATAATAGATTCATGATGA AAAGATCTTTTAAGAAGGAGATATACATATG

5 GGCGCGCCTTGACATAAAGTCTAACCTATAG
GATACTTACAGCCATACAAG AAAGAGGAGAAATTACATATG

6 GGCGCGCCTTGACATCAGGAAAATTTTTCTG
TAGATTTAACGTATAGGTA

AATCTCATAAATCAAATATAAGGGGGATC
ATATG

7 GGCGCGCCAAAAAGAGTATTGACTTCGCATC
TTTTTGTACCTATAATAGATTCATTGCTA GAATTCATTAAAGAGGAGAAAGGTCATATG

8 GGCGCGCCAAAAAGAGTATTGACTTCGCATC
TTTTTGTACCCATAATTATTTCATTCACA

AATCTCATATCTCAAATATAAGGGGGATCA
TATG

9 GGCGCGCCAAAAAATTTATTTGCTTTTTATCC
CTTGCGGCGATATAATAGATTCATCTTAG

AATCTCATAGATCAAATATAGGGGGGATC
ATATG

10 GGCGCGCCAAAAAATTTATTTGCTTTCGCAT
CTTTTTGTACCTATAATGTGTGGATAATAA ATCTTAATCTAGCGGGGGAGAATTTCATATG

Примечание: примеры комбинаций последовательностей промотора и сайта посадки рибосомы выбраны 
с учетом наибольших и наименьших значений уровня РНК и трансляции, соответственно, для эффективной 
и неэффективной экспрессии белка; подчеркнуты последовательности сайтов рестрикции; последние пять 
нуклеотидов последовательностей промотора служат уникальным баркодом для определения места начала 
транскрипции. Последовательности приведены в ориентации 5’→3’. 

степени на уровень белка, так как на эффектив-
ность трансляции влияет и выбор сайта посадки 
рибосомы, и, возможно, другие факторы [67].

В ряде работ с применением метода Flow-seq из-
учено влияние последовательностей 5’-нетрансли-
руемых областей разного размера и их отдельных 

участков на эффективность синтеза репортерного 
флуоресцентного белка [2, 39, 71–74]. 

Варьирование спейсерных участков, расположен-
ных между последовательностью Шайна–Дальгарно 
и старт-кодоном, позволило создать библиотеки не-
большого размера, где 4 и 6 нуклеотидов данного 
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участка были рандомизированы. При этом удалось 
получить 100- [39] и 1000-кратную [71] разницу 
между самым высоким и самым низким количе-
ством белка на выходе соответственно. В первом 
случае в число самых эффективных и не эф-
фективных вошли следующие последовательно-
сти спейсерного участка: cAAAAcau, cGAAAcau, 
cAUAAcau, cAUAUcau и cCCGCcau, cCUCUcau, 
cCGCUcau, cCCGUcau соответственно, окружен-
ные с 5’-конца последовательностью SD (GGAG), 
а с 3’-конца старт-кодоном (AUG). Во втором слу-
чае среди последовательностей, следующих за SD 
(AAGAAGGA), предшествующих старт-кодону 
(AUG) и обеспечивающих наибольшую экспрес-
сию, можно выделить gacUAGAGC, gacUGUAAG, 
gacAAAACC, gacGUGGUU. Интересно, что в обоих 
случаях среди самых эффективных встречается по-
следовательность CAAAAC.

В первом случае для создания библиотеки ис-
пользовали одноцепочечные олигонуклеотиды 
с четырьмя рандомизированными нуклеотидами 
в спейсерном участке и необходимыми сайтами 
рестрикции для последующего встраивания в век-
тор перед старт-кодоном гена флуоресцентного 
белка CER. Полученный таким образом набор кле-
ток подвергали сортировке, а выделенные вариа-
тивные участки плазмид использовали для NGS-
секвенирования [39]. 

Во втором случае с целью оптимизации синтеза 
двух конкретных белков, кодируемых генами araHWT 
и narKWT, их кодирующие последовательности были 
соединены с участком, кодирующим добавочную 
последовательность TEV-GFP-His8, где TEV – сайт 
распознавания протеазой вируса гравировки таба-
ка (ВТМ/TEV – tobacco etch virus), His8 – восьми-
гистидиновый таг для дальнейшей очистки. Таким 
образом, измеряемая флуоресценция GFP может 
отражать уровни экспрессии интересующих генов. 
Для создания библиотеки использовали вектор, 
включающий описанный сложный кодирующий уча-
сток под контролем Т7-промотора, и два праймера, 
обратный из которых был константным, а прямой 
содержал по шесть вариативных нуклеотидов перед 
и после старт-кодона, причем последние удовлетво-
ряли синонимичным заменам кодонов. Экспрессию 
индуцировали ИПТГ, после чего клетки сортировали 
с помощью FACS на отдельные фракции по интен-
сивности флуоресценции белка GFP. Далее из полу-
ченных фракций выделяли библиотеки плазмидных 
ДНК и подвергали их высокопроизводительному 
секвенированию [71]. 

Анализ результатов секвенирования нескольких 
десятков тысяч различных вариантов мРНК, по-
лученных в двух описанных выше экспериментах, 

показал, что низкое содержание GC-нуклеотидов 
и отсутствие (или минимизация) вторичной струк-
туры мРНК в исследуемом спейсерном участке спо-
собствуют увеличению количества синтезируемого 
белка [39, 71]. Поэтому для увеличения выхода син-
тезируемого белка кажется разумным использовать 
олигоадениловые или другие А-богатые спейсеры 
между последовательностью SD и старт-кодоном, 
избегая при этом цитидиновых оснований, хотя 
не стоит исключать некоторые конкретные мРНК 
с А-богатыми спейсерными участками, которые мо-
гут маскировать сайт инициации трансляции в сво-
ей вторичной структуре, если, например, начало ко-
дирующей области будет U-богатым. 

Эти результаты необходимо учитывать при ди-
зайне репортерных плазмид, когда уровень экс-
прессии экзогенных генов планируют регулировать 
в соответствии с конкретной биотехнологической 
потребностью. Для коэкспрессии генов, продукты 
которых должны синтезироваться в определенном 
стехиометрическом соотношении, например, когда 
белки являются субъединицами гетеромультимер-
ного комплекса, уровни экспрессии этих генов мож-
но отрегулировать путем правильного подбора спей-
серных участков.

Определение чувствительности к незначитель-
ным изменениям в последовательности регулятор-
ных элементов в 5’-UTR, таких, как последователь-
ность Шайна–Дальгарно, представляет сложную 
задачу, поскольку небольшие изменения в составе 
5’-UTR могут привести к непредсказуемым измене-
ниям в уровне экспрессии гена [34, 75]. Зависимость 
эффективности трансляции от последовательности 
5’-UTR делает возможной эффективную и мульти-
плексную инженерию при условии, что создаваемые 
модели способны адекватно предсказывать эти из-
менения [73]. 

В качестве еще одного инструмента для проек-
тирования уровня экспрессии генов в биоинжене-
рии разработана EMOPEC, представляющая собой 
почти полную базу данных измеренных с помощью 
Flow-seq уровней экспрессии gfp в зависимости 
от присутствия той или иной последовательности 
SD [76]. 

Хорошо известно, что влияние конкретной SD 
в значительной степени зависит от ее генетического 
контекста [32]. Соответственно, следует соблюдать 
особую осторожность при повторном применении 
измеренных уровней экспрессии в биоинженерии 
метаболических путей или в синтетической биоло-
гии, поскольку сайт связывания рибосомы сильно 
зависит от локальной вторичной структуры мРНК. 
Однако если последовательности Шайна–Дальгарно 
можно модифицировать, минимально воздействуя 
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при этом на вторичную структуру в данной области 
мРНК, то относительный порядок силы экспрессии 
конкретной SD вероятно сохранится [73]. Данные 
особенности учитываются при использовании ал-
горитма в базе EMOPEC, что позволяет протести-
ровать широкий спектр уровней экспрессии генов 
при минимальных изменениях в последовательно-
сти SD. Это делает возможным параллельное и эф-
фективное редактирование генома, настраивающее 
уровень экспрессии генов.

Метод Flow-seq многократно использовался 
для того, чтобы понять, как нуклеотидные после-
довательности различных участков 5’-UTR влияют 
на эффективность трансляции. В частности, такому 
исследованию подвергали сайты посадки рибосомы 
с фиксированной последовательностью SD [74], 5’-
UTR разной фиксированной длины [2] или природ-
ные 5’-UTR разной длины [77], а также standby-
сайты и спейсерные участки [72]. Анализ десятков 
тысяч проверенных вариантов позволил получить 
разницу в пределах 4 и даже 5 порядков в эффек-
тивности синтеза репортерного белка. Причeм за-
мена одного репортeрного белка другим зачастую 
не влияла на общую тенденцию распределения по-
следовательностей, задающих тот или иной уро-
вень биосинтеза белка, что указывает на то, что эти 
изменения определяются именно вариабельными 
участками мРНК. Схожие наблюдения, связан-
ные с низкой стабильностью вторичной структуры 
и консервативностью последовательности SD, про-
слеживались в случае вариантов, определяющих 
высокую эффективность трансляции [2]. Те же фак-
торы выявлены как значимые для эффективности 
трансляции репортерного гена, перед которым на-
ходился набор природных 5’-UTR, однако в данном 
случае вариабельность эффективности трансляции 
была значительно меньше, чем в случае библиотеки 
полностью рандомизованных последовательностей 
5’-UTR [77]. Встречались и отдельные случаи, сви-
детельствовавшие о присутствии AU-богатых эн-
хансеров на 5’-конце в standby-сайте, низкой доле 
цитидиновых оснований, множественных SD, AG-
повторов в 5’-UTR мРНК, обеспечивающих высокий 
уровень репортерного белка [2].

Сходный подход использовали и для выясне-
ния влияния редких кодонов в начале кодирую-
щей области мРНК на эффективность трансляции 
[78]. Согласно наблюдениям, редкие кодоны чаще 
встречаются в начале кодирующей области природ-
ных генов, особенно тех, которые экспрессируются 
на высоком уровне, что, возможно, важно для обе-
спечения высокого уровня биосинтеза белка [64, 
79–82]. По другим данным, редкость кодонов в на-
чале кодирующей области это просто следствие от-

бора, движущей силой которого служит стремление 
минимизировать вторичную структуру в начале 
кодирующей области мРНК [19, 78, 82]. В научной 
литературе продолжается дискуссия о причинах 
и следствиях возникновения кластера редких ко-
донов в начале кодирующих областей и о том, на-
сколько эти кластеры влияют на эффективность 
трансляции. Возможными причинами расхождения 
во мнениях могут быть особенности получения дан-
ных, на которых эти мнения основаны. В частности, 
различные научные группы использовали для сво-
их выводов природные [79–84] или синтетические 
последовательности [80, 85–90], а также несколько 
различающиеся способы анализа [79–90]. 

Для выяснения причин повышенной частоты 
встречаемости редких кодонов в начале кодирую-
щей области генов бактерий и ее функциональной 
роли на основе массива олигонуклеотидов была соз-
дана большая библиотека, насчитывающая 14234 
комбинации из двух промоторов (сильного и сла-
бого), четырех сайтов посадки рибосомы (сильного, 
среднего, слабого и природного) и последовательно-
стей первых 13 кодонов 137 генов E. coli. Подобные 
регуляторные элементы были помещены перед ге-
ном эффективно сворачивающегося зеленого флу-
оресцентного белка (sfGFP) в плазмиде, c которой 
конститутивно коэкспрессируется белок mCherry 
[78]. Во всей полученной библиотеке измерили 
уровни ДНК, РНК и белков с помощью DNA-seq, 
RNA-seq и Flow-seq соответственно. 

Гипотеза о “codon ramp” гласит о медленной 
трансляции первых N-концевых кодонов коди-
рующей области, что в дальнейшем способствует 
уменьшению остановок рибосомы во время био-
синтеза белка [79, 88, 89]. Некоторое увеличение 
эффективности трансляции при наличии редких 
кодонов в начале кодирующей области можно объ-
яснить изменением вторичной структуры мРНК, 
а не редкостью кодонов как таковых [78]. Наконец, 
профили покрытия рибосом показали, что концен-
трация тРНК, которая, собственно, и предопределя-
ет эффективность использования кодонов, не кор-
релирует со скоростью трансляции. Специфические 
редкие кодоны могут создавать внутренние мотивы, 
похожие на последовательность SD, которые, в свою 
очередь, могут влиять на эффективность трансля-
ции в клетках E. coli [64]. Поиск ассоциации между 
внутренними SD-схожими мотивами и изменениями 
экспрессии привел к обнаружению слабой, но стати-
стически значимой связи. 

Изучение влияния синонимических мутаций 
на эффективность трансляции позволило сделать 
следующий вывод [85]. Присутствие редких кодонов 
в E. coli, часто А/Т-богатых в третьем положении, 
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чаще коррелирует с увеличением экспрессии, чем 
наличие синонимичных кодонов, оканчивающиеся 
на G/C, что указывает на связь с вторичной струк-
турой мРНК [85]. Также показано, что уменьшение 
GC-контента коррелирует с увеличением экспрес-
сии белка [78]. С помощью предсказания вторичной 
структуры РНК для первых 120 оснований каждого 
транскрипта с использованием специализированной 
на укладке нуклеиновых кислот программы NUPACK 
[91] обнаружено, что увеличение силы вторичной 
структуры коррелирует с уменьшением уровня экс-
прессии, что объяснило большую вариацию, чем лю-
бое другое изменение, оцененное ранее [78].

Позже проанализировали более 30 × 103 вариан-
тов кодонов в положениях 2–11 кодирующей обла-
сти репортерного флуоресцентного белка, получен-
ных в ходе рандомизации первых 30 нуклеотидов, 
следующих за старт-кодоном. Ген второго флуо-
ресцентного белка оставался неизменным и слу-
жил внутренним контролем. Созданная библиотека 
плазмид была исследована с помощью метода Flow-
seq [28], что позволило подтвердить отрицательное 
влияние вторичной структуры мРНК на эффектив-
ность трансляции, в то время как положительная 
роль редких кодонов в начале кодирующей области 
в экспрессии гена не наблюдалась. 

В то же время были выявлены следующие за-
кономерности. Некоторые кодоны, находясь в нача-
ле кодирующей области, положительно (AUG, AGA, 
GUA, GCA, CAC, CGA, UAC, AAA, кодирующие до-
полнительный Met помимо инициаторного, положи-
тельно заряженные аминокислоты Arg, Lys, His, ги-
дрофобные алифатические Ala, Val и ароматический 
Tyr), а некоторые отрицательно (CUC, CCC, CCG, 
CUG, GGA, GGG, GGC, GCC, кодирующие гидрофоб-
ные алифатические аминокислоты и аминокислоты 
с большей или меньшей конформационной свободой 
по сравнению с остальными аминокислотами Leu, 
Pro, Gly, Ala) влияют на уровень экспрессии. Чем 
ближе соответствующий кодон к инициаторному, тем 
сильнее его влияние. Дополнительные старт-кодоны 
в рамке считывания способствуют трансляции. 
Присутствие в N-концевой области белка аминокис-
лот, на синтез которых клетка тратит много ресурсов, 
отрицательно сказывалось на эффективности синте-
за таких белков в бедной среде. 

Применение метода Flow-seq не ограничивает-
ся приведенными примерами. Этот метод приме-
няют также для оценки (с помощью репортерных 
конструкций как биосенсоров в различных штам-
мах бактерий, в том числе и нокаутных [92]) эф-
фектов, влияющих на гликолитические процессы, 
для оценки терминаторных последовательностей 
[93], определения генов, вовлекаемых в изменения 

конкретного метаболического пути (с использовани-
ем биосенсорных конструкций [94]) и решения дру-
гих задач, например, исследования сплайсинга [95].

ВКЛАД FLOW-seq В СИНТЕТИЧЕСКУЮ БИОЛОГИЮ
Синтетическая биология – это недавно появившаяся 
область науки, связанная с дизайном и созданием 
живых организмов или отдельных процессов в при-
родных организмах [96–98]. Возникла и развивает-
ся данная дисциплина благодаря сочетанию техно-
логий генной инженерии и рекомбинантных ДНК 
с компьютерным моделированием. Таким образом, 
синтетическая биология стремится определить по-
ведение организмов и процессов в них, чтобы потом 
модифицировать и объединять их в сложных кон-
кретных задачах. Для надежной работы синтетиче-
ских составных систем необходимо, чтобы состав-
ляющие систему белки образовывались в заранее 
заданных соотношениях [97].

Созданы три программы-калькулятора, которые 
оценивают эффективность трансляции на основе 
последовательностей 5’-UTR мРНК, так как счита-
ется, что общая скорость трансляции пропорцио-
нальна скорости инициации. Такие калькуляторы, 
как показано, дают адекватные оценки уровня био-
синтеза белка. 

Первым из трех калькуляторов является RBS 
Calculator [33, 99]. В основу его создания как ме-
тода предсказательного дизайна контролируе-
мой инициации трансляции и белкового синтеза 
в бактериях [32, 33] легла ранее рассмотренная 
термодинамическая модель. Использование этого 
метода позволяет изменять эффективность транс-
ляции в диапазоне 5 порядков величины [33, 34]. 
Однако предсказания, сделанные с помощью RBS 
Calculator, не всегда совпадают с эксперименталь-
ными данными, полученными как с помощью Flow-
seq, так и путем тестирования индивидуальных 
репортерных конструкций [2]. 

Еще один вычислительный метод моделирова-
ния 5’-UTR, способный предсказывать эффектив-
ность трансляции по последовательности мРНК 
с той или иной 5’-UTR – UTR Designer или UTR 
Library Designer [100, 101]. В этом методе, сходном 
с программой RBS Calculator, используется термо-
динамический параметр, определяемый как разни-
ца в свободной энергии Гиббса до и после сборки 
инициаторного комплекса 30S на мРНК, и учиты-
вается аффинность взаимодействия рибосомы и до-
ступность мРНК и рибосомы. Как и RBS Calculator, 
эта программа имеет два варианта дизайна: в пря-
мом происходит генерирование 5’-UTR с заданным 
уровнем эффективности трансляции желаемой по-
следовательности белка. В обратном варианте пред-
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сказывается уровень биосинтеза белка с введенной 
последовательности мРНК с 5’-UTR и первыми 35 
нуклеотидами белок-кодирующей области. Принцип 
работы описанного метода создания библиотеки 
мРНК с различными 5’-UTR заключается в гене-
рировании последовательностей 5’-UTR с помощью 
рандомизации нуклеотидов, комбинаторного перебо-
ра вариантов конструкций с выбором тех, которые 
будут обеспечивать желаемый уровень трансляции 
белка. Более того, можно отметить константную 
часть в 5’-UTR, присутствие которой обязательно 
в результирующей последовательности, тогда ком-
бинаторный перебор будет затрагивать только ее 
окружение. Валидация данного метода проведена 
на двух библиотеках 5’-UTR, содержащих 16 по-
следовательностей с разными уровнями трансля-
ции в заданном диапазоне, с использованием флу-
оресцентного репортера; результаты предсказания 
in silico хорошо соответствовали измеренным дан-
ным in vivo [100]. Однако далеко не всегда предска-
зания описанного подхода коррелируют с резуль-
татами, полученными in vivo на других выборках 
последовательностей 5’-UTR в выбранном диапазо-
не эффективностей биосинтеза белка.

Последний RBS Designer, как и два предыду-
щих, рассчитывает свободные энергии, но отли-
чается по методу расчета скорости трансляции. 
Имея в основе стационарную кинетическую модель, 
этот калькулятор оценивает вероятность связы-
вания конкретной мРНК с рибосомой (эффектив-
ность трансляции), исходя из вероятности доступ-
ности представленного участка мРНК, содержащего 
RBS, и аффинности связывания рибосомы. Каждая 
из этих программ показала схожую точность пред-
сказания [97].

На данный момент представлено несколько моде-
лей предсказаний, построенных благодаря большо-
му количеству данных, полученных методами круп-
номасштабного секвенирования, анализу различных 
библиотек и результатам других генно-инженерных 
методов. В качестве примера можно привести воз-
можное предсказание сайтов инициации транс-
ляции, полезное для локализации белок-кодирую-
щих участков генов при компьютерной аннотации 
бактериальных и архейных геномов [102], а также 
предсказание возможных геномных последователь-
ностей, которые соответствуют функциональным 
мотивам РНК [103], или же предсказание уровня 
экспрессии генов с новыми комбинациями генети-
ческих элементов [75]. 

Даже экспериментальная проверка эффективно-
сти трансляции, определяемой каким-либо участ-
ком связывания в модельной системе, не может 
гарантировать, что такая же эффективность будет 

наблюдаться, если заменить последовательность 
кодирующей области. Так происходит, например, 
из-за образования вторичных структур при ком-
плементарности кодирующей области и 5’-UTR. 
Для того, чтобы сделать уровень экспрессии любого 
гена, экспрессируемого в гетерологичной системе, 
более предсказуемым, было проведено исследование 
с помощью специально созданных бицистронных 
конструкций. В этом исследовании короткая стан-
дартная рамка считывания предшествовала кодиру-
ющей области репортера, эффективность экспрес-
сии которого определяли цитофлуориметрически. 
Рамки перекрывались с помощью рандомизиро-
ванного участка реинициации трансляции. Таким 
образом установлено, что использование реиници-
ации снимает зависимость эффективности транс-
ляции от кодирующей области второго гена. В та-
ком искусственном опероне в качестве второго гена 
использовали как gfp, так и rfp. Результирующие 
уровни экспрессии этих разных генов хорошо кор-
релировали между собой [75].

Таким образом, экспериментальное определение 
эффективности экспрессии с помощью цитофлуо-
риметрии или Flow-seq можно прямо и надежно ис-
пользовать при создании экспрессионных конструк-
ций в синтетической биологии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Flow-seq-метод комбинирует гибкие способы генной 
биоинженерии с клеточной сортировкой на основе 
проточной цитометрии и глубокого секвенирова-
ния ДНК, чтобы обеспечить всестороннюю оценку 
взаимосвязей между генотипом и фенотипом. Одно 
из применений Flow-seq заключается в изучении 
влияния специфических регуляторных элементов 
на синтез белка (табл. 1). Дизайн направленных 
изменений на основе репортерных конструкций 
с использованием генов флуоресцентных белков по-
зволяет быстро и эффективно выяснить вклад кон-
кретных вариантов регуляторных последовательно-
стей в эффективность синтеза белка. Как и другие 
методы изучения влияния элементов 5’-нетранс-
лируемой области мРНК на эффективность транс-
ляции, данный подход имеет свои особенности, 
которые следует учитывать при планировании 
комплексного и многоступенчатого эксперимента. 
Несмотря на большие возможности рассматривае-
мого метода, его применение имеет свои ограниче-
ния, обусловленные прежде всего сложностями, воз-
никающими на разных стадиях: при клонировании 
библиотеки ДНК, при сортировке клеток с разны-
ми соотношениями интенсивностей флуоресценции 
репортерных белков, при высокопроизводительном 
секвенировании, анализе полученных ридов и в по-
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следующих расчетах. В число ограничений входит 
и использование всего двух флуоресцентных белков 
или других детектируемых реагентов такого рода, 
поскольку существует возможность перекрывания 
спектров флуоресценции этих белков и, как след-
ствие, ошибок при регистрации сигналов. Тем не ме-

нее, метод Flow-seq широко используется в разных 
областях научных исследований и не теряет акту-
альность на протяжении многих лет. 

Работа выполнена при поддержке грантов 
РФФИ № 17-00-00369, 17-00-00366, 17-00-00367.
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РЕФЕРАТ Система эксцизионной репарации нуклеотидов (NER) удаляет из ДНК различные объемные 
повреждения, которые вызывают существенные искажения регулярной структуры двойной спирали. 
Такие повреждения, в основном ковалентные аддукты, сформированные по азотистым основаниям 
ДНК, могут появляться под действием ультрафиолетового и ионизирующего излучения, а также в ре-
зультате взаимодействия ДНК с химически активными веществами эндогенного и экзогенного проис-
хождения. В условиях роста количества повреждений ДНК, например, при проведении интенсивной 
химио- и комплексной терапии, а также при нарушении процессов репарации ДНК, объемные аддукты 
могут оказываться в составе кластерных повреждений. Кластерные повреждения представляют со-
бой два или более повреждений, расположенных в пределах одного или двух витков спирали ДНК. 
Несмотря на то что репарация одиночных повреждений ДНК системой NER в эукариотической клетке 
изучена достаточно полно, в механизме репарации объемных повреждений, расположенных в составе 
кластеров, многое остается неясным. Выявление структурных особенностей участков ДНК, содержащих 
нерепарируемые кластерные повреждения, представляет значительный интерес, в том числе ввиду вза-
имосвязи между эффективностью действия некоторых противоопухолевых препаратов и активностью 
клеточных систем репарации. В обзоре проанализированы данные о формировании кластерных по-
вреждений, содержащих объемные аддукты, потенциальной биологической значимости таких повреж-
дений, а также о методах оценки их количества, рассмотрены причины подавления катализируемой 
системой NER эксцизии объемных повреждений из состава кластеров.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА эксцизионная репарация нуклеотидов, объемные повреждения ДНК, кластерные по-
вреждения ДНК.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ B[a]P-dG – аддукт производного бенз[a]пирена с гуанином; BER – эксцизионная 
репарация оснований; BHD – β-шпилечный домен белка ХРС; CPD – циклобутан-пиримидиновый 
димер; ICL – межцепочечная сшивка ДНК; nAnt – ненуклеотидная вставка в ДНК с объемным антра-
ценилкарбамоильным заместителем; NER – эксцизионная репарация нуклеотидов; nFlu – ненуклео-
тидная вставка в ДНК с объемным флуоресцеинкарбамоильным заместителем; АР-сайт – апуриновый/
апиримидиновый сайт; ИИ – ионизирующее излучение.
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ВВЕДЕНИЕ
Система эксцизионной репарации нуклеотидов 
(nucleotide excision repair, NER) удаляет из ДНК 
разнообразные повреждения, подавляющая часть 
которых представляет собой объемные аддукты, 
вносящие существенные искажения в регуляр-
ную двухцепочечную структуру ДНК. Инициация 
процесса NER может проходить по двум путям: 

общегеномному (global genome, GG-NER) и сопря-
женному с транскрипцией (transcription-coupled, 
TC-NER). В cопряженном с транскрипцией пути 
узнаются повреждения, расположенные в транс-
крибируемых цепях активных генов [1, 2]. Процесс 
TC-NER запускается остановкой комплекса РНК-
полимеразы II, которая происходит при встрече 
фермента с объемным повреждением в транс-
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крибируемой цепи ДНК. По пути GG-NER уда-
ляются повреждения, расположенные во всем ге-
номе, включая его нетранскрибируемые участки 
и молчащий хроматин. Роль сенсора повреждений 
в GG-NER выполняют комплексы фактора XPC. 
Начиная со второго этапа репарации – верифика-
ции повреждения, процессы GG-NER и TC-NER 
осуществляются одним набором белковых факто-
ров и ферментов. Повреждения удаляются из ДНК 
вместе с окружающим их участком цепи длиной 
24-32 нуклеотидных звена. Образовавшаяся брешь 
заполняется с помощью репаративного синтеза 
(рис. 1) [3, 4]. В общей сложности в процессе NER 
участвует более 30 ферментов и белковых фак-
торов, последовательно формирующих на ДНК 
в районе повреждения комплексы переменного со-
става, вовлекая во взаимодействие обе цепи ДНК 
на участке, размер которого соответствует двум-
трем виткам спирали.

Несколько повреждений, находящихся в преде-
лах одного или двух витков спирали ДНК, называют 
кластерным повреждением (кластером) [5]. В состав 
кластеров могут входить различные поврежде-
ния: окисленные азотистые основания, АР-сайты 
и другие «необъемные» повреждения, разрывы це-
пей ДНК, а также звенья цепи ДНК, содержащие 

объемные аддукты [5–7]. В последние годы достиг-
нут большой прогресс в понимании процесса репа-
рации одиночных повреждений системой NER [8]. 
Механизм удаления объемных повреждений, рас-
положенных в составе кластеров, изучен не так хо-
рошо. В ряде исследований показано, что при появ-
лении дополнительного повреждения ДНК вблизи 
объемного аддукта часто снижается эффективность 
его удаления системой NER [9–11]. Кроме того, од-
новременная эксцизия повреждений, находящихся 
в противоположных цепях ДНК-дуплекса, может 
приводить к образованию двухцепочечных раз-
рывов, потенциально летальных для клетки [12]. 
С другой стороны, высокая активность систем репа-
рации в отношении индуцированных повреждений 
ДНК опухолевой клетки снижает эффективность 
действия противоопухолевых препаратов [13, 14]. 
Исследование механизмов взаимодействия белков 
репарации с повреждениями, находящимися в со-
ставе кластеров, выяснение взаимосвязи между 
структурой участка ДНК, содержащего поврежде-
ния, возникающие в ДНК клетки в процессе тера-
пии, и их устойчивостью к репарации, имеет, таким 
образом, и практическое значение.

В представленном обзоре проанализированы 
данные о репарации объемных повреждений ДНК, 

Повреждение ДНК

Узнавание повреждения

Верификация повреждения

Формирование комплекса инцизии

Инициация репаративного синтеза

Репаративный синтез и лигирование

Лигаза

5’-инцизия

3’-инцизия

Рис. 1. Схема процесса общегеномной NER
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входящих в состав кластеров, а также рассмотре-
на потенциальная биологическая значимость таких 
повреждений. Приведены примеры подавления экс-
цизии объемных повреждений в результате непро-
дуктивного для NER связывания сенсорного факто-
ра ХРС с поврежденной ДНК. Проанализированы 
особенности структуры участков ДНК, содержащих 
кластерные повреждения, устойчивые к удалению 
системой NER.

ВИДЫ ПОВРЕЖДЕНИЙ ДНК, УДАЛЯЕМЫХ СИСТЕМОЙ 
NER, И ПРИЧИНЫ ИХ ВОЗНИКНОВЕНИЯ
Объемные повреждения ДНК – в основном кова-
лентные аддукты азотистых оснований (рис. 2), об-
разуются в результате воздействия ультрафиоле-
тового излучения (пиримидин-(6,4)-пиримидоновые 
фотопродукты и циклобутан-пиримидиновые диме-
ры, структуры повреждений приведены на рис. 2А) 
и ионизирующего излучения (ИИ) высокой мощ-
ности (например, окисленные основания 8,5’-цикло-
2’-дезоксипурины, рис. 2Б, слева, и аддукты окис-
ленных метаболитов эстрогенов, рис. 2Б, справа) 
[15–17]. Объемные повреждения ДНК образуются 
также при попадании в организм химически актив-
ных либо активированных клеточным метаболизмом 
веществ: продуктов неполного сгорания топлив, на-
пример, производных бенз[а]пирена (рис. 2В, сле-
ва), компонентов табачного дыма – специфических 
для табака нитрозаминов (рис. 2В, справа) [18–20], 
веществ, способствующих формированию сшивок 
ДНК–белок [21], некоторых природных веществ (на-
пример, аристолоховых кислот) [22]. Многие из этих 
повреждений трудно репарируемы и имеют тенден-
цию к накоплению в организме [10, 23, 24].

Цитостатическое действие многих химиотера-
певтических препаратов основано на их способно-
сти формировать объемные аддукты при взаимо-
действии с ДНК. К таким препаратам относятся 
Pt-содержащие препараты (карбоксиплатин, ок-
салиплатин, цисплатин; структура цисплатиновой 
сшивки двух цепей ДНК представлена на рис. 2Г, 
сверху) [14, 25], алкилирующие варианты азотистых 
ипритов (мехлорэтамин, циклофосфамид, ацилфуль-
вен) [25, 26], малобороздочные лиганды, митомицины 
[27], а также лекарства антрациклинового ряда, спо-
собные формировать с ДНК ковалентные аддукты 
в присутствии эндогенного формальдегида (рис. 2Г, 
снизу) [28].

МЕТОДЫ ОЦЕНКИ КОЛИЧЕСТВА ОБЪЕМНЫХ 
ПОВРЕЖДЕНИЙ 
Определение количества повреждений ДНК являет-
ся сложной задачей, поскольку содержание повреж-
денных нуклеотидных звеньев в общем массиве 

ДНК ДНК ДНК

ДНК

ДНК

ДНК ДНК

ДНКДНК

ДНК

ДНК

Д
НК

цепь ДНК 1

цепь ДНК 2

А

Б

В

Г

Рис. 2. Примеры повреждений ДНК, удаляемых 
системой NER. А – УФ-индуцированные поврежде-
ния: пиримидин-(6,4)-пиримидоновый фотопродукт 
(слева) и циклобутан-пиримидиновый димер (справа). 
Б – ИИ-индуцированные повреждения: 8,5’-цикло-2’-
дезоксиаденозин (слева) и аддукт 4-гидроксиэквилени-
на с гуанином (справа). В – модификации, возникшие 
в результате действия на ДНК химически активных 
метаболитов веществ, попадающих в организм 
из окружающей среды: аддукт бензо[а]пирендиол
эпоксида c гуанином (слева) и пиридилоксобутильный 
аддукт гуанина (справа). Г – повреждения, возникаю-
щие при проведении химиотерапии: аддукт цисплатина 
с ДНК (сверху) и аддукт доксорубицина с ДНК (снизу)
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ДНК относительно мало, а их структура и свойства 
разнообразны. Для обнаружения и определения ко-
личества объемных аддуктов, возникающих в ДНК, 
используется широкий набор методов. Помимо ши-
роко известного варианта электрофореза на уров-
не одной клетки в щелочных условиях («щелочной 
метод ДНК-комет») [29], применяются методики, 
основанные на использовании радиоактивного ме-
чения с ограниченной специфичностью, но высокой 
чувствительностью, детектирующие один аддукт 
на 109-1010 нуклеотидов [30–32]. Кроме того, при-
меняются более селективные методики, основанные 
на использовании специфических к повреждению 
антител (уровень детекции – один аддукт на 108 
нуклеотидов) [18, 33, 34] и новых вариантов поли-
меразной цепной реакции [35]. Для определения 
количества повреждений методом атомной абсорб-
ционной спектрометрии необходим образец объемом 
10-50 мкл с предполагаемой концентрацией опреде-
ляемого элемента от 10-3 до 10-6 М [36].

Наиболее высокую точность оценки количества 
и специфичность в отношении типа повреждений 
обеспечивает применение масс-спектрометрических 
подходов. Единственное ограничение масс-спектро
метрического подхода состоит в том, что для по-
лучения количественных данных необходимо ис-
пользовать изотопно-меченый внутренний стандарт, 
чтобы можно было учесть образование и потерю по-
вреждений при обработке образца [37–41].

В некоторых случаях результаты количествен-
ных оценок расходятся, что может быть связано 
как с несовершенством использованных методик, 
так и с особенностями структуры исследуемых по-
вреждений [42]. Подобные расхождения особенно 
характерны для образцов тканей пациента, опухо-
левых тканей, перевиваемых опухолей, культивиру-
емых клеток пациента и «жидких биопсий», взятых 
у пациентов, – особенно в тех случаях, когда ис-
пользуется комплексная (комбинированная) тера-
пия [25]. Дальнейшее совершенствование методов 
оценки количества повреждений ДНК имеет важное 
значение как для выявления нежелательных ток-
сических воздействий на ДНК живого организма, 
так и для получения объективных данных о тера-
певтическом воздействии, выраженных в количе-
стве индуцированных повреждений, сохранившихся 
в ДНК.

МЕХАНИЗМЫ ИНДУКЦИИ КЛАСТЕРНЫХ 
ПОВРЕЖДЕНИЙ, СОДЕРЖАЩИХ ОБЪЕМНЫЕ 
АДДУКТЫ
По грубым оценкам, в ДНК человеческой клет-
ки ежедневно образуются 104-106 повреждений 
[12]. В результате поврежденным оказывается 

лишь ~0.0002-0.02% человеческого генома. Однако 
повреждения ДНК распределяются по геному не-
равномерно, часто концентрируясь в определенных 
позициях, называемых «горячие точки мутагенеза». 
Расположение горячих точек отражает как свойства 
мутационного процесса – преобладающий тип мута-
гена, воздействующего на организм, эффективность 
работы репаративной и репликативной машин, 
так и структурные и функциональные особенности 
контекста ДНК [43].

Концентрация повреждений в определенных 
участках генома обусловлена множеством факто-
ров: структурой и количеством химически активных 
молекул, действующих на организм, механизмом 
взаимодействия этих молекул с ДНК, нуклеотид-
ной последовательностью и локальной структурой 
ДНК, а также степенью компактизации хромати-
на [43]. Способы взаимодействия малых молекул 
с ДНК включают интеркаляцию, внедрение в малую 
и большую бороздки ДНК, связывание с одноцепо-
чечными участками ДНК и сочетание различных 
типов взаимодействия, а также последующее фор-
мирование ковалентных аддуктов с азотистыми ос-
нованиями нуклеотидных звеньев [44].

Значительную часть веществ, образующих уда-
ляемые системой NER аддукты, составляют элек-
трофильные соединения, которые взаимодейству-
ют с нуклеофильными атомами в составе ДНК. 
Наиболее реакционноспособными являются N7, N2, 
C8 и O6 позиции гуанина, N1, N3 и N7 позиции аде-
нина, O2 и O4 позиции тимина, O2 и N4 позиции ци-
тозина [45]. Так бенз[а]пирен-7,8-диол-9,10-эпоксид 
предпочтительно реагирует c экзоциклической N2 
аминогруппой гуанина, расположенной в малой бо-
роздке ДНК. Предполагается, что расположенные 
таким образом трудно репарируемые бенз[a]пирено
вые аддукты наиболее часто встречаются в ДНК 
клеток млекопитающих [46]. Афлатоксин В1 экзо-
8,9-эпоксид, активированный метаболит афлатокси-
на В1, предпочтительно взаимодействует с dG:dC-
богатыми регионами ДНК и формирует аддукт с N7 
гуанина [47, 48]. Широко известный канцерогенный 
ароматический амин, N-2-ацетиламинофлуорен, 
образует аддукты по позиции C8 гуанина [49, 50]. 
Химиотерапевтические препараты на основе пла-
тины после метаболической активации предпочти-
тельно взаимодействуют с dG-богатыми участками 
ДНК [51].

Вероятность возникновения кластерных повреж-
дений в ДНК существенно возрастает при интен-
сивных воздействиях на клетку, например, при про-
ведении интенсивной химиотерапии и комплексной 
терапии, включающей воздействие радиоактивного 
излучения или дополнительных химиопрепаратов 



42 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 4 (55) 2022

ОБЗОРЫ

[5, 52, 53]. Наиболее часто протоколы комбинирован-
ной терапии используются в случаях, когда базо-
выми препаратами являются производные платины, 
применение которых часто осложняется врожден-
ной или приобретенной устойчивостью к их дей-
ствию. Комбинированная терапия в этих случаях 
может включать антимитотики, терминирующие 
аналоги нуклеозидов, ингибиторы топоизомеразы, 
а в последнее время такие препараты, как пакли-
таксел, гемицитабин, а также доксорубицин, кото-
рый преимущественно интеркалирует в сайты, обо-
гащенные dG:dC-парами, формируя водородную 
связь с dG в одной цепи, а в присутствии формаль-
дегида образует ковалентные аддукты с dG в про-
тивоположной цепи (рис. 2Г, снизу) [28].

Повышенный уровень накопления окислительных 
повреждений характерен для опухолевых [54, 55] 
и воспаленных тканей [56]. Ионизирующее излуче-
ние индуцирует повреждение ДНК как посредством 
прямой ионизации (30-40% ИИ-индуцированных 
повреждений), так и путем воздействия свобод-
ных радикалов, образующихся при радиолизе воды 
[57]. Установлено, что действие γ- и рентгеновского 
излучения может приводить к образованию двух 
или более АР-сайтов, а также окисленных произво-
дных азотистых оснований и разрывов цепей ДНК 
в пределах двух-трех витков спирали ДНК [58, 59]. 
При воздействии ИИ кластерные повреждения, со-
стоящие из АР-сайтов и окисленных оснований, об-
разуются примерно в 4 раза чаще, чем двухцепо-
чечные разрывы [60, 61].

АР-сайты, одни из  самых многочисленных 
окислительных повреждений ДНК, возникающих 
при самых разных типах воздействий [62, 63], могут 
существовать в виде двух находящихся в равнове-
сии форм: альдегида с открытым кольцом и зам-
кнутого полуацеталя. Альдегидная форма обладает 
высокой реакционной способностью, которая спо-
собствует образованию вблизи AP-сайтов допол-
нительных повреждений. В результате реакции 
альдегидной формы AP-сайта с экзоциклической 
аминогруппой остатка аденина или гуанина, на-
ходящихся в противоположной цепи, могут возни-
кать опасные повреждения ДНК – межцепочечные 
сшивки (ICL) [64]. Присутствие 20-40 ICL на клет-
ку смертельно для клеток млекопитающих с дефи-
цитом репарации [65]. Эти повреждения блокиру-
ют разделение двух цепей ДНК, что необходимо 
для протекания процессов транскрипции и реплика-
ции. Следовательно, ICL действуют как абсолютный 
блокатор основных клеточных процессов и особенно 
вредны для быстро делящихся клеток. Это приве-
ло к широкому использованию сшивающих агентов 
в качестве противоопухолевых средств. Пути репа-

рации ICL до сих пор окончательно не определены; 
считается, что в покоящихся клетках в репарации 
ICL участвуют белки системы NER [65]. Кроме того, 
в результате реакций альдегидной формы AP-сайта 
образуются такие объемные аддукты, как внутри-
цепочечные сшивки, моноаддукты и ДНК–белковые 
сшивки [64, 65].

Препараты-радиомиметики, используемые в хи-
миотерапии онкологических заболеваний, оказы-
вают на ДНК действие, аналогичное радиоактив-
ному излучению. Они также могут способствовать 
появлению множественных повреждений ДНК, 
состоящих из одно- и двухцепочечных разрывов 
и АP-сайтов [66, 67]. В качестве примера таких 
препаратов можно привести блеомицин – глико-
пептид с выраженными цитотоксическими и мута-
генными свойствами, вырабатываемый бактериями 
Steptomyces verticillus. Одна часть молекулы блео-
мицина связывается в малой бороздке ДНК и мо-
дифицирует ее азотистые основания, в то время 
как другая способна вступать в реакции с иона-
ми металлов (например, Fe(II)), а также с кисло-
родом. Действие образующихся активных форм 
кислорода может приводить к возникновению в 
смежных участках ДНК окислительных повреж-
дений [66, 68].

На процесс возникновения кластерных поврежде-
ний влияет также доступность конкретных участ-
ков ДНК для воздействия повреждающего агента. 
Белки хроматина защищают ДНК от повреждающе-
го воздействия ИИ, свободных радикалов и геноток-
сических химических соединений [69–71].

Присутствие объемных повреждений, напротив, 
индуцирует значительное локальное ослабление 
Уотсон–Криковских взаимодействий и, как след-
ствие, облегчает доступность ДНК для окислитель-
ных и других повреждающих агентов, повышает 
вероятность спонтанного гидролиза гликозидных 
связей и образование AP-сайтов. Таким образом, 
наличие спонтанно образовавшихся или индуциро-
ванных объемных аддуктов повышает вероятность 
возникновения кластерных повреждений в окружа-
ющем их участке ДНК [62, 72]. Показано, например, 
что воздействие даже низких доз радиоактивного 
облучения на ДНК, содержащую платиновые аддук-
ты, повышает вероятность возникновения кластер-
ных повреждений в 1.5-2.5 раза [73, 74]. Учитывая, 
что кластерные повреждения часто трудно репа-
рируемы, такие воздействия при проведении ком-
плексной терапии могут способствовать накоплению 
платиновых аддуктов в ДНК раковых клеток, не-
смотря на то, что для раковых клеток в некоторых 
случаях характерна повышенная активность систем 
репарации ДНК [75, 76].



ОБЗОРЫ

 ТОМ 14 № 4 (55) 2022 | ACTA NATURAE | 43

УЗНАВАНИЕ ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК СИСТЕМОЙ 
ОБЩЕГЕНОМНОЙ NER
В процессе общегеномной NER первичное узнава-
ние участка ДНК, содержащего объемное повреж-
дение, происходит без непосредственного контакта 
белка-сенсора ХРС с самим повреждением [3, 77, 
78]. Как уже отмечено, объемные повреждения вы-
зывают изменения регулярной структуры дцДНК, 
которые часто сопровождаются дестабилизацией 
молекулы и формированием флуктуирующих одно-
цепочечных участков, к которым ХРС проявляет 
повышенное сродство. При поиске повреждения 
XPC перемещается вдоль молекулы ДНК в режиме 
повторяющихся ассоциаций-диссоциаций, форми-
руя с ДНК множество короткоживущих комплексов, 
что позволяет ему «обходить препятствия» – белки, 
связанные с ДНК [79].

Более детальное представление о том, как про-
исходит первая стадия процесса NER, получено 
в результате данных, полученных при проведении 
биохимических экспериментов, таких, как фотоаф-
финная модификация и равновесное флуоресцент-
ное титрование, с рекомбинантным белком XPC че-
ловека и его дрожжевым ортологом Rad4, а также 
данных рентгеноструктурного анализа комплекса 
белка Rad4 с ДНК, содержащей циклобутан-пири-
мидиновый димер [77, 80]. В структуре ХРС присут-
ствуют три домена, содержащих β-шпильки: BHD1, 
BHD2 и BHD3 (рис. 3) [77]. На первой стадии узна-
вания повреждения домены BHD1 и BHD2 фактора 
ХРС выявляют участки ДНК с ослабленными во-
дородными связями. Распознавание участков с ос-
лабленной регулярной двухцепочечной структурой 
ДНК происходит путем последовательного взаи-
модействия «ароматического сенсора» – располо-
женных в домене BHD2 аминокислотных остатков 
Trp690 и Phe733 – с ароматическими гетероцикла-
ми азотистых оснований нуклеотидных звеньев [81, 
82]. Субдомен, в котором находится ароматический 
сенсор белка ХРС, имеет сходство с олигонуклео-
тид/олигосахаридсвязывающим мотивом, типичным 
для белков, предпочтительно взаимодействующих 
с одноцепочечной ДНК, например RPA [81–83]. 
Домены BHD1 и трансглутаминазный домен бел-
ка XPC связываются с сегментом неповрежденной 
ДНК протяженностью 11 п.н. с 3’-стороны от по-
вреждения, закрепляя белок на ДНК [82].

Затем происходит формирование более специфи-
ческого комплекса ХРС с ДНК в непосредственной 
близости от повреждения. В этом комплексе с по-
следовательностью из 4 нуклеотидов неповрежден-
ной цепи, расположенных напротив повреждения, 
взаимодействуют два β-шпилечных домена, BHD2 
и BHD3 (рис. 3) [77, 84]. Структурные исследова-

ния комплекса дрожжевого белка-ортолога Rad4 
с поврежденной ДНК [77] позволили заключить, 
что в результате связывания BHD2/3 не только по-
врежденное звено, но и два неповрежденных азо-
тистых основания, расположенных в комплементар-
ной цепи, вытесняются из дуплекса ДНК, который 
принимает вывернутую открытую конформацию. 
Длинная β-шпилька, выступающая из BHD3, встра-
ивается в ДНК, тем самым стабилизируя структу-
ру, возникшую при выворачивании нуклеотидов. 
При этом остов ДНК изгибается примерно на 40°. 
Образуется комплекс XPC–ДНК специфической 
структуры, в формирование которого вовлечен до-
статочно протяженный участок ДНК вблизи по-
вреждения (рис. 3).

Селективность поиска повреждений определяется 
соотношением времени формирования комплексов 
XPC с ДНК и времени их существования. Как пра-
вило, продуктивные для NER комплексы характе-
ризуются более коротким временем формирования 
и оптимальным по продолжительности временем 

XPC
Повреждение 

ДНК

Рис. 3. Схематическое изображение узнавания по-
врежденного участка ДНК белком ХРС. Повреждение 
ДНК обозначено розовым цветом, трансглутаминаз-
ный (TGD) домен фактора ХРС выделен фиолетовым 
цветом, домен BHD1 – желтым; домен BHD2 – голу-
бым; домен BHD3 – зеленым
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жизни [85, 86]. Расчеты, проведенные с использо-
ванием модели стохастического обратимого форми-
рования нуклеопротеиновых комплексов в процессе 
NER, показали, что первичное узнавание участка 
ДНК, содержащего повреждение, – самый медлен-
ный этап процесса NER, определяющий скорость 
удаления повреждения [87]. Эффективность про-
текания первой стадии NER – узнавания повреж-
денных звеньев среди огромного массива неповреж-
денной ДНК, определяет скорость протекания всего 
процесса репарации [85, 88, 89].

В клетке XPC присутствует в виде комплексов 
XPC–RAD23B и XPC–RAD23B–Cen2. Субъединица 
RAD23B стабилизирует белок XPC и делает более 
эффективным его взаимодействие с ДНК. При свя-
зывании XPC с поврежденным участком ДНК 
субъединица RAD23B диссоциирует из комплек-
са. Функция субъединицы Cen2 в этих комплексах 
не до конца понятна, процесс NER in vitro может 
протекать и без ее участия [90]. Известно, однако, 
что Cen2, хотя и не контактирует с ДНК, стимули-
рует процесс NER в целом и необходим для эффек-
тивного вовлечения в процесс репарации фактора 
TFIIH [91, 92].

За начальным этапом узнавания повреждения 
и формированием комплекса XPC–ДНК следует 
проверка наличия объемного повреждения ДНК 
фактором TFIIH. Комплекс TFIIH состоит из се-
мисубъединичного ядра Core7, в состав которо-
го входят АТР-зависимые геликазы XPB и XPD 
и не обладающие ферментативной активностью 
субъединицы p62, p52, p44, p34 и p8, и так называе-
мого комплекса CDK-активирующей киназы (CAK), 
включающего субъединицы MAT1, циклин Н и Cdk7 
[93, 94]. В присутствии CAK субъединицы XPB 
и XPD соединены через длинную α-спираль белка 
MAT1, при этом TFIIH находится в жесткой коль-
цеобразной конформации, которая ограничивает их 
ферментативную активность. При вовлечении TFIIH 
в процесс NER гетеротример CAK высвобождается 
из комплекса и Core7 формирует более подвижную 
подковообразную структуру, в которой XPB и XPD 
расположены на концах «подковы» (рис. 1) [8, 95].

Присоединение Core7 к репаративному комплек-
су происходит за счет взаимодействия его субъеди-
ниц XPB и p62 с фактором XPC, связанным с по-
врежденным участком ДНК [96, 97]. Взаимодействие 
субъединицы XPB с С-концом ХРС стимулирует ее 
АТР-азную активность и приводит к изменению 
конформации Сore7 и его закреплению на ДНК-
субстрате [98, 99]. В результате этой конформа-
ционной перестройки ХРD получает возможность 
связаться с поврежденной цепью ДНК с 5’-стороны 
от повреждения.

XPD служит молекулярным сенсором, под-
тверждающим наличие в цепи ДНК объемного по-
вреждения. За счет 5’-3’-геликазной активности, 
стимулируемой субъединицей p44, XPD перемеща-
ется в направлении повреждения ДНК, формируя 
при этом асимметричный «пузырь». В процессе ра-
боты XPD поврежденная цепь проходит через пору, 
сформированную доменами FeS, Arch и HD1, а каж-
дое ее звено контактирует с «сенсорным карманом» 
на поверхности белка. При контакте с поврежден-
ным звеном геликазная активность XPD подавля-
ется, что приводит к иммобилизации этого белка 
на ДНК и маркировке повреждения для последую-
щего его удаления белками инцизионного комплекса 
(рис. 1) [100, 101].

ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРЫ ДНК НА РЕПАРАЦИЮ 
ОБЪЕМНЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ, РАСПОЛОЖЕННЫХ 
В СОСТАВЕ КЛАСТЕРОВ
Заметное продвижение в понимании закономерно-
стей узнавания и удаления кластерных поврежде-
ний системой NER достигнуто благодаря исследова-
ниям in vitro с использованием такого инструмента, 
как синтетические олигодезоксирибонуклеотиды, 
содержащие повреждения в заданных позициях 
цепей ДНК [10, 11, 102]. На рис. 4 схематически 
представлены ДНК с кластерными повреждениями 
различной структуры, в состав которых входят при-
родные и синтетические объемные повреждения, 
использованные в этих исследованиях.

Выявлена прямая корреляция между эффектив
ностью репарации некоторых объемных повреж
дений, например, одиночно расположенных ад-
дуктов аминофлуорена в ДНК с одинаковой 
последовательностью, системой NER и сродством 
фактора XPC к этим ДНК [88]. Однако повышенное 
сродство XPC–RAD23B к ДНК, содержащим объ-
емные повреждения, не всегда ассоциировано с вы-
сокой эффективностью их эксцизии как в случае 
изолированных объемных повреждений, так и по-
вреждений, находящихся в составе кластеров [10, 11, 
63, 86, 103]. Например, аддукт производного бенз[a]
пирена, R-цис-B[a]P-dG, удаляется белками NER 
в 5 раз более эффективно, чем изомер S-транс-B[a]
P-dG, несмотря на то, что сродство XPC–RAD23B 
к соответствующим ДНК-дуплексам одинаково 
[103]. Показано также, что при минимальных раз-
личиях величин сродства XPC–RAD23B к ДНК 
с одиночными синтетическими аналогами повреж-
дений nAnt (ненуклеотидная вставка с объемным 
антраценилкарбамоильным заместителем) и Fap-dC 
(цитозин с введенной по экзоциклическому азоту 
фтор-хлоразидопиридильной группировкой) первое 
повреждение репарируется белками системы NER, 
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в то время как второе является нерепарируемым 
[104].

ДНК, содержащие кластерные повреждения, 
в состав которых входят объемные аддукты, ха-
рактеризуются, как правило, повышенным срод-
ством к ним фактора ХРС. Однако репарация 
таких повреждений системой NER во многих слу-
чаях частично или полностью подавлена [10, 11, 63]. 
Например, в работе [86] с помощью метода поверх-
ностного плазмонного резонанса в реальном време-
ни (real time monitoring surface plasmon resonance 
technique) изучено взаимодействие XPC–RAD23B 
с ДНК, содержащими одиночные и составляющие 
кластерные повреждения аддукты, образованные 
активными метаболитами фторированного про-
изводного ацетиламинофлуорена и C8 гуанина. 
Эти аддукты, образующие кластерное поврежде-
ние, были расположены в одной цепи ДНК и их 
разделяло два или менее нуклеотидных звеньев 
(рис. 4A). Показано, что фактор XPC образовывал 
значительно более стабильные комплексы с ДНК, 
содержащими кластерные повреждения, по срав-
нению с ДНК, содержащими одиночные ацетила-
минофлуореновые аддукты. При этом эксцизионная 
активность NER в отношении ДНК, несущих кла-
стерные повреждения, была ниже, чем для ДНК 
с одиночными повреждениями (для некоторых ниже 
детектируемой). Предполагается, что подавление 
специфической эксцизии в данном случае вызвано 
нарушениями в сборке белковых комплексов, отве-
чающих за верификацию повреждения ДНК, про-
исходящими при экстремально прочном связывании 
XPC с поврежденным участком [86]. При значениях 
KD = 10-11-10-12 М фактор XPC может конкуриро-
вать за связывание даже с «сенсором одноцепочеч-
ных ДНК» – белком RPA, который вместе с XPA 
входит в состав предынцизионного и инцизионного 
комплексов NER [3, 105–107].

Препятствия для работы системы NER создают 
также расположенные в двух цепях ДНК синтети-
ческие аналоги повреждений, в которых объемные 
фрагменты соединены с остовом ДНК протяженны-
ми гибкими линкерами (рис. 4Б) [102]. Такие лин-
керы позволяют объемным ароматическим группи-
ровкам аддуктов контактировать с прилегающими 
к повреждению участками ДНК, что может инду-
цировать появление в структуре ДНК дополнитель-
ных участков дестабилизации, которые стимулиру-
ют связывание XPC. Предполагается, что появление 
участка с ослабленными Уотсон–Криковскими вза-
имодействиями вблизи места введения поврежде-
ния в ДНК может как подавлять, так и повышать 
эффективность процесса NER, в зависимости от его 
расположения. Наличие такого участка дестабили-

выпетливание ДНК

аддукт производного аминофлуорена с dG

ненуклеотидная объемная вставка nAnt

ненуклеотидная объемная вставка nFlu

аналог АР-сайта

циклобутан-пиримидиновый димер

аддукт B[a]P-dG

А

Б

В

Г

Д

Рис. 4. Схематическое изображение модель-
ных ДНК, содержащих кластерные повреждения. 
A – участки кольцевых плазмидных ДНК, содержащих 
моно- или диаддукты фторированного производно-
го аминофлуорена, разделенные одним или двумя 
нуклеотидными звеньями. Б – ДНК, содержащие 
синтетические объемные повреждения в обеих цепях: 
ненуклеотидные вставки с объемным антраценил
карбамоильным (nAnt) или флуоресцеинкарбамо-
ильным (nFlu) заместителем; длина модельного 
ДНК-дуплекса – 137 п.н., расстояние между повреж-
дениями до 20 п.н. В – ДНК-дуплексы (~200 п.н.), 
содержащие CPD и аналог АР-сайта в одной цепи 
или CPD и выпетливание в комплементарной цепи. 
Г – ДНК-дуплекс длиной 135 п.н., содержащий ад-
дукт бензо[а]пирендиолэпоксида c гуанином и ана-
лог АР-сайта напротив него. Д – ДНК, содержащие 
объемное повреждение nFlu и аналог АР-сайта 
в противоположной цепи; длина модельного ДНК-
дуплекса – 137 п.н., расстояние между повреждения-
ми – до 6 п.н.

зации с 3’-стороны от повреждения может приво-
дить к формированию комплекса ХРС с ДНК, не-
продуктивного для протекания следующих этапов 
NER: в этом случае встреча TFIIH с повреждением 
исключена [104, 108–110]. Участок дестабилизации 
ДНК, расположенный с 5’-стороны от поврежде-
ния, напротив, может стимулировать процесс NER. 
Например, показано, что введение аналога AP-
сайта, сдвинутого относительно положения CPD 
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в направлении 5’-конца поврежденной цепи ДНК, 
стимулирует эксцизию CPD-содержащего фрагмен-
та системой NER [111]. Наличие в структуре ДНК-
дуплекса выпетливания с 5’-стороны от CPD также 
многократно повышает эффективность его эксци-
зии (модельные ДНК схематически изображены 
на рис. 4В). Наблюдаемые эффекты связаны также 
с особенностями механизма распознавания повреж-
дения фактором TFIIH, а именно 5’-3’-направленно-
стью его продвижения по ДНК от места первичного 
связывания и направления раскручивания цепей.

Особенный интерес представляет исследование 
механизма репарации кластерных повреждений, 
состоящих из объемных ДНК-аддуктов и окисли-
тельных повреждений азотистых оснований ДНК 
[10, 11]. Как упоминалось выше, дестабилизирован-
ный присутствием объемного повреждения участок 
ДНК более подвержен воздействию активных форм 
кислорода, что повышает вероятность образования 
кластерных повреждений. К кластерным повреж-
дениям такого состава могут привлекаться белки 
систем эксцизионной репарации нуклеотидов и экс-
цизионной репарации оснований (BER).

Репарация кластерного повреждения, состоя-
щего из объемного B[a]P-аддукта и аналога AP-
сайта, расположенных в комплементарных цепях 
ДНК-дуплекса, проанализирована в исследова-
нии (схема модельной ДНК приведена на рис. 4Г) 
[10]. Оценка эксцизионной активности системы 
NER по отношению к B[a]P-dG и способности АР-
эндонуклеазы 1 к гидролизу АР-сайта показа-
ла, что процесс NER в таких кластерах подавлен, 
в то время как AP-сайты могут быть репариро-
ваны системой BER. Следовательно, система NER 
чувствительна к присутствию в непосредственной 
близости от B[a]P-dG окислительного повреждения 
типа AP-сайта [8, 10]. Дальнейшее детальное иссле-
дование взаимодействия этой модельной структу-
ры с белками репарации показало, что присутствие 
ХРС стимулирует эндонуклеазную и подавляет 
3’-5’-экзонуклеазную активность АР-эндонуклеазы 
1, повышая тем самым эффективность процесса 
BER [63].

С применением ЯМР-спектроскопии, измере-
ния термической стабильности ДНК-дуплексов 
и компьютерного моделирования [10] показано, 
что для ДНК, содержащей АР-сайт напротив ад-
дукта B[а]P-dG, характерны сильные стэкинг-взаи-
модействия между ароматическими кольцами B[а]P 
и соседними азотистыми основаниями комплемен-
тарной цепи, что может мешать формированию ком-
плекса ХРС с ДНК. В этом случае затруднено выво-
рачивание соседних нуклеотидных звеньев, а также 
инсерция β-шпильки домена BHD3 и выталкивание 

повреждения из спирали ДНК. При этом исследуе-
мая кластерная ДНК характеризовалась повышен-
ным сродством к ней фактора ХРС [63].

Аддукт производного бенз[а]пирена также ста-
новился нерепарируемым системой NER при де-
леции комплементарного ему нуклеотидного звена 
dC. С применением ЯМР-спектроскопии и методов 
компьютерного моделирования [9, 112] показано, 
что в случае делеции звена dC происходило зна-
чительное усиление стэкинг-взаимодействий между 
ароматическим кольцом B[a]P и окружающими азо-
тистыми основаниями, в результате чего продук-
тивный «открытый» комплекс фактора ХРС с ДНК 
не образовывался [112].

В работе [11] изучено влияние аналога AP-сайта 
на удаление ненуклеотидной вставки с объемным 
флуоресцеинкарбамоильным заместителем (nFlu) 
системой NER при его расположении в различных 
положениях комплементарной цепи ДНК (рис. 4Д). 
Фактор XPC образовывал непродуктивные ком-
плексы с ДНК, в которых объемное повреждение 
nFlu и аналог AP-сайта были разделены менее чем 
6 п.н. Выявлена также обратная корреляция меж-
ду относительной эффективностью эксцизии nFlu-
содержащих фрагментов из этих модельных ДНК 
и сродством ХРС к модельным ДНК. Расположение 
АР-сайта и nFlu в противоположных позициях 
ДНК-дуплекса, как и аналогичная локализация 
других повреждений (B[a]P-dG/АР-сайт, nAnt/nFlu), 
полностью подавляло эксцизию объемного повреж-
дения белками NER (рис. 4Б, Г) [10, 102].

Характер изменений в структуре ДНК, с которы-
ми связана подавленная эксцизия nFlu при наличии 
в комплементарной цепи аналога АР-сайта (рис. 4Д), 
был выявлен с применением метода молекулярной 
динамики. Согласно результатам моделирования мо-
лекулярно-динамических траекторий, в ДНК с nFlu 
и аналогом АР-сайта, находящимися друг напротив 
друга в комплементарных цепях, двойная спираль 
в месте повреждения находится в «сжатом» состо-
янии, прилегающие к повреждению основания ос-
новную часть времени находятся в эффективном 
стэкинг-взаимодействии между собой, а оба по-
врежденных звена вытолкнуты из цепей. При этом 
остаток флуоресцеина (Flu) располагается в малой 
бороздке с ориентацией в сторону 5’-конца повреж-
денной цепи, что может стерически препятствовать 
связыванию XPC с дестабилизированным участком 
ДНК, расположенным с 5’-стороны от повреждения. 
В этом случае более доступным является участок 
непродуктивного связывания XPC, расположенный 
с 3’-стороны от nFlu [11], что может приводить к об-
разованию непродуктивного для NER комплекса 
ХРС–ДНК. Небольшую часть времени Flu может 
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быть ориентирован в сторону 3’-конца поврежден-
ной цепи, взаимодействуя при этом с аналогом АР-
сайта, расположенным с противоположной стороны 
спирали ДНК.

Таким образом, при появлении в комплементар-
ной цепи напротив объемного ДНК-аддукта допол-
нительного необъемного повреждения азотистого 
основания (например, АР-сайта) или делеции может 
возникнуть «эффект отсутствующего основания» [9–
11, 112] – локальная стабилизация поврежденного 
участка, которая препятствует связыванию фактора 
XPC, исключая тем самым возможность протекания 
последующих этапов NER.

Стадия верификации также может влиять на эф-
фективность удаления повреждения системой NER. 
Как недавно показано, сродство XPD к модельным 
ДНК, содержащим одиночные объемные поврежде-
ния с близким сродством к XPC (KD = 1.5-3 нМ), 
зависит от структуры объемных повреждений 
и может существенно различаться, коррелируя 
при этом с эффективностью удаления повреждений 
in vitro [104, 113]. Количество работ, посвященных 
верификации повреждений ДНК, расположенных 
в составе кластеров, пока невелико. Так показано 
[106], что введение AP-сайта в ДНК-субстрат либо 
в сканируемую геликазой XPD цепь, либо в ком-
плементарную («невидимую» для XPD) не оказыва-
ет заметного влияния на геликазную и АТР-азную 
активность рекомбинантного Core7. Таким образом, 
маловероятно, что в случае ДНК, содержащих кла-
стерные повреждения такого состава, стадия вери-
фикации будет способствовать значительным раз-
личиям в эффективности процесса NER.

Следует отметить, что препятствиями для успеш-
ной репарации объемного аддукта, находящегося 
в составе кластерного повреждения, могут быть и 
стерические затруднения при эксцизии поврежден-
ного фрагмента ДНК эндонуклеазами XPF и XPG, 
а также отсутствие неповрежденной ДНК-матрицы 
комплементарной цепи. Однако это тема недостаточ-
но освещена и требует дальнейшего исследования. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате различий в химических свойствах 
азотистых оснований, нуклеотидной последова-
тельности ДНК, а также типа и интенсивности воз-
действия генотоксических факторов повреждения 
распределяются по ДНК клетки неравномерно, 
концентрируясь в определенных участках генома. 
Кластерные повреждения часто оказываются труд-
но репарируемыми, что приводит к их накоплению 
в ДНК, особенно в случае сниженного репаративно-
го статуса клетки. С другой стороны, затрудненная 
репарация индуцированных повреждений долж-
на способствовать их цитотоксическому действию 
на раковые клетки. С использованием модельных 
ДНК показано, что в процессе общегеномной NER 
удаление объемного повреждения может быть по-
давлено на этапе его первичного узнавания из-за 
структурных особенностей участка ДНК, содержа-
щего кластер. Для кластерных повреждений ДНК, 
образованных объемным аддуктом и расположен-
ным напротив него АР-сайтом, показано, что АР-
сайт процессируется ферментами системы BER 
достаточно эффективно, в то время как эксцизия 
объемного повреждения системой NER из таких 
структур затруднена. Предполагается, что пооче-
редное удаление повреждений из кластеров может 
иметь адаптивное значение, поскольку позволя-
ет избежать одновременной инициации процессов 
NER и BER. Понимание механизмов удаления кла-
стерных повреждений ДНК, содержащих объемные 
аддукты, должно помочь созданию рациональных 
и эффективных подходов к сохранению индуциро-
ванных терапией повреждений ДНК раковых кле-
ток, которые часто отличаются повышенной актив-
ностью систем репарации ДНК. 
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РЕФЕРАТ В кратком обзоре рассмотрены свойства биоаэрозолей и некоторые последние результаты 
метагеномных исследований микробиома воздуха, проведенных с помощью методов высокопроизво-
дительного секвенирования. Таксономический состав и структура микробиома биоаэрозолей могут де-
монстрировать суточную и сезонную динамику, зависимость от метеорологических явлений (пыльные 
бури, ливни, туманы и т.п.) и общего загрязнения. Как правило, в биоаэрозолях различных слоев тропо-
сферы доминируют бактерии типа Proteobacteria и грибы типа Ascomycota. Микробиологический состав 
биоаэрозолей в нижних слоях тропосферы влияет на состав и разнообразие микробиома биоаэрозолей 
внутри помещений, информация об изменении которого актуальна в периоды обострения эпидемиоло-
гической обстановки. Небольшое число опубликованных работ о микробиоме биоаэрозолей воздушного 
пространства России ставит на повестку дня вопрос об интенсификации таких исследований. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биоаэрозоль, микробиом, тропосфера, воздушный перенос, биоразнообразие. 

ВВЕДЕНИЕ
Микроорганизмы повсеместно встречаются в окру-
жающей среде и играют ключевую роль практически 
во всех экосистемах [1]. В связи с распространением 
многих патогенных микроорганизмов воздушно-ка-
пельным путем, в том числе и коронавируса SARS-
CoV-2, вызвавшего текущую пандемию COVID-19, 
изучение, мониторинг и регулирование состава воз-
духа как снаружи, так и внутри помещений при-
обрели особую актуальность [2, 3]. К настоящему 
времени уже накоплено много информации о кор-
реляции между загрязнением наружного воздуха 
и более тяжелым течением COVID-19: так, в Индии 
более низкий уровень смертности от заболевания 
наблюдали в городах с лучшим качеством воздуха 
[4]. Напомним, что термин «биоаэрозоль» охватывает 
широкий спектр органических частиц, содержащихся 
в атмосфере, источником которых являются разно
образные живые и мертвые организмы [5]. Как пра-
вило, наряду с частицами микробного, растительного 
или животного происхождения биоаэрозоли также 
содержат широкий спектр антигенных соединений, 
микробных токсинов и вирусов [6, 7]. Понимание 
процессов образования биоаэрозолей, закономер-
ностей их распределения, распространения, пере-
мещения, структуры и т.п., особенно в экстремаль-
ных условиях верхних слоев атмосферы, необходимо 
для широкого ряда фундаментальных и прикладных 
научных дисциплин [8], таких, как физика и химия, 

метеорология, гидрология атмосферы; изучение со-
держания аллергенных частиц и микроорганизмов, 
патогенных для человека, сельскохозяйственных 
животных и растений; а также аэробиология, био-
география и биоразнообразие, общая экология в це-
лом. Основными направлениями изучения биоаэро-
золей являются: а) оценка их источников и потоков; 
б) пространственное распределение и его изменение 
во времени; в) старение биологических частиц; г) ме-
таболическая активность; д) урбанизация аллергий; 
е) транспорт патогенов и ж) влияние на климат [8].

Цель этого обзора – краткое описание микробио-
ты биоаэрозолей, с акцентом на составе и структуре 
микробиома. Воздух является исключительно дина-
мичной и, как следствие этого, очень проблематичной 
средой для отбора и анализа образцов биоаэрозолей, 
установления источников аэрозолизации и путей пе-
реноса, поэтому методологические аспекты сбора об-
разцов, вне всякого сомнения, имеют огромное значе-
ние для интерпретации и сравнения данных. Большое 
значение имеют и методы анализа микробиома. Тем 
не менее, так как эти два направления являются об-
ширными, мы коснемся их в этом обзоре лишь кратко. 

ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА БИОАЭРОЗОЛЕЙ
Биоаэрозоль является важной частью атмосферно-
го аэрозоля. Расчеты показывают, что среди пред-
ставленных в воздухе частиц биоаэрозоль занимает 
по объему 10–28% [9], а по массе 16–80% [1].
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Распространение микроорганизмов по воздуху 
происходит повсеместно, и у некоторых из них яв-
ляется важной частью жизненного цикла [10]. В об-
разование биоаэрозолей вносят вклад различные 
природные источники (рис. 1) – почва, лес, пусты-
ни, океаны и моря и т.д. [11], а также антропоген-
ные (сельское хозяйство, пищевая промышленность, 
свалки и т.д.) [6, 11, 12].

После попадания в атмосферу, т.е. аэрозолиза-
ции, микроорганизмам в гораздо большей степени 
по сравнению с их индигенными местообитаниями – 
источниками аэрозоля – приходится испытывать 
стресс иссушения, УФ-облучения, низких темпе-
ратур и низкого содержания источников углерода 
и энергии, и многие могут не выдержать [13]. 

Размеры биоаэрозольных частиц варьируют 
от 3 нм [14] до 100 мкм в зависимости от источ-
ника происхождения: диаметр пыльцы 17–58 мкм, 
спор грибов 1–30 мкм, клеток бактерий обычно 
0.25–8 мкм [15], а вирусов меньше 0.3 мкм. Причем 
совершенно не обязательно, что биологический ма-
териал представлен в виде отдельных частиц: боль-
шинство бактерий связано с частицами с диаметром 
более 2 мкм [16, 17], 2–3 мкм [18], 3–4 мкм [19, 20]. 
В некоторых случаях выявлено бимодальное распре-
деление бактерий по размерам частиц биоаэрозоля 
с одним пиком 1–2 мкм и вторым в области 4–7 мкм 
[21]. Бактерии также могут встречаться в виде агло-
мератов клеток или быть связаны с частицами рас-
тений, животных или почвы, а также с пыльцой 

или спорами. Переносимые в атмосфере клетки бак-
терий и споры грибов могут достигать концентраций 
~103÷104 и ~105 в 1 м3 [17, 21] и встречаться на высо-
те вплоть до 40 км над уровнем моря, т.е. до стра-
тосферы [22]. Концентрация бактериальных частиц, 
способных образовывать колонии на лабораторных 
питательных средах, в приземном слое тропосферы 
в городских условиях на юге Польши варьировала 
от 65 до 355 КОЕ/м3 [19] и в пределах 300–1350 КОЕ/
м3 в городской и сельской местности в Таиланде [18]; 
при этом в последнем случае число КОЕ быстро 
падало с высотой – в 2 раза при переходе от 1–3 
до 7 м над поверхностью суши. В приземных и более 
высоких слоях (несколько тысяч метров) тропосфе-
ры над югом Западной Сибири лабораторное куль-
тивирование выявило значительное преобладание 
спорообразующих бактерий Bacilli/Firmicutes [23, 24], 
в то время как над севером региона преобладали не-
спорообразующие бактерии [25].

Распределение биоаэрозолей в воздухе зависит 
от времени года [19, 26]. Так, в воздухе приморского 
района Китая концентрация клеток бактерий, опре-
деленная путем микроскопирования, зимой была 
выше, чем летом [21]. Нагрузка биоаэрозолей пато-
генной микробиотой может сильно меняться в зави-
симости от времени года: так в Южной Азии было 
выявлено существенное повышение содержания па-
тогенов в постмуссонный период и зимние месяцы. 
Выявлено и значительное суточное варьирование 
состава биоаэрозолей [26]. 

Горизонтальный перенос

Вирусы, пыльца, бактерии, простейшие, споры и др. Снег, микрочастицы, вода

Аэрозолизация

Фильтрация
Выделение ДНК

Метагеномика Метабаркодинг

Функциональный анализ Таксономия
Естественные и антропогенные источники биоаэрозоля

Выпадение осадков

Рис. 1.  
Схематическое 
изображение 
образования, 
распространения 
и анализа био-
аэрозолей 
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Статистически наиболее значимыми метеороло-
гическими факторами, определяющими жизнеспо-
собность переносимых воздухом бактерий, являют-
ся температура и ультрафиолетовое облучение [19, 
21]. Биотическая нагрузка аэрозолей и их поведение 
в окружающей среде в значительной степени за-
висят от загрязнения воздуха (дымка, туман, пыль, 
разные макрочастицы), в том числе транспортом 
и сжиганием биомассы [26]. При этом доля жизне-
способных бактерий в общем пуле может варьи-
ровать в зависимости от степени загрязнения [15]. 
Состав биоаэрозолей может меняться в зависимости 
от специфических случайных метеорологических 
условий: пыльные бури, например, приводят к силь-
ному увеличению концентрации микроорганизмов 
в биоаэрозоле [16], при этом разные компоненты 
биоаэрозолей по-разному изменяются в зависимо-
сти от метеоусловий. 

Накопленная к настоящему моменту информа-
ция свидетельствует о важной роли биоаэрозолей 
[6, 11, 27, 28] в физических и химических процес-
сах, протекающих в атмосфере [1, 29]. Показано, 
что биоаэрозоли могут присоединяться к окружаю-
щим частицам и таким образом оказывать влияние 
на атмосферные процессы, выступая ядрами кон-
денсации в облаках и инициируя выпадение осад-
ков [10, 30, 31]. Так, установлено, что в 33% случаев 
именно биологические частицы служили ядрами 
при образовании снега и облаков [32].

Наряду с воздействиями на погодные явле-
ния, биоаэрозоли влияют и на здоровье людей [33], 
так как в их состав могут входить патогенные/услов-
но патогенные бактерии, грибы, вирусы, высокомо-
лекулярные аллергены, бактериальные эндотоксины, 
микотоксины, пептидогликаны, бета-(1–3)-гликаны, 
пыльца и растительные волокна [6]. В первую оче-
редь неблагоприятное воздействие биоаэрозоля 
на здоровье человека проявляется в респираторных 
симптомах. Например, показана высокая корреляция 
между повышением концентрации пыльцы на откры-
том воздухе весной и летом и обострением астмы 
у детей [34]. Установлена связь между содержанием 
грибных спор в воздухе и частотой обращения паци-
ентов с астматическими симптомами [35]. Эндотоксин 
бактериальных биоаэрозолей признан важным эти-
ологическим фактором профессиональных заболе-
ваний легких, включая астму (неаллергическую) [6]. 
Изоляты Escherichia coli, которые обычно использу-
ют в качестве индикаторов качества воды, обнаруже-
ны также и в атмосферной пыли [36].

СБОР ОБРАЗЦОВ АЭРОЗОЛЯ
Сбор образцов аэрозоля основан на различных фи-
зических подходах отделения частиц от воздушного 

потока [37]. Но общий смысл заключается в прока-
чивании насосом воздуха через фильтр или жид-
кую среду, улавливающую аэрозольные частицы 
[38]. Недавно стали появляться методы, позволяю-
щие в процессе сбора образцов разделять частицы 
по размеру [39]. Это особенно актуально для аэро-
вирусологии – в последнее десятилетие активно 
разрабатываются методы сбора образцов аэрозоля 
внутри помещений для мониторинга влияния ды-
хания людей. В целом инструментальные варианты 
сбора аэрозоля пока не стандартизированы и сильно 
варьируют, однако общий принцип их работы оста-
ется неизменным. 

МЕТАГЕНОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ
В настоящий момент изучение таксономическо-
го разнообразия микробиоты биоаэрозоля основано 
на подходах, использующих высокопроизводительное 
секвенирование. Из всей совокупности уловленных 
фильтром или жидкой средой микроорганизмов из-
влекают тотальную ДНК, которую далее используют 
в метагеномном анализе. С развитием таких методов 
стала возможной идентификация некультивируемых 
микроорганизмов, составляющих основу воздушно-
го биома [40]. Полученные к настоящему времени 
результаты метагеномных исследований показали, 
что доминантные виды идентифицированных таким 
образом микроорганизмов отличаются от доминантов, 
выявленных при стандартном культивировании [41], 
поскольку более 99% микроорганизмов, обнаружен-
ных в воздухе, не растут в лабораторных условиях 
[26]. Появилось и стало широко использоваться по-
нятие «микробиом», которое в одноименном журнале 
(Microbiome) определяют так: «Этот термин отно-
сится ко всему местообитанию, включая все микро-
организмы (бактерии, археи, низшие и высшие эу-
кариоты, и вирусы), их геномы (т.е. гены) и условия 
окружающей среды» [42]. Однако опубликованные 
работы, в заголовках или ключевых словах которых 
есть слово «микробиом», не следуют этому определе-
нию, так как подавляющее большинство исследова-
ний сфокусированы только на одной группе (виру-
сы, бактерии, грибы или растения), в лучшем случае 
на комбинации двух. Не вдаваясь в причины такого 
положения дел, здесь мы просто ограничимся кон-
статацией этого и подчеркнем, что далее под «микро-
биомом» мы будем иметь в виду – вслед за авторами 
цитируемых работ – бактериальную или грибную со-
ставляющие микробиома, либо их комбинацию. 

Итак, можно найти огромное количество публи-
каций, связанных с изучением микробиомов всевоз-
можных природных объектов, например, горячих 
источников, озер, морей, почвы, эндогенной микро-
биоты организмов и т.д. [43–46], однако метагеном-
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ный анализ биоаэрозолей представлен катастрофи-
чески меньшим числом работ [47–52]. 

Условно метагеномное секвенирование можно 
разделить на два глобальных направления: полноге-
номное секвенирование (метагеномика) и таргетное 
(метабаркодинг). В первом случае идет прочтение 
всей ДНК, выделенной из образца, что позволяет, 
с одной стороны, говорить о таксономическом раз-
нообразии, а с другой – предоставляет возможность 
анализа функциональных свойств. Однако стои-
мость метагеномного подхода заведомо выше [48, 
53], чем метабаркодинга, который основан на ана-
лизе высококонсервативных маркерных генов, та-
ких, как 16S (бактерии, археи), ITS (грибы, расте-
ния), rbcL (растения), 18S (различные эукариоты) 
и др. [54, 55]. При этом эффективность таксономи-
ческой идентификации напрямую зависит от ко-
личества верифицированных последовательностей 
в используемых специализированных базах данных. 
Наиболее полными в настоящий момент являются 
базы прокариот (16S) и грибов (ITS). 

Исключительно низкое содержание микроорга-
низмов в воздухе, наряду с сильным варьированием 
состава микробных ансамблей, является серьезной 
проблемой для анализа биоразнообразия, функци-
онального спектра и метаболической активности 
микробиоты биоаэрозолей [56]. Подчеркнем, что ис-
следования такого типа являются фундаментальной 
основой для выявления аспектов взаимодействия 
человека с природой, в частности, касающихся спо-
собов передачи заболеваний и потенциального воз-
действия на здоровье человека [57]. Тем не менее, 
опубликованы только единичные результаты мета-
геномного анализа биоаэрозолей в России [58]. 

Бактериобиом биоаэрозолей
В приповерхностных слоях атмосферы бактерии 
составляют существенную часть биоаэрозолей: так, 
в горах Колорадо (США) бактерии в среднем со-
ставляли 22% от аэрозольных частиц размером бо-
лее 0.5 мкм [47]. 

Бактерии аэрозолей могут значительно вли-
ять на химию атмосферы, оказывая воздействие 
на здоровье человека [15]. Так, высокий уровень за-
грязнения воздуха может очень сильно изменять 
структуру его бактериобиома [59]. В туманные дни 
в Пекине выявлено повышение содержания пато-
генных бактерий Halomonas и Shewanella [60], осо-
бенно осенью и ранней зимой.

Большое биоразнообразие бактериобиома био-
аэрозолей установлено путем метагеномного сек-
венирования [61]. Например, в приземных слоях 
тропосферы в условиях города идентифицировали 
бактерии 38 таксономических типов [41]. В большин-

стве исследований установлено, что Proteobacteria, 
Firmicutes и Actinobacteria являются основными до-
минантами бактериобиома нижних [41, 62, 63] и бо-
лее высоких слоев тропосферы [50, 64, 65], при этом 
в нижних слоях в городских условиях Firmicutes 
могут вносить заметный (20–30%) вклад, а такие 
типы, как Cyanobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, 
Acidobacteria и Deinococcus-Thermus, выявляют 
как минорные (1–5% относительного содержания 
нуклеотидных последовательностей) доминанты. 
Однако другими исследованиями показано высокое 
содержание представителей Bacteroidetes в биоаэ-
розоле над Японией после пылевых бурь в Азии [17, 
66], а также в воздухе над восточной Австралией 
[67]. Весьма специфичным был состав бактериобио-
ма в высоких слоях тропосферы над полуостровом 
Ното в Японии, где (правда, методом флуоресцент-
ной гибридизации in situ) показано, что 80% всех 
эубактерий на минеральных частицах аэрозоля 
были представлены Bacillus subtilis, относящейся 
к фирмикутам [68]. 

Различные метеорологические события оказы-
вают значительное влияние на состав и структуру 
бактериобиома биоаэрозолей. Например, перенос 
воздушными потоками пылевых частиц, аэрозо-
лизированных пыльными бурями, на дальние рас-
стояния над морями и континентами является 
важным механизмом попадания в местные экоси-
стемы различных микроорганизмов [69]. Так, бури 
в Сахаре приводят к попаданию пылевых частиц 
в атмосферу, затем вместе с движением воздушных 
масс эти частицы переносятся в Европу, приводя, 
в частности, к их накоплению в снеговом покрове 
Альп на высоте более 3000 м над уровнем моря 
[70]. Биоиндикаторами пылевых частиц из Алжира 
являлись представители Gemmatimonadetes 
и Deinococcus-Thermus [70], известные своей встре-
чаемостью в сухих олиготрофных местообитаниях 
с относительно высоким уровнем солнечной ра-
диации, что и позволяет им выживать в процес-
се такой транспортировки, сохраняя при этом ме-
таболическую активность. Хотя и в очень низких 
количествах, но патогенные бактерии могут тоже 
переноситься с пылевыми частицами на очень боль-
шие расстояния [70]. При этом поверхность тела 
человека является более вероятным (по сравнению 
с другими биотопами) источником патогенных бак-
терий в воздухе [71]. Установлена четкая зависи-
мость структуры и состава бактериобиома на высо-
те 10 м от поверхности суши (остров и полуостров 
в Восточной Азии) от пылевых бурь в Центральной 
Азии [69]. При этом пылевые частицы служат цен-
трами нуклеации льда [72]. Выпадение осадков 
является не менее важным механизмом привноса 
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микроорганизмов из верхних в нижние слои тро-
посферы и на поверхность территорий [73]. Это 
исследование показало, что состав бактериобиома 
в осадках а) соответствовал источникам биоаэрозо-
лей на пути переноса и б) имел выраженную сезон-
ную динамику со снижением относительного обилия 
превалирующих Proteobacteria от лета к зиме. 

Примечательно, что, в отличие от микобиома, со-
став которого внутри помещений определялся его 
составом снаружи и не зависел от активности лю-
дей внутри, биоразнообразие бактериобиома внутри 
помещений зависело как от бактериобиома снаружи 
[74], так и от активности людей внутри [41]. Однако 
загрязнение наружного воздуха может не влиять 
на биоразнообразие ансамблей бактерий и архей 
в биоаэрозоле внутри помещения, как показало 
исследование в Пекине [74]. Это свидетельствует 
о различных механизмах формирования и динами-
ки разных составляющих микробиома, что следует 
иметь в виду при планировании соответствующих 
наблюдений. 

Заметный вклад в суммарную нагрузку воз-
душных частиц могут вносить Cyanobacteria, вы-
зывающие различные проблемы со здоровьем по-
сле вдыхания [75]. Недавно пикоцианобактерии 
были обнаружены в приповерхностных слоях ат-
мосферы над землей или водоемами в Гренландии 
и Антарктике [76], где аэрозолизация почвы и воды 
является ведущим механизмом образования аэро-
золей; их распространение ветром считается ос-
новным источником поступления Cyanobacteria 
в воздух.

Проведенный метаанализ результатов 42 иссле-
дований, в совокупности охватывающих более трех 
тысяч образцов биоаэрозоля, выявил повышенное 
разнообразие бактерий и относительное обилие па-
тогенов в образцах, так или иначе ассоциированных 
с антропогенной активностью в местах сбора [71]. 

Микобиом биоаэрозолей
Микобиом аэрозолей сильно варьирует, но на уровне 
типа, как правило, основными компонентами микоби-
ома как в приземных, так и в более высоких слоях 
тропосферы являются Basidiomycota и Ascomycota, 
меняющиеся местами в плане основного доминирова-
ния. Так, представители типа Ascomycota значитель-
но (более двух третей) доминировали в приповерх-
ностном слое воздуха в горах Колорадо на высоте 
более 3000 м над уровнем моря [77], а также и в при-
поверхностных воздушных слоях Кувейта на су-
щественно более низкой высоте над уровнем моря 
[78]. Другие исследователи, однако, выявили доми-
нирование типа Basidiomycota (до 60% и выше) [41, 
63, 79], в то время как Ascomycota составляли око-

ло трети последовательностей грибов. Интересно, 
что присутствие устойчивых к атмосферным стрес-
сам представителей Ascomycota (Cladosporium 
и Alternaria) увеличивалось с повышением высоты 
(500–800 м по сравнению с 5–10 м) над пустынями 
Гоби и Таклимакан [80], которые являются основ-
ными поставщиками пылевых частиц в атмосферу 
Азии. В приповерхностном воздухе над горой вы-
сотой 3043 м над уровнем моря в Австрии основ-
ными были представители классов Basidiomycota 
(Agaricomycetes), за которыми следовали представи-
тели таких классов аскомицетов, как Dothideomycetes, 
Saccharomycetes, Sordariomycetes, Leotiomycetes 
и Eurotiomycetes [64]. Аскомицеты – представители 
семейства Davidiellaceae – составляли 25% микобио-
ма в направлении с северо-востока Китая в Японию 
[81]. Однако в одном из последних исследований био-
разнообразия грибов в аэрозолях над Антарктикой 
представители этого семейства не были обнаружены 
среди доминантов микобиома [82]. Гриб Alternaria, 
относящийся к  Pleosporaceae /Pleosporales / 
Dothideomycetes / Ascomycota, часто выявляют среди 
основных доминантов приземных слоев как в город-
ских (Нандзин, Пекин, Сеул), так и в естественных 
(пустыня в Кувейте) условиях [41, 78, 83]. Хорошо 
известные как основные компоненты аэрозольной 
микобиоты культивируемые роды грибов Alternaria, 
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium и др. [84] 
при метагеномном подходе могут составлять не более 
12% от общего числа маркерных нуклеотидных по-
следовательностей [41]. Однако следует иметь в виду, 
что относительное содержание Alternaria в воздухе 
может сильно варьировать (от 10 до 40%) в зависи-
мости от года как над сельской, так и над городской 
местностью [85]. В этой же работе установлена зави-
симость состава микобиома приповерхностных аэро-
золей от типа и состояния растительности (влажно-
сти листьев). Некоторые статьи описывают довольно 
неожиданный (в смысле – сильно отличающийся 
от данных других исследований) состав микобиома. 
Так, показано, что последовательности рода Candida 
(Saccharomycetales/ Saccharomycetes/ Ascomycota) со-
ставляли 54% микобиома нижнего слоя тропосферы 
[81]. Что касается приземного слоя, то в той же ра-
боте [81] установлено, что микобиом состоял исклю-
чительно из аспергилл (Aspergillus / Aspergillaceae / 
Eurotiales / Eurotiomycetes /Ascomycota). Очевидно, 
что состав биоаэрозолей внутри помещений су-
щественно зависит от состава воздуха приземных 
слоев атмосферы снаружи и это особенно касается 
микобиома, состав которого, как показано в прове-
денном в Корее исследовании воздуха внутри по-
мещений детских садов, определялся составом био-
аэрозоля вне помещений и практически не зависел 
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от активности людей [41]. Разнообразие микобиома 
внутри помещений может зависеть от загрязнения 
воздуха снаружи, как показано при исследовании 
в Пекине [74]. Как и в случае бактериобиома, состав 
микобиома может меняться в зависимости от кон-
кретных метеорологических событий: так, после до-
ждя над засушливой территорией Средиземноморья 
существенно повышалось содержание грибов клас-
са Agaricomycetes/ Basidiomycota [86], которые по-
сле дождей выпускают огромное количество спор 
в воздух. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, микробиом биоаэрозоля представ-
ляет собой в высшей степени динамичную систему. 
Изменение состава и структуры микробиома зави-
сит от огромного числа разных факторов, многие 
из которых опосредуют, маскируют, влияют на дей-
ствия друг друга, так или иначе мешая установить 

четкие пространственно-временные закономерности. 
Перенос микроорганизмов на большие расстояния 
воздушными течениями в верхних слоях тропосфе-
ры в конечном итоге оказывает серьезное влияние 
на состав низких слоев, с которыми непосредствен-
но контактирует человек. Это может иметь большое 
значение с точки зрения способов распространения 
некоторых заболеваний и потенциального воздей-
ствия на здоровье человека, особенно в услови-
ях роста народонаселения планеты и загрязнения 
окружающей среды. Поэтому настоятельную не-
обходимость укрепления позиций России в плане 
научного изучения и мониторинга воздушного про-
странства, в частности, микробиологической состав-
ляющей биоаэрозолей, нельзя переоценить. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 19-05-50032.
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РЕФЕРАТ Оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3) играет важную роль в жизни и прокариот, и эу-
кариот – как низших (дрожжи и грибы), так и высших (млекопитающие). В геномах архей гены DAAO 
пока не найдены. При этом даже внутри одной группы организмов (бактерии, дрожжи и грибы, млеко-
питающие) DAAO характеризуются очень низкой гомологией аминокислотных последовательностей. 
Особенно это выражено у бактериальных DAAO. Высокая вариабельность первичных структур DAAO 
сильно ограничивает поиск генов новых ферментов в известных геномах. В результате многие гены 
DAAO (если не большинство) остаются или неаннотированными, или неправильно аннотированны-
ми. Нами предложен подход, в котором биоинформатические методы в сочетании с анализом общей 
структуры и структуры активного центра используются для подтверждения того, что найденный ген 
кодирует именно оксидазу D-аминокислот и предсказания возможного типа ее субстратной специфич-
ности. С помощью поиска по гомологии получают набор кандидатных последовательностей, проводят 
моделирование третичной структуры отобранных ферментов и сравнивают их с экспериментальны-
ми и модельными структурами известных DAAO. Показана эффективность предложенного подхода 
для дискриминации DAAO и глициноксидаз. С использованием этого подхода в шести штаммах экс-
тремофильных бактерий найдены гены новых DAAO, и впервые в мире один ген идентифицирован 
в геноме галофильных архей. Предварительные эксперименты подтвердили предсказанную специфич-
ность DAAO из Natronosporangium hydrolyticum ACPA39 в отношении D-Leu и D‑Phe.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА оксидаза D-аминокислот, первичная структура, третичная структура, моделирование, 
AlphaFold 2, глициноксидаза.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ DAAO – оксидаза D-аминокислот; GOX – глициноксидаза.
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ВВЕДЕНИЕ 
Любая клетка представляет собой сложнейшую 
мультиферментную систему открытого типа, при-
чем в  зависимости от  сложности и  специфи-
ки состояния функционирования организма один 
и тот же фермент может выполнять разную фи-
зиологическую роль. Ярким примером является 
оксидаза D-аминокислот (DAAO, КФ 1.4.3.3). В бак-
териях, дрожжах и микроскопических грибах ос-
новная роль этого фермента сводится к утилиза-
ции экзогенных D-аминокислот (в первую очередь 
D-Ala) [1, 2]. У высших эукариот – позвоночных 
и особенно у млекопитающих, основная роль DAAO 

заключается в поддержании определенного уровня 
D‑аминокислот, которые являются регуляторами 
важнейших процессов, в первую очередь нервной 
деятельности. Например, снижение уровня D-Ser 
в спинномозговой жидкости за счет повышенной 
активности DAAO ассоциировано с шизофренией [3, 
4]. При болезнях Альцгеймера и Паркинсона в нерв-
ных тканях наблюдается повышение уровня D-Ala 
[4, 5]. Поэтому актуальным представляется поиск 
эффективных и специфичных ингибиторов DAAO 
человека. Оксидаза D-аминокислот также широко 
используется на практике [6–9]. Например, DAAO 
из дрожжей Trigonopsis variabilis используется 
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в двухферментном биокаталитическом процессе 
получения 7‑аминоцефалоспорановой кислоты (7-
АЦК) из цефалоспорина С [10, 11]. Это позволяет 
сократить расход органических растворителей в 400 
раз по сравнению с ранее используемым чисто хи-
мическим процессом. Производство 7-АЦК, исполь-
зуемого в качестве исходного синтона для получе-
ния полусинтетических цефалоспоринов различных 
поколений, достигает нескольких тысяч тонн в год.

Практическое применение фермента требует ис-
пользования биокатализатора с определенными 
свойствами. В природе не существует универсаль-
ного фермента. Его активность и специфичность 
определяются той ролью, которую он выполня-
ет в природе. В большинстве биотехнологических 
процессов субстраты и условия проведения реак-
ции отличаются от природных. Поэтому при раз-
работке нового процесса, метода анализа и в про-
чих случаях для каждого из них проводится 
доводка свойств биокатализатора к требованиям 
процесса. Это, как правило, выполняется с помо-
щью методов белковой инженерии. Совершенно 
очевидно, что в качестве исходного объекта опти-
мальным представляется использование фермента, 
свойства которого наиболее близки к требуемым. 
С этой целью проводят поиск генов в секвенирован-
ных геномах, число которых постоянно возраста-
ет. У оксидаз D-аминокислот из дрожжей и грибов 
клонированы гены и изучены свойства ферментов 
всего из 7 источников – Fusarium solani (FsoDAAO) 
[12] ,  Trigonopsis variabil is (TvaDAAO) [13] , 
Rhodosporidium toruloides (ранее Rhodotorula graci-
lis) (RtoDAAO) [14], Pichia pastoris (PpaDAAO) [15], 
Candida boidinii (CboDAAO) [16], Rasamsonia emer-
sonii штамм YA (RemDAAO) [17] и Ogataea parapoly-
morpha DL-1 [18]. Причем в последнем случае 
идентифицировали, клонировали и экспрессирова-
ли в E. coli гены пяти разных DAAO (OpaDAAO1 – 
OpaDAAO5) и одной D-аспартатоксидазы (DASPO). 
В случае бактерий в настоящее время клонирова-
ны и описаны всего три фермента – из Rubrobacter 
xylanophilus (RxyDAAO), Streptomyces coelicolor 
(ScoDAAO) и Arthrobacter protophormiae (AprDAAO) 
[9]. Ни одна из бактериальных DAAO на практике 
не применяется. В настоящее время данные о при-
сутствии потенциальных генов daao в геноме архей 
в литературе и базах данных отсутствуют. Основной 
причиной такого состояния в исследовании и при-
менении бактериальных DAAO являются трудности 
поиска генов фермента в геномах бактерий. Всего 
идентифицировано немногим более 10 генов DAAO 
и все они найдены в геномах бактерий, принадлежа-
щих к Acinetobacteria [7, 9]. Сложность поиска свя-
зана с тем, что аминокислотные последовательности 

DAAO очень вариабельны. Поэтому традиционный 
широко используемый поиск по гомологии пред-
ставляет собой очень непростую задачу. Кроме того, 
существует близкородственный фермент – глицин
оксидаза (GOX), которая очень часто появляется 
при поиске DAAO по гомологии с известными фер-
ментами данного типа.

Второй важный момент в поиске новых DAAO – 
отбор кандидатов со свойствами, наиболее близкими 
к требуемым. Обычные DAAO за исключением вы-
сокоспецифичной D‑аспартатоксидазы проявляют 
широкую субстратную специфичность. В зависи-
мости от источника спектр субстратной специфич-
ности сильно варьируется и активность с разными 
D‑аминокислотами может отличаться на порядок 
и более. Более того, в ряде случаев к субстратной 
специфичности DAAO могут предъявляться осо-
бые требования. Например, при разработке мето-
дов диагностики нейродегенеративных заболеваний 
требуются DAAO, активные с D-Ser, но не с D‑Ala 
и наоборот [5]. Поэтому для выбора DAAO с жела-
емой субстратной специфичностью (если ее описа-
ние отсутствует) приходится проводить клониро-
вание, экспрессию и очистку ферментов, изучать 
их каталитические свойства и отбирать лучший. 
Совершенно очевидно, что данная процедура трудо-
емка, продолжительна и затратна.

Нами предложен биоинформационно-структур-
ный подход, который позволяет с высокой досто-
верностью показать принадлежность кандидатных 
ферментов именно к DAAO, дискриминировать их 
от глициноксидаз, а также, используя корреляцию 
между субстратной специфичностью и экспери-
ментальными и модельными структурами извест-
ных DAAO, высказать обоснованное предположение 
о спектре субстратной специфичности. Особый ак-
цент сделан на использовании данных о ферментах 
из термотолерантных дрожжей O. parapolymorpha 
DL-1 (пять OpaDAAO и OpaDASPO), поскольку пять 
из шести ферментов демонстрируют необычные за-
висимости стабильности и активности от рН среды, 
а также имеют очень интересный и перспективный 
спектр субстратной специфичности. Этот подход 
успешно апробирован на ряде последовательностей 
из экстремофильных бактерий. Впервые в мире по-
казано наличие гена daao в геноме галофильной ар-
хеи.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Биоинформатический поиск генов 
потенциальных DAAO
Поиск новых DAAO по гомологии проводили с по-
мощью программы BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.
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gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) против базы данных 
транслированных белковых последовательностей 
из геномов экстремофильных бактерий. В качестве 
основной базы использовали базу UniProt NCBI. 
Также проводили поиск в геномах бактерий и архей, 
последовательности которых были секвенирова-
ны в ходе выполнения работ в рамках Соглашения 
№ 075-15-2021-1396 от 26.10.2021 (Федеральная на-
учно-техническая программа развития генетических 
технологий на 2019–2027 годы). Для дальнейшей 
работы отбирали последовательности, показавшие 
наиболее высокую гомологию.

Множественное выравнивание отобранных после-
довательностей и ряда известных последователь-
ностей бактерий и дрожжей проводили с помощью 
программы Clustal X 1.83.

Построение и анализ модельных структур DAAO
Для построения модельных структур фермен-
тов использовали открытый онлайн-сервер 
для AlphaFold2 [19, 20]. Для множественного вырав-
нивания использовали MMseqs2, для каждой моде-
ли было выполнено по три цикла уточнения пред-
сказания. Генерировали по пять моделей, лучшую 
выбирали по pLDDT [19]. Все полученные структу-
ры имели pLDDT более 90. Молекулу FAD встра-
ивали, проводя оптимизацию положения в глобуле 
и геометрии связей в программе Coot [21].

Докинг субстратов проводили при  помо-
щи программы AutoDock [22] с  ускорением 
на GPU [23]. Для проведения докинга использо-
вали следующие параметры: ga_pop_size = 150, 
ga_num_evals = 25000000, ga_run = 20, ga_muta-
tion_rate 0.02÷0.08, Solis-Wets-метод. Результаты 
докинга отбирали, ориентируясь на положения 
карбоксильной группы, аминогруппы и Cα-атома 
D-аминокислоты, подходящих для катализа ре-
акции. Соответствующие положения выбирали 
на основании кристаллических структур RtoDAAO 
в комплексе с D‑аланином/иминопируватом (PDBID 
1C0P) и pkDAAO (из почек свиньи) в комплексе 
с иминотриптофаном (PDBID 1DDO). Положение 
боковых радикалов D-аминокислот выбирали ис-
ходя из потенциально возможных взаимодействий 
субстрата с DAAO.

Расчет RMSD между структурами проводили 
по Cα-атомам, используя команду “align” пакета 
программ PyMol (The PyMOL Molecular Graphics 
System, Version 2.1.0, Schrödinger, LLC). Для рас-
чета RMSD использовали пять циклов отклонений 
структурных выбросов (параметр “cycles”).

Визуализацию структур проводили также с по-
мощью программы PyMol (The PyMOL Molecular 
Graphics System, Version 2.1.0, Schrödinger, LLC).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Поиск новых DAAO из экстремофильных 
бактерий и архей по гомологии
Поиск новых потенциальных DAAO проводили 
по базе UniProt NCBI для геномов бактерий и со-
вместной базе секвенированных геномов экс-
тремофильных микроорганизмов МГУ имени 
М.В. Ломоносова и ФИЦ «Фундаментальные ос-
новы биотехнологии» РАН. В качестве референс-
ных использовали аминокислотные последователь-
ности ферментов из дрожжей R. toruloides (более 
известных как R. gracilis), T. variabilis, C. boidi-
nii, O. parapolymorpha DL-1 (пять DAAO и одна 
DASPO) и бактерий A. protophormiae, R. xylanophilus 
и S. coelicolor. Подробная информация об источниках 
последовательностей DAAO, рассмотренных в данной 
работе, представлена в табл. 1. В случае бактерий 
использовали последовательности только тех фер-
ментов, для которых была точно показана оксидаз-
ная активность. В первую очередь новые ферменты 
сравнивали с наиболее хорошо изученными DAOO 
из R. toruloides и T. variabilis. Особое внимание было 
уделено пяти DAAO и одной DASPO из дрожжей O. 
parapolymorpha DL‑1, поскольку это единственный 
на настоящий момент организм, у которого получено 
и изучено такое количество паралогичных фермен-
тов. Гены daao и daspo из дрожжей O. parapolymor-
pha DL-1 клонировали и экспрессировали в клетках 
E. coli в активной форме. Четыре DAAO и DASPO 
получены в высокоочищенном виде, определены 
их каталитические параметры с D‑аминокислотами 
и изучены зависимости активности и стабильности 
при различных значениях рН, а также изучена тер-
мостабильность при значениях рН, оптимальных 
для стабильности. Аминокислотные последовательно-
сти DAAO позвоночных не использовали, поскольку 
они изначально имели низкую гомологию с фермен-
тами микроорганизмов [1, 2, 9].

В результате поиска гомологов DAAO в бактери-
альных геномах, депонированных в UniProt NCBI, 
найдено большое количество кандидатных после-
довательностей, но уровень гомологии не превышал 
30%. Экспертная оценка результатов поиска пока-
зала, что абсолютное большинство последователь-
ностей с уровнем гомологии менее 23% не могут 
быть отнесены к DAAO. Поэтому для дальнейшей 
работы были отобраны только последовательности 
из термофильных бактерий с гомологией 24–30%. 
Экспертная оценка этих белков по консерватив-
ным остаткам (см. следующий раздел) позволила 
сузить набор до последовательностей, характерных 
для DAAO и GOX. Аналогичный набор процедур ис-
пользовали при поиске генов потенциальных DAAO 
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в геномах экстремофилов и архей в базе МГУ име-
ни М.В. Ломоносова и ФИЦ Биотехнологии РАН.

Сравнение аминокислотных последовательностей 
новых DAAO с известными ферментами 
из бактерий, дрожжей и грибов
На рис. 1 представлена часть результатов мно-
жественного выравнивания найденных после-
довательностей (названия новых ферментов 
выделены полужирным курсивом) и последова-
тельностей референcных DAAO. Чтобы не загро-
мождать и так большой рисунок, на нем не приве-
дены все результаты поиска в базе UniProt NCBI. 
Мы оставили только найденные последовательности 
пяти DAAO из экстремофильных микроорганизмов 
и не привели данные для глициноксидаз. Однако 
проведено также множественное выравнивание по-
следовательностей глициноксидаз и построены мо-
дельные структуры, по результатам анализа кото-
рых они и были отнесены к GOX. Из базы геномов 
МГУ и ФИЦ Биотехнологии РАН после эксперт-
ной оценки были отобраны четыре последователь-
ности – по одной из бактерий Natronosporangium 
hydrolyticum ACPA39 [24] и Natroglycomyces albus 
ACPA22 [25] (этот фермент в результате оказался 
глициноксидазой), и две из археи Natrarchaeobius 
halalkaliphilus AArcht4 [26]. Кроме того, в выравни-
вании представлены последовательности из двух 
патогенов – Mycobacterium tuberculosis (MycDAAO) 
и Pseudomonas aeruginosa (PaeGOX), также найден-
ные нами в результате поиска по гомологии. Белок 
P. aeruginosa в базе NCBI аннотирован как DAAO.

Множественное выравнивание отобранных после-
довательностей проводили с помощью программы 
Clustal X 1.83 (рис. 1). Использование этой програм-
мы обусловлено тем, что она сама выстраивает ие-
рархию в гомологии заданных последовательностей. 
Результаты такого выравнивания дали достаточно 
ожидаемые результаты. Как следует из рис. 1, в за-
висимости от источника ферменты четко разделены 
на две группы – вверху находятся бактериальные 
DAAO, за ними следуют ферменты дрожжей и гри-
бов, сразу за ними – DAAO из архей, а затем глици-
ноксидазы. Вторым интересным моментом является 
то, что наиболее высокую гомологию с бактериаль-
ными DAAO имеет широко применяемая и хорошо 
изученная TvaDAAO, в то время как вторая, даже 
более полно изученная RtoDAAO, находится в са-
мом конце списка перед археями.

Как уже отмечалось, при поиске генов целевых 
ферментов в новых источниках используют подход, 
основанный на гомологии белков, выполняющих оди-
наковую функцию (например, катализируют одну 
и ту же реакцию). В ряде случаев такие фермен-

ты обладают очень высокой гомологией в области 
субстратсвязывающих и каталитического доменов, 
и тогда решение такой задачи не представляет осо-
бого труда. В качестве примера можно привести 
NAD(P)+-зависимую формиатдегидрогеназу (ФДГ), 
состоящую из двух идентичных субъединиц и не со-
держащую в активном центре кофакторов. Степень 
гомологии между ФДГ даже из эволюционно удален-
ных источников (например, бактерии и высшие рас-
тения) составляет не менее 55%, а при множествен-
ном выравнивании наблюдается большое количество 
достаточно протяженных (до 10–15 аминокислот-
ных остатков) консервативных последовательностей 
во всех участках активного центра [27–29]. В DAAO 
уровень гомологии не превышает 30%, что намного 
ниже. В этом случае информация о консервативных 
и каталитически важных аминокислотных остатках 
могла бы помочь аннотации гена. Однако в случае 
DAAO этот подход малоэффективен. Характерной 
особенностью механизма действия FAD-содержащих 
ферментов является перенос гидрид-иона с субстра-
та на изоаллоксазиновое кольцо кофактора без зна-
чимого участия аминокислотных остатков фермента, 
основная роль которых сводится к формированию 
необходимой для катализа конформации активно-
го центра и участию ряда остатков в связывании 
FAD и D‑аминокислот. В случае кофактора обяза-
тельно наличие на N‑конце фермента характери-
стической (fingerprint) последовательности GxGxxG 
[30]. Для связывания карбоксильной группы ами-
нокислоты считалось обязательным наличие в ак-
тивном центре остатков аргинина и тирозина (R285 
и Y223 в RtoDAAO и R302 и Y243 в TvaDAAO). 
Аналогичные остатки присутствуют и в ферментах 
млекопитающих [1, 2]. Однако расширение выборки 
сравниваемых последовательностей свидетельствует, 
что консервативными остаются только характеристи-
ческая последовательность в FAD-связывающем до-
мене и остаток аргинина, участвующий в связывании 
субстрата за счет взаимодействия с карбоксильной 
группой. Отметим, что подвижность этого остатка 
Arg сильно ограничивает соседний консервативный 
остаток пролина (пара ArgPro, рис. 1, четвертый ряд 
выравнивания). Остаток тирозина (рис. 1, третий ряд 
выравнивания, середина) консервативным не явля-
ется – в двух из шести оксидаз OpaDAAO, а так-
же в двух бактериальных ферментах – MycDAAO 
и GthDAAO, в этом положении находятся отлича-
ющиеся по своим свойствам остатки Met, Phe, Ala 
и Cys. Кроме того, указанная пара признаков не мо-
жет использоваться для аннотации фермента в ка-
честве DAAO, поскольку эта же пара (характеристи-
ческая последовательность и пара консервативных 
остатков ArgPro) присутствует во всех глицинок-
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CLUSTAL X (1.83) multiple sequence alignment 
 
NhyDAAO    ----------------MAEVDVLVVGAGVSGLTTAVCLAETG----RRVTVRTATEPAR-------TTSAVAGALWMPYLVRPVD-KVTAWGAATLTELRTLADQP---TTGVRRTNGVVL 
GthDAAO    -------------------MDVLVLGGGVIGLTVAVALAEAG----HAVLVRAAEPPHA-------TTSAAAGALWGPWLAQPRA-RVLRWAERSLSALTELAAHP---DTGVHLASGKGV 
MycDAAO    --------------MAIGEQQVIVIGAGVSGLTSAICLAEAG----WPVRVWAAALPQQ-------TTSAVAGAVWGPRPKEPVA-KVRGWIEQSLHVFRDLAKDP---ATGVRMTPALSV 
SavDAAO    -------------METGRSGEVIVVGGGVIGLTTAIVLAESG----RRVRVWTREPVER-------TTSAVAGALWWPYRIEPAA-SARAWALTSFDVYEELATRPG--RTGVRMVEG-VQ 
ScoDAAO    ---------METELDDERDGEVVVVGGGVIGLTTAVVLAERG----RRVRLWTREPAER-------TTSVVAGGLWWPYRIEPVA-LAQAWALRSLDVYEELAARPG--QTGVRMLEG-VL 
CthDAAO    ---------------MVTSRSALVIGCGISGLACARRLQAAG----YHVTIITREQPKS-------TTSNVAAALWYPYRCAPRE-KALPWSKATFEELLRQHRDG---VPGVTPTTFIEL 
RhoDAAO    ---------------------MIVLGSGVIGLTAAIRLQEAG----FAPRLLTRDRPEA-------TTSAVAAAVWYPYRAYPAH-RVLPWSRRTLEVCYDLAADP---TSGVSLIPFVDL 
RtaDAAO    -------------------MDALVIGCGVIGLSTAICLQEAG----LEVEVWAAEMPRE-------STSGVAAAVWYPYKAYPQN-RVLKWGGQTYAAFEKLAGDG---QTGVRMGEGVEL 
RxyDAAO    ---------------MRDCGRAVVVGCGVIGLSAALVLRERG----FGVRVVAREPPER-------TTSAVAAAVWYPYRAYPED-RVLRWGARTYEVFRGLAADP---RSGVRLREGVEL 
RraDAAO    MRKEETASVRRASGGSAAPFDVAVVGGGVAGLSTAVRLLEIG----RSVCVLSADPPQK-------TTSNLAAAVWYPTEFGRQD-GVLAWARRAYDVFRELSGTE---GSGVVMRETLML 
AprDAAO    --------------MPTAPLRITVIGSGVIGLSAAHELAAAG----HQVTVAYDQELAE-------CVSSVAAAIWFPYHSENSP-AADKLLADSLARFEQLSEHP---ETGIDLRRGLNV 
TvaDAAO    ------------------MAKIVVIGAGVAGLTTALQLLRK----GHEVTIVSEFTPGD---LSIGYTSPWAGANWLTFYDGG---KLADYDAVSYPILRELARSSPEAGIRLINQRSHVL 
OpaDAAO2   ------------------MAKIIVIGCGVVGMTTALELAQR----GHNVQIVARHLPGD---VDVEYTSPFAGANWSSFAQDGDY-EMKEWDKLGYYRFMDLAENVP---------GSSVV 
NcrDAAO    -----------------MS-TIVVVGAGVSGLTCALQLAKQG--GNTITVVAKHMPGD---YDPEYTSPFAGANVLPMAP------EYNRWEGETWPLKRLAETCPEAGIHFQ--KAVLYE 
FsoDAAO    -----------------MSNTIVVVGAGVIGLTSALLLSKNK---GNKITVVAKHMPGD---YDVEYASPFAGANHSPMATE----ESSEWERRTWYEFKRLVEEVPEAGVHFQ--KSRIQ 
RemDAAO    ----------------MATNNIVVLGAGVSGLTTAWLLSKDP---SNKITVAAKHMPGD---YDIEYCSPWAGANYLPVGAENS--RVGQWERATWPHLRDIAQNHPEAGIHFQ--DTVVY 
CboDAAO    -----------------MGDQIVVLGSGIIGLYTTYCLIYEAGCAPAKITIVAEFLPGD---QSTLYTSPWAGGNFSCISPADD--TTLAYDKFTYLNLFKIHKKLGGPECGLDNKPSTEY 
OpaDAAO4   -----------------MSDTYVVVGAGIVGLYTAYSLVYEAGVSPKHITIAAAHIPGD---QSINYTSPWAGGNFSCISPGDK--KSLSYDRYTYTHLAEIQKKLGGPSCGLDMRPATDY 
OpaDAAO1   -------------------MTFAIVGCGIVGLYTALNLV-ESGVKGSEITIVAEYLPGD---QSINYTSPWAGGNFSCISPDDA--QTLNFDKTTYTHLAAIQKLLG-PGCGLDRRPSTEF 
PpaDAAO1   ----------------MTDSKYVIIGAGISGLYTAWSLI-DKGTGPSDIKVVAEFLPGD---QSTLYTSPWAGGNFSLITSTDE--RSMKFDKFTYTNLHRIQELLGGPECGLDMLPSTEM 
SpoDAAO    ------------MTKENKPRDIVIVGAGVIGLTTAWILS-DLGLAP-RIKVIAKYTPED---RSVEYTSPWAGANFCSISATDD--NALRWDKITYHRFAYLAKTR--PEAGIRFADLREL 
OpaDAAO3   -------------------MKIVVVGAGVIGLTTALILKRKLN---CDVVVVSKEIPGD---ADPIYTSTKAGAQWSSSPGNKR--AEFSYRIFDELSKVPEAWVTKIP----------LY 
OpaDAAO5   -----------------MKERIVVIGAGVIGLTTALELSRRG----YLVSIVAKELPGD---EARFYTSPYAGAFFYHLDSLAS--KGWLAQLQDIASYYEFLRVAQEPGSGVAERVAEVY 
OpaDASPO   -----------------MTKSIVVVGAGVVGLTCAYQLAEEG----YDVTIVAKHLPSTSI-ADSQYTSPWAGAHFRPFPAKTPE-EYRDSKLTRSTFQVFKKLATTFPESSIRFMPGTDF 
RtoDAAO    ---------------MHSQKRVVVLGSGVIGLSSALILARKG----YSVHILARDLPED-V-SSQTFASPWAGANWTPFMTLTDGPRQAKWEESTFKKWVELVPTG----HAMWLKGTRRF 
NhaDAAO    -----------------MQPDITVLGAGVNGTSTALALTLLG----YNTQIVADQFAYEEQHRDPRFSSAYGAGAILPYSVGMDS--LDETFEESQTVFRLLEELS---VLGVRKNDHYWI 
NhaGOX     ---------------MAERFDAVVVGGGIVGSSVGYHLARAG----VETAVIDRADAGR-------ATDAGAGIVSPPTSSLTGGDEQFEFATNAAAYYPELVDRLRGDGVEETSYERVGI 
PaeGOX     -----------------------MVGAGVIGLLTARELALAG----LRVTLVERGESGR----EASWAGGGIVSPLYPWRYSPAVTALAHWSQDFYPALGQRLLDETGLDPEVHTVGLYWL 
NalGOX     ------------------MRRIHVIGAGAIGLGIAWRAAQRG----ADVTVFDPDPGSG----ASTTAAGMLAAVTESHFGEETLADLATDSVTRWPSFAAELENASGLNVGYRDIPTLLV 
                                  ::* *  *                   :                                                                       
 
NhyDAAO    APTAIA---------------PPAWTETV-AAVPCPPADLPHG--------YEVGWRFGSVLVEMPIYLGYLADRLRAA-GGRIEP-----------GLVTDLADALTV---------APL 
GthDAAO    SAVKHE---------------PPEWFRLLPDARPCTADDLPAG--------HLHGIRYTAPLVNMPVHLAYLVDRLRSA-GGAVEI-----------GAVTTLDQAAES---------API 
MycDAAO    GDRIETGA-------------MPPGLELIPDVRPADPADVPGG--------FRAGFHATLPMIDMPQYLDCLTQRLAAT-GCEIET-----------RPLRSLAEAAEA---------API 
SavDAAO    GGATLEET-------------EAWALGRALGLRAATAEECPG-----------GGLWARLPLIDMPAHLRWLRERFTAA-GGTVET-----------RTVTDLAEAK-----------APV 
ScoDAAO    GETGLDEV-------------DGWAAARLPGLRAASAAEYAG-----------TGLWARLPLIDMSTHLPWLRERLLAA-GGTVED-----------RAVTDLAEAD-----------APV 
CthDAAO    FDHDRP---------------TPWWAEATGGVTRLTGNDLP--------PGYAVGFAATVPVVETPLYLPYLVEQFSAA-GGTLQL-----------GELTSLDEACAA---------YPL 
RhoDAAO    FDRPTP---------------PPAWRTAVRAFRRARPDERP--------AGYVDGFVAEVPLIETPVHLPYLVARFEAG-GGTIEVVP---------GGVTDLAALAAS---------AGL 
RtaDAAO    WRREVP---------------DPWWKDAVSRFRRCEEHELP--------PGYRDGYVFTVPVIEMPRYLQYLLERFAGA-GGRLTR-----------RVVRSLEEAAEA---------SPL 
RxyDAAO    LRRTSTG--------------EPWWRGAVSGFRRCRREELP--------PGCRGGYRFVAPVAEMPAYLAYLLGRFREA-GGELEL-----------REVSSLEEVAGG---------ADV 
RraDAAO    LRTPDEG--------------SPWWAEAIGGVERVGAGDLRSEWG----SGYAGGYRFEVPLVEMPVYLPWLLKRFIRS-GGVFEE-----------RRIESLREAGAR---------AGM 
AprDAAO    DHLPGA---------------DRSWTRIVAGTEEASPADLPDG--------AHAGVWATVPIITMSTYLGWLRGRVEEL-GADFAK-----------GTVTDLAQLKGG---------ADL 
TvaDAAO    KRDLPKLEGA----MSAICQRNPWFKNTVDSFEIIEDRSRIVHDD------VAYLVEFASVCIHTGVYLNWLMSQCLSL-GATVVK-----------RRVNHIKDANLLHSSG---SRPDV 
OpaDAAO2   RRTERILN----------SKRLPWFKDFVQDFRLLSKEELPDG--------VEYGHEYTTVAITVPIYLHYLLQKLLSL-GVKLHR-----------AHLHHIKDAASYFTDG----KVDV 
NcrDAAO    RRAQDEAAGFAGPLSDGLFVRNPWYKDLVPDYVDLPASEVPEG--------MSSASSFTSVCINTAIYLPWLVGQCRAR-GVVFKR-----------AVLKHISDAAKLSHTG---RKPDI 
FsoDAAO    RRNVDTEKAQRSGFPDALFSKEPWFKNMFEDFREQHPSEVIPG--------YDSGCEFTSVCINTAIYLPWLLGQCIKN-GVIVKR-----------AILNDISEAKKLSHAG---KTPNI 
RemDAAO    NRTKDQGSTTGQWFS-ELVKPNPWYGKVLPNFRELSKDELPPG--------IDNANRFTSVCINTAVYLPWLVGQCRKN-GVVFKR-----------AVFKHVAEAANAHHSG---QKADL 
CboDAAO    WDFYPGDE------------KVNSLKQYLKDFKVIPKSELPEG--------VEYGISYTTWNFNCPVFLQNMANFLNKR-NVTIIR-----------KHLTHISQAYLT-------VNTKV 
OpaDAAO4   FHKYPPAK------------KMESLKEYVKDFRILDKSALPKG--------IVFGISYTTWNFNCPLFLQNLASFLEKL-GVTIIK-----------KKLEHLSQAFLS-------PNTKI 
OpaDAAO1   WDYLPDQR------------KIDSLSSYLQDFAIIPSSQLPQG--------VAFGIKYISWNFNCPKFLEVLKEYLAST-GIVFVR-----------RKIQNVDEMFEF-------ART-- 
PpaDAAO1   FEQELDHA------------KLDSISQYLKEYRPMTKEEMPEG--------VVSGVKFLTWNFNCPLFLANFQKHLAAI-GVTFER-----------SKIDHISSVFS--------PSVDA 
SpoDAAO    WEYEPKHD------------KIRSWNTYVRDFKVIPEKDLPGE--------CIYGHKATTFLINAPHYLNYMYKLLIEA-GVEFEK-----------KELSHIKETVEET------PEASV 
OpaDAAO3   KGEIDPKRP--------ATEPDLKSFVDNYEWIGEDQQKFPG---------VSHIYKFDTFTISPPQYLAYLANELLKL-GVAIQR-----------GVVRNFED-----------VAADY 
OpaDAAO5   VPRISMMETG---------YDGPWFKDVVRNYEVIDPREYPAGAA---GDDIVFAFRYTGFTINPVQYLHYLLYRCAQS-GINYVR-----------RTVGSLEEAKTLFLDGDDFVEADL 
OpaDASPO   IERDDPLYEN----------VSAGYAEGIENFKVLPKSALPNG--------IKFGATYNAWCMNSPMYIQFLERRLEMYYKVKIVQ-----------ESLGSLQQVAELFP-------GAT 
RtoDAAO    AQNEDGLLG-------------HWYKDITPNYRPLPSSECPPG---------AIGVTYDTLSVHAPKYCQYLARELQKL-GATFER-----------RTVTSLEQAFDG---------ADL 
NhaDAAO    DEEGRG---------------PSNAPKYLDGFRKVESPNALPRRTG---SEHVTDFTAEMLFADMPTYMEGLYRLYQAAGGSIRKR------------TVTRTDLTEMP----------GL 
NhaGOX     VGVAVDDDEIEP----YDERLERVSARNFDRLDEIEPDEARERFPAL-AEPKRAFHYADAARIDGRVFTDSLLTAARTHGLTTYDGDVDRI--RIDRGRVTGVETAGGKR------IDAET 
PaeGOX     DLDDQTEA-------------LQWARNHTRPLKEVPIEEAYAAVPGLGAGFQRAVYMSGVANVRNPRLARSLRASLQQFANLELHEQTEVRGWLRDGDRVVGVATSRGE-------IRGDK 
NalGOX     GIEEGDRDNVTR--------YAGLYRKLGFEVENLTGRTARKAEPLLS-QRARGGVRVRADHEVDPRAVHAALLTAAHRAGVHIVR--------------DKVTDPTAG--------DADV 
                                                                                                                                     
 
NhyDAAO    VVNCAGIGARELVPDP----GLRPVRGQVVVVE---NPG-IDEFVSEHPGASP--WLKYVLPHR---DTVVLGGTAEPDRSDPT-----------PDPSITARILADSVELVPALAG--- 
GthDAAO    VVNCTGLGARVLVGDR----QLYPVRGQQVVVT---NPG-IDEFLEVDTGDST--DLIAIYPHG---DHAILGGTAQPYSWQRE-----------ADKATTKSILLRCIVLQPKLKA--- 
MycDAAO    VINCAGLGARELAGDA----TVWPRRGQHVVLT---NPG-LEQLFIERTGGS---EWICYFAHP---QRVVCGGISIPGRWDPT-----------PEPEITERILQRCRRIQPRLAE--- 
SavDAAO    VVNCTGLGARDLVPDT----SVRPVRGQLVVVE---NPG-IRTWLVSTGAD-G--EMAYFFPQP---GRLLLGGTAVEDEWSLV-----------PDPAVAEAIVRRCAAWRPEIAG--- 
ScoDAAO    VVNCTGLGARELVPDP----AVRPVRGQLVVVE---NPG-IHNWLVAADADSG--ETTYFLPQP---GRLLLGGTAEEDAWSTE-----------PDPEVAAAIVRRCAALRPEIAG--- 
CthDAAO    VINCSGLGARTLANDP----EVFPIRGQVVRVS---NPG-VRRALTDDDGPR---RISYTIPRQ---TDVILGGTALPHVWDTT-----------PDAATTERILRHCRELEPALAS--- 
RhoDAAO    VVNCTGLGARRLVPDP----SLYPIRGQVVRVT---NPG-LTHALADDTGPL---AISYVIPRR---GDVILGGTAQDGVWDRT-----------PDPETTREILRKARLLEPRLAD--- 
RtaDAAO    VFNCTGLGARELVGDR----LLSPIRGQIVRVR---NPG-LERFVLDEEHPE---EPTYIVPRT---EDCVLGGTAQERRWDIE-----------PDPETAAAILRRCVSLEPRLAD--- 
RxyDAAO    AVNCSGAGARKLVGDP----AVFPIRGQVLRVA---NPG-LERFMLDEENPE---GLTYIVPRT---EDCVLGGTAEEGSWSTR-----------PDPVTAYSILHRCTALEPRLQG--- 
RraDAAO    VVNCSGIGARELCGDR----EVRPARGQVVRVE---NPG-LSVSVRDEENPG---GRTYIHPRT---EDCILGGTFESGNWDTT-----------PDPETARRILARCSELVPELAG--- 
AprDAAO    VVLAAGLRGGELLGDDD---TVYPIRGQVVRLA---NTKNLTQWLCDDNYPD---GVSYIIPRR---EDIIVGGTDTANDWNRE-----------VEPQTSIDILERAAKLVPELEG--- 
TvaDAAO    IVNCSGLFARFLGGVED--KKMYPIRGQVVLVR---NSLPFMASFSSTPEKENEDEALYIMTRF-DGT-SIIGGCFQPNNWSSE-----------PDPSLTHRILSRALDRFPELTK--- 
OpaDAAO2   TVNCSGLLSSKLGGVMD--QDVFPIKGQVIHAR---NSCPYMLSVKNIPG-ASKDELLYIFPRK-EGG-TIIGGCFRVNDWTPD-----------VDEGLFERTVARARQYCPELFE--- 
NcrDAAO    IINATGLLSCRLGGVMD--KKVMPARGQVVLVR---NEATPNMVCTSGTDDGNGDELCYIMQRA-AGGGTILGGTYMKGNWDGV-----------PDPNIATRIMKRAVEACPALTG--- 
FsoDAAO    IVNATGLGSYKLGGVED--KTMAPARGQIVVVR---NESSP-MLLTSGVEDG-GADVMYLMQRA-AGGGTILGGTYDVGNWESQ-----------PDPNIANRIMQRIVEVRPEIAN--- 
RemDAAO    VVNCTGLSSRKLGGVQD--NTLLPARGQIVVVR---NDPGL-MCSISGTDDG-DDEVTYMMTRA-AGGGTILGGTYQKHNWDSL-----------PDPNLAVRIMKRCIELCPSLVAP-- 
CboDAAO    VFNCTGIGAADLGGVKD--EKVYPTRGQVVVVR---APHIQENKMRWGKDYA-----TYIIPRPYSNGELVLGGFLQKDNWTGN-----------TFGFETDDIVSRTTSLLPKIL---- 
OpaDAAO4   VFNCTGIGAITLGGVKD--TNVYPTRGQVVVIK---APHIQFNMCLWTNESA-----TYIIPRPNSNGELVMGGFLQKGISTGD-----------TFKHETEDIIKRATEMAPQIL---- 
OpaDAAO1   IFNCTGIGARALGGAED--KNIYPARGQVVVIK---APHINENRMRWGTEDV-----TYIIPRPDSQSQVVLGGYLQANNWCAD-----------TWKTETDDIIRRTSQLFPEIG---- 
PpaDAAO1   VFNCTGIGAASLGGVKD--ENVFPTRGQVVVVR---APHIRENRFRWRPDSD-----TYVIPRPFSDGSIVMGGFFQEGNWSGN-----------TYGYETEDILKRGLELYPEIGK--- 
SpoDAAO    VFNCTGLWASKLGGVED--PDVYPTRGHVVLVK---APHVTETRILNGKNSD-----TYIIPRPLNGG-VICGGFMQPGNWDRE-----------IHPEDTLDILKRTSALMPELFH--- 
OpaDAAO3   VINCTGIQYNNIDGCHD--AALRPIRGHTLLIE---NTLPYQVMFKENNPVE-EGEFLMLFPRK-EGCAVLGGIYDAHSPAFDTS---------VHADYVERLQAKATKHLPELQG---- 
OpaDAAO5   VVNCAGIHGFDLNTKDK--ENRLPVKGQTLLVE---NVARKLIIVEAMDAAH-ATESLYVVPRAGYGTLLTGTYLYHDDSVD-------------VDAGLTQRIKERALRYAPELVDSDF 
OpaDASPO   IVNCSGRGLTYYGG-YD--PATYPIRGQTLLVK---SPKDCPYNSETVTYQLEDGSFCFVIPRPLDGG-VIVGGTKQVGDLYPQ-----------VRDADTQKLIENGKKWFPELLID-- 
RtoDAAO    VVNATGLGAKSIAGIDD--QAAEPIRGQTVLVK---SPCKRCTMDSSDPASP-----AYIIPRP--GGEVICGGTYGVGDWDLS-----------VNPETVQRILKHCLRLDPTISSD-- 
NhaDAAO    LINCTGLRSPELFEDS---APYHAARGHLVTAQRAPIPKLDGTMISYSYSVAGDRKGVYCFPRM---DGIVMGGTHQSVPYRPDEKPCFPPLNEPTTKIGGTEVPKRIVELNAELLAQL- 
NhaGOX     VVLAGGVWSSAFEGQLGVELPLEPRRGQIARLN---VPDTDTSSWPIVTGFR----HHYLVPLP--DGTLVCGATLEADAGFDPR----------PTASGVEEVLAEAQRLVPDLAD--- 
PaeGOX     VLLAAGAWSGELLKPLGLELPVVPVKGQMILYK---CAADFLPRMVLAKG-------RYAIPRR--DGHILIGSTLEHSGFDKT-----------PTDEALESLRASAAELLPELAD--- 
NalGOX     VILAAGCGSAAFDLPVR------PVRGVVLRLRADQHQLQPDNIVRAFVRGN----PVYIVPRAN--GEIVIGATSE-ERGFDATTG---------TAGATWDLLRNAIDVVPEIAEY-- 
            . . *                 .  *                               :           :  .                                      . :      
 
NhyDAAO    ------APVLAERVGLRPARPE----VRLAVED----------------------RPAG-RIIHNYGHGGGGVTLSWGCAREAAELASGT------------------------------ 
GthDAAO    ------AEIIGERVGLRPTRPT----VRLEEQR----------------------GPGNTRIIHNYGHGGAGISLSWGCAEEVLTLIDSGAQ---------------------------- 
MycDAAO    ------AAVIETITGLRPDRPS----VRVEAEP-----------------------IGRALCIHNYGHGGDGVTLSWGCAREVVNLVGGG------------------------------ 
SavDAAO    ------ARVLEHRTGLRPARGT----VRLEREP----------------------LSDGRVLVHNYGHGGAGVTVAWGCAQEAAGLAASW------------------------------ 
ScoDAAO    ------ARVLAHLVGLRPARDA----VRLERGT----------------------LPDGRRLVHNYGHGGAGVTVAWGCAQEAARLAS-------------------------------- 
CthDAAO    ------AQVLEVRVGLRPGRTA----VRLEREH----------------------R-GVGVVIHNYGHGGAGFTLAWGCADEVLHLARAT------------------------------ 
RhoDAAO    ------AAVLEARVGLRPGRPT----VRLEAER----------------------LPGGGTVIHNYGHGGAGFTLAWGCADEVVALVRAHHARPA------------------------- 
RtaDAAO    ------AEVLEHRVGLRPGRPE----VRLEREE----------------------LGSGALCVHNYGHGGAGVTLSWGCAREACALVLERIG---------------------------- 
RxyDAAO    ------APVLEHRAGLRPGRPE----VRLERTT----------------------LPDGTPCIHNYGHGGSGVTLSWGCAEEAAELAAAALDRNP------------------------- 
RraDAAO    ------ARVLEHHVGLRPVRRGG---VRLERD------------------------PERPATVHNYGHGGAGVTLSWGCAERAVELVESAERELRL------------------------ 
AprDAAO    ------LEVLEHKVGLRPARET----IRLEHVA----------------------G-HPLPVIAAYGHGGAGVTLSWGTAQRVAELAAQLAGEPAS------------------------ 
TvaDAAO    ---DGPLDIVRECVGHRPGREGG---PRVELE----------------------KIPGVGFVVHNYGAAGAGYQSSYGMADEAVSYVERALTRPNL------------------------ 
OpaDAAO2   ---HGDLDVVKVHCGLRPGRKGG---PRIEKE----------------------VIPGVGRVVHNYGAAGAGYQNSHGMAMKTVMLVESFLREHKL------------------------ 
NcrDAAO    GKGIEALDVIRHAVGLRPYREGG---VRIDKE----------------------NIN-GTWVVHNYGHGGWGYQGSWGCAFRVQELVDEIKSELKLG---SKL----------------- 
FsoDAAO    GKGVKGLSVIRHAVGMRPWRKDG---VRIEEE----------------------KLDDETWIVHNYGHSGWGYQGSYGCAENVVQLVDKVGKAAK-----SKL----------------- 
RemDAAO    GQGIEGLDIIRHGVGLRPVREDG---PRIEKE----------------------LID-GVWVVHNYGHGGYGYQTSFGCATTAVEVVREALQQQKQRRDKARL----------------- 
CboDAAO    ---DEPLHIIRVAAGLRPSRHGG---PRIEAE----------------------VCEEGKLTIHNYGASGYGYQAGYGMSYEAVKLLVDNQK-VKAKL---------------------- 
OpaDAAO4   ---DKPLDVVRVAAGLRPSRHGG---PRIEVE----------------------EVEDEKLVIHNYGASGYGYQGGWGMAHDAVRLLIKAQRGSMAAL---------------------- 
OpaDAAO1   ---NEP-EILRVACGLRPSRKGG---VRVERE----------------------PRAKG-LLIHVSGLSGYGYQAGYGAARRAVRLAQSYKL---------------------------- 
PpaDAAO1   ---RNELKIIREAAGLRPSRKGG---VRIEVEHFDQ------------------VNGKDRYIVHNYGASGYGYQSGLGMANEATDMYFEAAK---------------------------- 
SpoDAAO    GKGPEGAEIIQECVGFRPSRKGG---ARVELD---V------------------VPGTSVPLVHDYGASGTGYQAGYGMALDSVMLALPKIKLA-------------------------- 
OpaDAAO3   ----EIRVLKHN-IGFRPHRDGG---VRIEFD------------------------PENPKLIHNYGCSNLGFTESWACAQEVFDLIK-------------------------------- 
OpaDAAO5   MKNPGQLVEVRQFVGIRPGREGG---VNVSRD------------------------GWR---IHNYGSAHSGYQNSYGLANRVARLVQERALKSRL------------------------ 
OpaDASPO   ----GEFQIKRINVGFRPARHGG---VRIERE-----------------------VVDGTEVVHCYGFGGSGYEMSWGAGQKVVELVKSAKSKL-------------------------- 
RtoDAAO    -GTIEGIEVLRHNVGLRPARRGG---PRVEAERIVLPLDRTKSPLSLGRGSARAAKEKEVTLVHAYGFSSAGYQQSWGAAEDVAQLVDEAFQRYHGAARESKL----------------- 
NhaDAAO    -GVDVERSDLEVSIGYRPLRDPEGDGVRVELAE-----------------------ESCGPVVHNYGHGGAGISVSWGCAISVARLVREAIGDREVPPAPVSRPAPLLPLYRTLTKHICE 
NhaGOX     ------ATVADLRVGLRPISGDG-----LPIIG---------------------AVPETDGAYVATGHGSSGLMLGPHSGRVVAELVSGERTTVPDPLSVDRLADV-------------- 
PaeGOX     ------MQPVAHWAGLRPGSPEG-----IPYIG---------------------PVPGFDGLWLNTGHYRNGLVLAPASCRLLADLMSGREPIIDPAPYAPAGRL--------------- 
NalGOX     -------HLAEVDVNFRPGTPDN-----LPILG------------------------WKDDLLVATGHYRQGIALLPATADHLAAAAFGETVDSLAPFDPARFADRHAGE---------- 
                         . **          :                                     *    *                                                 

Рис 1. Выравнивание амино-
кислотных последовательно-
стей оксидаз D-аминокислот 
из дрожжей, бактерий и ар-
хей (названия указаны зеле-
ным, синим и черным соот-
ветственно). Соответствие 
названий смотри в табл. 1. 
Новые последовательности 
DAAO, проанализированные 
в данной работе, выделены 
полужирным курсивом. 
Зеленым фоном в вырав-
нивании указаны остатки, 
которые ранее считались 
консервативными для свя-
зывания D-аминокислоты 
в активном центре DAAO. 
Зеленым фоном в выравни-
вании выделен остаток Tyr, 
который ранее считался кон-
сервативным для связывания 
D-аминокислот в активном 
центре
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сидазах. При выравнивании последовательностей 
только бактериальных DAAO (рис. 2) ситуация более 
оптимистична. Как следует из рис. 2, в присутствии 
консервативной для всех оксидаз пары ArgPro в бак-
териальных ферментах она расширяется до последо-
вательности GxRPxR, а также появляется новая кон-
сервативная последовательность YGHGGxG. Однако 
некоторые глициноксидазы также имеют такие по-
следовательности (на рис. 2 не показано).

Одна из найденных последовательностей принад-
лежит DAAO из археи N. halalkaliphilus AArcht4 
(NhaDAAO). Из рис. 2 хорошо видно, что амино-
кислотная последовательность этого фермента 
длиннее, чем у бактериальных DAAO. В вырав-
нивании четко выделяются три большие вставки 
в районе FAD- и субстратсвязывающих доменов, 
а также на С-конце. Тем не менее, NhaDAAO со-
держит тот же набор консервативных остат-
ков, что и в DAAO бактерий. Во втором про-
анализированном ферменте из N. halalkaliphilus 
AArcht4 – глициноксидазы NhaGOX – положение 
вставок и делеций очень хорошо совпадает с их по-
ложением в GOX из P. aeruginosa (рис. 1) и других 
глициноксидазах (не показано).

По результатам сравнения аминокислотных по-
следовательностей можно сделать некоторое пред-
положение о типе субстратной специфичности. 
При сильном различии в размерах субстрата можно 
легко заметить разницу в длине участков, формиру-
ющих субстратсвязывающий домен, уже на стадии 

выравнивания аминокислотных последовательно-
стей. Например, TvaDAAO, RemDAAO и FsoDAAO 
имеют более длинные последовательности в районе 
остатков 100–108 (рис. 1, левая часть второго ряда 
выравнивания). Это обусловлено тем, что эти фер-
менты способны окислять объемный цефалоспо-
рин С, в то время как остальные DAAO, имеющие 
в этой части выравнивания делеции, цефалоспорин 
С не окисляют. Например, CboDAAO специфич-
на к небольшим аминокислотам, в первую очередь 
к D-Ala [17]. Однако следует отметить, что поиск 
по гомологии не позволяет отличить классическую 
DAAO с широким спектром субстратной специ
фичности от оксидазы D‑аминокислот DASPO, 
специфичной только к D-Asp и D-Glu. Например, 
OpaDAAO1 (табл. 1) в аннотации генома O. parapoly-
morpha DL-1 указана как D‑аспартатоксидаза 
(DASPO), хотя наши экспериментальные данные сви-
детельствуют, что это абсолютно не так. Результаты 
наших исследований показали, что фермент имеет 
широкий спектр субстратной специфичности и по 
рН-профилям активности и стабильности он иден-
тичен RtoDAAO и TvaDAAO. Аналогичная ситуация 
наблюдается и при аннотации генома Pichia pasto-
ris. PpaDAAO1, аннотированная в геноме как окси-
даза D-аминокислот, в действительности является 
DASPO, a PpaDAAO2, аннотированная как «гипо-
тетический белок с низкой гомологией с оксидазой 
D‑аминокислот» (hypothetical protein with low simi-
larity to D-amino acid oxidase), это именно DAAO [14].

CLUSTAL X (1.83) multiple sequence alignment 
 
NhyDAAO   ----------------MAEVDVLVVGAGVSGLTTAVCLAETGRRVTVRTATEP-------ARTTSAVAGALWMPYLVRPVDKVTAWGAATLTELRTLADQP-TTGVRRTNGVVLAPTAIA--PPAWTETV-AAVPCP 
GthDAAO   -------------------MDVLVLGGGVIGLTVAVALAEAGHAVLVRAAEPP-------HATTSAAAGALWGPWLAQPRARVLRWAERSLSALTELAAHP-DTGVHLASGKGVSAVKHE--PPEWFRLLPDARPCT 
MycDAAO   --------------MAIGEQQVIVIGAGVSGLTSAICLAEAGWPVRVWAAALP-------QQTTSAVAGAVWGPRPKEPVAKVRGWIEQSLHVFRDLAKDP-ATGVRMTPALSVGDRIETGAMPPGLELIPDVRPAD 
SavDAAO   -------------METGRSGEVIVVGGGVIGLTTAIVLAESGRRVRVWTREPV-------ERTTSAVAGALWWPYRIEPAASARAWALTSFDVYEELATRPGRTGVRMVEG-VQGGATLEETEAWALGRALGLRAAT 
ScoDAAO   ---------METELDDERDGEVVVVGGGVIGLTTAVVLAERGRRVRLWTREPA-------ERTTSVVAGGLWWPYRIEPVALAQAWALRSLDVYEELAARPGQTGVRMLEG-VLGETGLDEVDGWAAARLPGLRAAS 
CthDAAO   ---------------MVTSRSALVIGCGISGLACARRLQAAGYHVTIITREQP-------KSTTSNVAAALWYPYRCAPREKALPWSKATFEELLRQHRDG-VPGVTPTTFIELFDHDRP--TPWWAEATGGVTRLT 
RhoDAAO   ---------------------MIVLGSGVIGLTAAIRLQEAGFAPRLLTRDRP-------EATTSAVAAAVWYPYRAYPAHRVLPWSRRTLEVCYDLAADP-TSGVSLIPFVDLFDRPTP--PPAWRTAVRAFRRAR 
RtaDAAO   -------------------MDALVIGCGVIGLSTAICLQEAGLEVEVWAAEMP-------RESTSGVAAAVWYPYKAYPQNRVLKWGGQTYAAFEKLAGDG-QTGVRMGEGVELWRREVP--DPWWKDAVSRFRRCE 
RxyDAAO   ---------------MRDCGRAVVVGCGVIGLSAALVLRERGFGVRVVAREPP-------ERTTSAVAAAVWYPYRAYPEDRVLRWGARTYEVFRGLAADP-RSGVRLREGVELLRRTSTG-EPWWRGAVSGFRRCR 
RraDAAO   MRKEETASVRRASGGSAAPFDVAVVGGGVAGLSTAVRLLEIGRSVCVLSADPP-------QKTTSNLAAAVWYPTEFGRQDGVLAWARRAYDVFRELSGTE-GSGVVMRETLMLLRTPDEG-SPWWAEAIGGVERVG 
AprDAAO   --------------MPTAPLRITVIGSGVIGLSAAHELAAAGHQVTVAYDQEL-------AECVSSVAAAIWFPYHSENSPAADKLLADSLARFEQLSEHP-ETGIDLRRGLNVDHLPGA--DRSWTRIVAGTEEAS 
NhaDAAO   -----------------MQPDITVLGAGVNGTSTALALTLLGYNTQIVADQFAYEEQHRDPRFSSAYGAGAILPYSVG-MDSLDETFEESQTVFRLLEELS-VLGVRKNDHYWIDEEGRG--PSNAPKYLDGFRKVE 
                                 *:* *: * : *  *   *    :                 *  ...   *               :              *:                                
 
NhyDAAO   -PADLPHG----YEVGWRFGSVLVEMPIYLGYLADRLRAAGGRIEP--GLVTDLADALTVAPLVVNCAGIGARELVPDP-GLRPVRGQVVVVENPG---IDEFVSEHPGASP---WLKYVLPHRDTVVLGGTAEPDR 
GthDAAO   -ADDLPAG----HLHGIRYTAPLVNMPVHLAYLVDRLRSAGGAVEI--GAVTTLDQAAESAPIVVNCTGLGARVLVGDR-QLYPVRGQQVVVTNPG---IDEFLEVDTGDST---DLIAIYPHGDHAILGGTAQPYS 
MycDAAO   -PADVPGG----FRAGFHATLPMIDMPQYLDCLTQRLAATGCEIET--RPLRSLAEAAEAAPIVINCAGLGARELAGDA-TVWPRFGQHVVLTNPG---LEQLFIERTGGS----EWICYFAHPQRVVCGGISIPGR 
SavDAAO   -AEECPG-------GGLWARLPLIDMPAHLRWLRERFTAAGGTVET--RTVTDLAEAK--APVVVNCTGLGARDLVPDT-SVRPVRGQLVVVENPG---IRTWLVSTGAD-G---EMAYFFPQPGRLLLGGTAVEDE 
ScoDAAO   -AAEYAG-------TGLWARLPLIDMSTHLPWLRERLLAAGGTVED--RAVTDLAEAD--APVVVNCTGLGARELVPDP-AVRPVRGQLVVVENPG---IHNWLVAADADSG---ETTYFLPQPGRLLLGGTAEEDA 
CthDAAO   -GNDLP----PGYAVGFAATVPVVETPLYLPYLVEQFSAAGGTLQL--GELTSLDEACAAYPLVINCSGLGARTLANDP-EVFPIRGQVVRVSNPG---VRRALTDDDGPR----RISYTIPRQTDVILGGTALPHV 
RhoDAAO   -PDERP----AGYVDGFVAEVPLIETPVHLPYLVARFEAGGGTIEVVPGGVTDLAALAASAGLVVNCTGLGARRLVPDP-SLYPIRGQVVRVTNPG---LTHALADDTGPL----AISYVIPRRGDVILGGTAQDGV 
RtaDAAO   -EHELP----PGYRDGYVFTVPVIEMPRYLQYLLERFAGAGGRLTR--RVVRSLEEAAEASPLVFNCTGLGARELVGDR-LLSPIRGQIVRVRNPG---LERFVLDEEHPE----EPTYIVPRTEDCVLGGTAQERR 
RxyDAAO   -REELP----PGCRGGYRFVAPVAEMPAYLAYLLGRFREAGGELEL--REVSSLEEVAGGADVAVNCSGAGARKLVGDP-AVFPIRGQVLRVANPG---LERFMLDEENPE----GLTYIVPRTEDCVLGGTAEEGS 
RraDAAO   -AGDLRSEWGSGYAGGYRFEVPLVEMPVYLPWLLKRFIRSGGVFEE--RRIESLREAGARAGMVVNCSGIGARELCGDR-EVRPARGQVVRVENPG---LSVSVRDEENPG----GRTYIHPRTEDCILGGTFESGN 
AprDAAO   -PADLPDG----AHAGVWATVPIITMSTYLGWLRGRVEELGADFAK--GTVTDLAQLKGGADLVVLAAGLRGGELLGDDDTVYPIRGQVVRLANTKN--LTQWLCDDNYPD----GVSYIIPRREDIIVGGTDTAND 
NhaDAAO   SPNALPRRTGSEHVTDFTAEMLFADMPTYMEGLYRLYQAAGGSIRK---RTVTRTDLTEMPGLLINCTGLRSPELFEDSAPYHAARGHLVTAQRAPIPKLDGTMISYSYSVAGDRKGVYCFPRMDGIVMGGTHQSVP 
                         .      .   . ::  *       *  .                  : . .:*  .  *  *     .  *: :   ..    :   .                 .:    : **       
 
NhyDAAO   SDPTPDP---------------SITARILADSVELVPAL---AGAPVLAERVGLRPARPE----VRLAVEDRPAG-RIIHNYGHGGGGVTLSWGCAREAAELASGT------------------------------ 
GthDAAO   WQREADK---------------ATTKSILLRCIVLQPKL---KAAEIIGERVGLRPTRPT----VRLEEQRGPGNTRIIHNYGHGGAGISLSWGCAEEVLTLIDSGAQ---------------------------- 
MycDAAO   WDPTPEP---------------EITERILQRCRRIQPRL---AEAAVIETITGLRPDRPS----VRVEAEP-IGRALCIHNYGHGGDGVTLSWGCAREVVNLVGGG------------------------------ 
SavDAAO   WSLVPDP---------------AVAEAIVRRCAAWRPEI---AGARVLEHRTGLRPARGT----VRLEREPLSDGRVLVHNYGHGGAGVTVAWGCAQEAAGLAASW------------------------------ 
ScoDAAO   WSTEPDP---------------EVAAAIVRRCAALRPEI---AGARVLAHLVGLRPARDA----VRLERGTLPDGRRLVHNYGHGGAGVTVAWGCAQEAARLAS-------------------------------- 
CthDAAO   WDTTPDA---------------ATTERILRHCRELEPAL---ASAQVLEVRVGLRPGRTA----VRLEREHR-GVGVVIHNYGHGGAGFTLAWGCADEVLHLARAT------------------------------ 
RhoDAAO   WDRTPDP---------------ETTREILRKARLLEPRL---ADAAVLEARVGLRPGRPT----VRLEAERLPGGGTVIHNYGHGGAGFTLAWGCADEVVALVRAHHARPA------------------------- 
RtaDAAO   WDIEPDP---------------ETAAAILRRCVSLEPRL---ADAEVLEHRVGLRPGRPE----VRLEREELGSGALCVHNYGHGGAGVTLSWGCAREACALVLERIG---------------------------- 
RxyDAAO   WSTRPDP---------------VTAYSILHRCTALEPRL---QGAPVLEHRAGLRPGRPE----VRLERTTLPDGTPCIHNYGHGGSGVTLSWGCAEEAAELAAAALDRNP------------------------- 
RraDAAO   WDTTPDP---------------ETARRILARCSELVPEL---AGARVLEHHVGLRPVRRGG---VRLERD--PERPATVHNYGHGGAGVTLSWGCAERAVELVESAERELRL------------------------ 
AprDAAO   WNREVEP---------------QTSIDILERAAKLVPEL---EGLEVLEHKVGLRPARET----IRLEHVAG-HPLPVIAAYGHGGAGVTLSWGTAQRVAELAAQLAGEPAS------------------------ 
NhaDAAO   YRPDEKPCFPPLNEPTTKIGGTEVPKRIVELNAELLAQLGVDVERSDLEVSIGYRPLRDPEGDGVRVELAEESCG-PVVHNYGHGGAGISVSWGCAISVARLVREAIGDREVPPAPVSRPAPLLPLYRTLTKHICE 
               .                  .  *:       . :        :    * ** *      :*:           :  ***** *.:::** *  .  *                                   

Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей оксидаз D-аминокислот из бактерий и архей после от-
сеивания последовательностей глициноксидаз. Соответствие названий смотри в табл. 1. Новые последовательности 
DAAO, проанализированные в данной работе, выделены полужирным курсивом. Зеленым фоном в выравнивании 
выделен остаток Tyr, который ранее считался консервативными для связывания D-аминокислоты в активном центре
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Построение модельных 3D-структур 
и их сравнительный анализ с известными 
структурами 
Как уже отмечалось во «Введении», целью поиска 
и клонирования новых генов является не просто 
получение рекомбинантного фермента, а создание 
биокатализатора с заданными свойствами с исполь-
зованием в качестве исходного фермента, наиболее 

близкого к целевому. В случае DAАO сделать вывод 
о свойствах (в первую очередь о субстратной специ
фичности и оптимальном рН-профиле активности) 
на основе выравнивания просто невозможно. В свя-
зи с этим требуется использование дополнительных 
методов. Для решения поставленной задачи нами 
предложен подход, основанный на построении мо-
дельных трехмерных структур. На первом этапе 

Таблица 1. Оксидазы D‑аминокислот и глициноксидазы и их источники*

№ Обозначение Источник Код белка в базах данных

NCBI (GeneBank, UniProt)

Бактерии

1 GthDAAO Gandjariella thermophila WP_137812914.1
2 CthDAAO Chloracidobacterium thermophilum B WP_014099936.1
3 RtaDAAO Rubrobacter taiwanensis WP_132692836.1
4 RraDAAO Rubrobacter radiotolerans DSM 5868 WP_084263988.1
5 RbaDAAO Rhodothermaceae bacterium RA ARA94025.1
6 RxyDAAO Rubrobacter xylanophilus BAP18969.1
7 MycDAAO Mycobacterium tuberculosis WP_003899072
8 SavDAAO Streptomyces avermitilis MA-4680 BAC69383
9 ScoDAAO Streptomyces coelicolor A3(2) CAB40690
10 AprDAAO Arthrobacter protophormiae AY306197
11 PaeGOX Pseudomonas aeruginosa AAP81270

Грибы и дрожжи
12 TvaDAAO Trigonopsis variabilis AY514426
13 NcrDAAO Neurospora crassa EAA33029
14 FsoDAAO Fusarium solani BAA00692
15 RemDAAO Rasamsonia emersonii BBH51408
16 CboDAAO Candida boidinii BAB12222
17 PpaDAAO Pichia pastoris CBS7435 SCV12162
18 SpoDAAO Schizosaccharomyces pombe NP_001342883
19 RtoDAAO Rhodosporidium toruloides (Rhodotorula gracilis) U60066
20 OpaDAAO1 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013932717
21 OpaDAAO2 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013937260
22 OpaDAAO3 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013934816
23 OpaDAAO4 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013937224
24 OpaDAAO5 Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013937169
25 OpaDASPO Ogataea parapolymorpha DL-1 XP_013932178

База геномов МГУ имени М.В. Ломоносова и ФИЦ Биотехнологии РАН

Бактерии

26 NhyDAAO Natronosporangium hydrolyticum ACPA39 lcl|CP070499.1_prot_QSB16697.1_2115
27 NalGOX Natroglycomyces albus ACPA22 lcl|CP070496.1_prot_QSB06127.1_824

Археи

28 NhaDAAO Natrarchaeobius halalkaliphilus AArcht4 2642575300
29 NhaGOX Natrarchaeobius halalkaliphilus AArcht4 2642575587

*Новые последовательности DAAO из экстремофильных микроорганизмов, проанализированные в данной рабо-
те, выделены полужирным курсивом. 
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модельные структуры новых ферментов сравнивают 
с экспериментальными и модельными структурами 
известных оксидаз D‑аминокислот и глициноксидаз.

Опубликовано много примеров, когда ферменты 
с низкой гомологией имеют очень близкую про-
странственную структуру. Наглядным примером 
является супервторичная структура, называемая 
укладкой по Россману (Rossman fold), универсаль-
ной для связывания адениновой части различных 
кофакторов и коферментов – NAD(P)+, FAD, ATP, 
SAM и др. [31]. Использование такого подхода 
к DAAO до недавнего времени было невозможно 
в силу отсутствия репрезентативного набора струк-
тур. Экспериментальные структуры получены всего 
для четырех ферментов – RtoDAAO и RemDAAO 
дрожжей и ферментов из почки свиньи (pkDAAO) 
и человека (hDAAO). Построена модельная структу-
ра TvaDAAO [32]. Однако этот фермент как по пер-
вичной (рис. 1), так и по третичной (табл. 2) 
структуре очень близок к RemDAAO. Кроме того, 
использованные ранее методы моделирования да-
вали неплохие результаты только при высокой го-
мологии последовательностей изучаемого фермента 
и фермента, структура которого используется в ка-
честве основы (template) для построения модель-
ной 3D-структуры. Высокая точность достигалась 
при гомологии не менее 50–60%, что не соблюдается 
в случае DAAO. Ситуация кардинально изменилась, 
когда в 2021 году предложили новый алгоритм по-
строения модельных структур AlphaFold [33]. В 2022 
году точность предсказания была существенно 
улучшена [19]. Использование AlphaFold2 позволя-
ет получить достоверную информацию о структуре 
как новых ферментов, так и уже описанных DAAO. 
Такие модельные структуры и построены в нашей 
работе. Всего выполнено моделирование структур 
18 белков (в том числе восьми новых). В табл. 2 
представлены результаты попарного сравнения мо-
дельных и экспериментальных структур оксидаз 
D‑аминокислот и глициноксидаз. В данном случае 
набор анализируемых структур DAAO дополнен 
двумя экспериментальными структурами DAAO 
млекопитающих – из почки свиньи и человека, 
и структурами двух глициноксидаз. Кроме того, 
для сравнения использовали и собственные пред-
варительные данные рентгеноструктурного ана-
лиза TvaDAAO и OpaDAAO1. Такой расширенный 
набор позволяет более точно провести сравнение 
и повысить достоверность отнесения новых белков 
к DAAO или GOX. Для удобства восприятия резуль-
таты сравнения, приведенные в табл. 2, выделены 
цветом. Зеленым фоном показаны результаты срав-
нения структур с RMSD до 1 Å, светло-зеленым – 
с RMSD от 1 до 2 Å, светло-оранжевыми – с RMSD 

от 2 до 6 Å и оранжевым – с RMSD выше 6 Å. 
Можно отметить несколько важных и интересных 
результатов анализа данных табл. 2.

1. Последняя модификация алгоритма AlphaFold 
в версии 2022 года [19] действительно позволяет 
получить модельные структуры с очень высокой 
точностью. Это хорошо видно при сравнении мо-
дельной и экспериментальной структур OpaDAAO1. 
Среднеквадратичное отклонение между этими 
структурами составляет всего 0.38 Å. RMSD меж-
ду модельной и экспериментальной структура-
ми TvaDAAO немного больше – 0.56 Å (в табл. 2 
не  показано), но  следует учитывать, что  эти 
ферменты имеют разную олигомерную струк-
туру (OpaDAAO1 – мономер, TvaDAAO – ди-
мер). Высокая точность предсказания структуры 
OpaDAAO1 приводит к тому, что попарное срав-
нение модельной и экспериментальной структур 
OpaDAAO1 с модельными и экспериментальными 
структурами других ферментов дает практически 
одинаковые значения RMSD (табл. 2, строки 1 и 8).

2. Наблюдается четкая корреляция между функ-
цией и общей структурой оксидаз D‑аминокислот 
и глициноксидаз. Величина отклонения RMSD 
между структурами DAAO не превышает 2 Å, 
в то время как при сравнении структур DAAO 
и GOX значение RMSD составляет 3 Å и более 
(до 15–18 Å). Из общей картины выпадают резуль-
таты с NhaDAAO из архей – отклонение модельной 
структуры от структур других DAAO составляет 
2.0–3.5 Å (в случае OpaDAAO3 отклонение дости-
гает даже 4.69 Å). В то же время разница в струк-
туре NhaDAAO с глициноксидазами намного боль-
ше – от 9 до 17 Å. Также отметим, что этот фермент 
имеет общую структуру, близкую к DAAO человека 
(RMSD всего 1.96 Å). Такие результаты показыва-
ют, что для корректного подтверждения, что дан-
ный фермент является DAAO, следует использовать 
как можно более широкую выборку структур извест-
ных оксидаз D-аминокислот. Тем не менее, несмотря 
на то что результаты общего сравнения структуры 
NhaDAAO со структурами других DAAO в целом 
немного выходят за пределы граничного значения 
2 Å, анализ гомологии и сравнение общей структу-
ры позволили отнести этот фермент к оксидазам 
D‑аминокислот. Этот вывод полностью подтверждает 
результаты сравнения структуры активных центров.

Сравнительный анализ структур активных 
центров DAAO
На следующем этапе мы сравнили структуры ак-
тивных центров новых DAAO с известными оксида-
зами D-аминокислот. Совпадение структуры нового 
фермента со структурой активного центра другой 
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описанной ранее оксидазы D-аминокислот одно-
значно доказывает принадлежность новой DAAO 
к семейству оксидаз. Структура FAD-связывающего 
домена должна быть очень близкой во всех DAAO, 
однако из-за различной специфичности структура 
субстратсвязывающих доменов должна отличать-
ся достаточно значительно как по объему, так и по 
типу остатков, участвующих в связывании конкрет-
ной D-аминокислоты. Поэтому совпадение структур 
субстратсвязывающих доменов активного центра 
позволяет однозначно доказать, что новый фермент 
относится к семейству DAAO и сделать достаточ-
но достоверный вывод о возможном спектре суб-
стратной специфичности. В этом случае особенно 
полезно сравнение со структурами активных цен-
тров DAAO из дрожжей O. parapolymorpha DL-1, 
поскольку эти ферменты сильно отличаются друг 
от друга как по профилю субстратной специфич-
ности, так и по рН-зависимостям активности и ста-
бильности. Наиболее наглядно эффективность тако-
го сравнения видна на примере NhaDAAO из архей. 
Как отмечено выше, этот фермент имеет замет-
ные отличия от других DAAO как по длине ами-
нокислотной последовательности, так и по общей 
структуре. Однако результаты сравнения струк-
туры именно активных центров свидетельствуют, 
что NhaDAAO и OpaDAAO2 имеют практически 
идентичные активные центры (рис. 3). При вырав-
нивании общих структур по кофактору FAD видно, 

что в субстратсвязывающем домене помимо консер-
вативного остатка Arg (см. выше) имеются еще два 
участвующих в связывании субстрата остатка – Tyr 
и Phe, расположение которых в активных центрах 
NhaDAAO и OpaDAAO2 практически идентично. 
Кроме того, результаты моделирования структу-
ры активного центра самой OpaDAAO2 полностью 
согласуются с экспериментальными данными, со-
гласно которым наилучшими субстратами являются 
D-аминокислоты с гидрофобными боковыми груп-
пами – D-Phe (самая высокая активность), D-Tyr 
и D-Leu. Поэтому вполне логично предположить, 
что таким же спектром субстратной специфичности 
должна обладать и NhaDAAO. По результатам срав-
нения с активным центром OpaDAAO3 предсказа-
на также высокая специфичность к D-Leu и D-Phe 
и фермента из N. hydrolyticum ACPA39 (NhyDAAO) 
(на рис. не показано). В настоящее время ген этого 
фермента клонирован в нашей лаборатории, про-
водятся работы по его экспрессии в клетках E. 
coli. Предварительные эксперименты подтвердили, 
что наилучшим субстратом NhyDAAO являются 
именно D-Leu и D-Phe (детальное описание полу-
чения и изучение свойств NhyDAAO будет пред-
ставлено в отдельной публикации).

Сравнение структур DAAO показало, что актив-
ные центры ферментов из G. thermophila (GthDAAO) 
и из R. radiotolerans DSM 5868 (RraDAAO) достаточ-
но уникальны. В GthDAAO в связывании боковых 

А� Б

Рис. 3. Модельные структуры активных центров NhaDAAO из архей N. halalkaliphilus AArcht4 (А) и OpaDAAO2 
из метилотрофных дрожжей O. parapolymorpha DL-1 (Б)
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групп субстратов должны принимать участие кар-
боксильные группы боковых групп остатков Glu202 
и Asp204 (рис. 4А). Это предполагает, что данный 
фермент может быть специфичен к D-Lys и D-Arg, 
однако докинг различных D-аминокислот свиде-
тельствует, что обе карбоксильные группы остатков 
Glu202 и Asp204 расположены на довольно боль-
шом расстоянии (более 3 Å) от молекулы субстра-
та. Более интересная картина наблюдается в случае 
RraDAAO (рис. 4Б). В связывании боковых групп 
субстрата могут участвовать положительно заря-
женный остаток Arg226 и отрицательно заряжен-
ный остаток Glu228. Докинг в активный центр раз-
личных D-аминокислот позволяет предположить, 
что RraDAAO должна быть специфичной к поло-
жительно заряженному D-Lys и потенциально ак-
тивной с D-Glu. Клонирование гена этого фермента 
представляет интерес, так как D-Lys является пло-
хим субстратом для всех описанных DAAO.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Результаты проведенных экспериментов позволяют 
сделать несколько выводов. 

Введение второго этапа – структурного ана-
лиза – при идентификации генов новых оксидаз 
D‑аминокислот, после проведения поиска в гено-
мах по гомологии является высокоэффективной 
и необходимой процедурой. На этом этапе удает-
ся не только однозначно подтвердить принадлеж-
ность нового фермента к DAAO, но и предсказать 
возможный спектр его субстратной специфично-
сти. Достоверность такого предсказания для новой 
DAAO из бактерий R. radiotolerans DSM 5868 вы-
сокой активности с D-Leu и D-Phe подтверждена 
экспериментально.

Аминокислотные последовательности оксидаз 
D-аминокислот из бактерий имеют низкую гомо-
логию (не более 30%). В ходе анализа последова-
тельностей бактериальных DAAO выявлены новые 
характерные консервативные участки, которые мо-
гут быть использованы для идентификации данных 
ферментов при их поиске в геномах. Присутствие 
новых консервативных участков показано и в по-
следовательности DAAO из археи N. halalkaliphilus 
AArcht4 (NhaDAAO).

Впервые ген оксидазы D-аминокислот найден 
в геноме архей. По сравнению с бактериальны-
ми DAAO фермент NhaDAAO из архей имеет бо-
лее длинную аминокислотную последовательность 
и меньшее сходство общей трехмерной структуры, 
но результаты структурного анализа однозначно по-
казали, что активный центр NhaDAAO практически 
идентичен активному центру OpaDAAO2 из метило-
трофных дрожжей O. parapolymorpha DL-1. Также 
в геноме N. halalkaliphilus AArcht4 идентифициро-
вана глициноксидаза, которая по своей гомологии 
наиболее близка к GOX из P. aeruginosa.

Оксидазы D-аминокислот играют важную роль 
в функционировании микроорганизмов и млекопи-
тающих. Именно поэтому поиск ингибиторов hDAAO 
человека является одним из самых активных и ак-
туальных направлений исследований этого фермен-
та [34]. Достоверная идентификация в геноме воз-
будителя туберкулеза гена оксидазы D‑аминокислот 
(MycDAAO) позволяет рассматривать этот фермент 
в качестве мишени для разработки нового типа ле-
карств против туберкулеза. В силу редкой встреча-
емости DAAO в бактериях и благодаря существен-
ным отличиям этого фермента от других DAAO (в 
первую очередь от hDAAO) специфические инги-

А� Б

Рис. 4. Докинг D‑Ala, D‑Asp и D‑Lys в активный центр DAAO из G. thermophila (А) и докинг D‑Ala, D‑Glu и D‑Lys 
в активный центр DAAO из R. radiotolerans DSM 5868 (Б)
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биторы, связывающиеся именно с MycDAAO, могут 
быть использованы в качестве противотуберкулез-
ных средств. 

Авторы декларируют отсутствие  
конфликта интересов.

Поиск генов новых оксидаз D-аминокислот 
в геномах экстремофильных бактерий 
и архей выполнен в рамках Соглашения 

№ 075-15-2021-1396 от 26.10.2021 
о предоставлении из федерального бюджета 
грантов в форме субсидий на реализацию 

отдельных мероприятий Федеральной научно-
технической программы развития генетических 

технологий на 2019–2027 годы. Клонирование 
генов, экспрессия, выделение, характеристика 

и построение модельных структур 
ферментов из дрожжей O. parapolymorpha 

DL-1 выполнены в рамках гранта Российского 
фонда фундаментальных исследований 

(РФФИ № 21-34-70040 мол_а_мос.). Анализ 
последовательностей ферментов из патогенных 

микроорганизмов выполнен в рамках 
государственного задания.
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РЕФЕРАТ Липополисахариды (LPS) и липотейхоевые кислоты (LTA) являются главными индукторами 
воспалительных ответов клеток крови, вызываемых грамотрицательными и некоторыми грамположи-
тельными бактериями. CD14 – общий рецептор LPS и LTA, передает лиганды на TLR4 и TLR2 соответ-
ственно. Нами показано, что нетоксичный LPS Rhodobacter capsulatus PG блокирует синтез провоспали-
тельных цитокинов при активации клеток крови LTA Streptococcus pyogenes, связываясь с рецептором 
CD14, что приводит к блокировке передачи сигнала к TLR2/TLR6. LPS Rhodobacter capsulatus PG можно 
рассматривать как прототип для создания препаратов, защищающих клетки крови от действия LTA 
грамположительных бактерий.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА липополисахариды, Rhodobacter capsulatus, липотейхоевые кислоты, TLR, CD14, ци-
токины.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ LPS – липополисахарид; LTA – липотейхоевая кислота; CD – кластер дифферен-
цировки; ERK – киназа, регулируемая внеклеточным сигналом; IL – интерлейкин; JNK – N-концевая 
киназа c-Jun; LBP – LPS-связывающий белок; MAPK – митогенактивируемая протеинкиназа; MD-2 – 
белок миелоидной дифференцировки 2; NF-κB – ядерный фактор транскрипции κB; РАМР – молеку-
лярные структуры, связанные с патогеном; PI3K – фосфатидилинозит-3-киназа; PKC – протеинкина-
за C; TLR – Толл-подобный рецептор; TNF-α – фактор некроза опухоли α.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение механизмов воспаления, вызванного 
лигандами различной природы, является одним 
из приоритетных направлений современной биоме-
дицины. В нашей работе рассмотрена возможность 
использования липополисахарида (LPS) Rhodobacter 
capsulatus PG, нетоксичного антагониста эндоток-
синов, для изучения механизмов функциональных 
ответов клеток врожденного иммунитета на PAMP 
различной природы. LPS и липотейхоевые кисло-
ты (LTA) – главные элементы клеточной стенки 
грамотрицательных и грамположительных бакте-
рий, обладают иммуностимулирующей активно-
стью. LPS – это гликолипиды, состоящие из трех 
структурных доменов: липида А, олигосахарида 
кора и О-антигена, и локализованные во внешнем 

лепестке внешней мембраны грамотрицательных 
бактерий, а LTA – это амфифильные ди- и триаци-
лированные липопептиды, заякоренные на внешней 
стороне цитоплазматической мембраны грамполо-
жительных бактерий. В некоторых аспектах LTA 
рассматриваются как эквивалент LPS, ответствен-
ный за развитие септического шока, вызываемого 
грамположительными бактериями [1]. TLR4 и TLR2, 
экспрессированные на поверхности клеток крови, 
узнают эти биологически активные молекулы. TLR4 
был идентифицирован как специфический рецептор 
к LPS, индуцирующий высвобождение провоспа-
лительных цитокинов моноцитами и макрофагами, 
стимулированными эндотоксинами [2]. TLR2 узнает 
ди- или триацилированные LTA грамположитель-
ных бактерий, инициируя иммунные ответы [3, 4]. 
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LTA Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus 
и Streptococcus pneumonia связываются непосред-
ственно с TLR2 [5–7]. В доставке LPS к рецептору 
участвует белок LBP крови, который связывается 
с LPS и передает его в форме мономера мембранос-
вязанному рецептору CD14, далее к MD-2 и ТLR4 
[8]. В доставке LTA к TLR2 также участвуют LBP 
и CD14 [4]. CD14 входит в мультилигандный ре-
цепторный комплекс и опосредует разнообразные 
клеточные ответы, связанные с передачей сигна-
лов от TLR2 и TLR4 [9]. СD14 усиливает активацию 
TLR2, облегчая связывание липопептидов и гетеро-
димеризацию TLR2 с TLR1 или TLR6. Активация 
комплекса TLR2/TLR6 диацилированными липо-
пептидами, в частности LTA, происходит с участием 
рецептора CD36 [10]. Чтобы TLR4 функционировал 
как рецептор LPS, необходим фактор миелоидной 
дифференцировки MD-2 [11]. MD-2 физически ассо-
циирован с TLR2, но слабее, чем MD-2 с TLR4 [12]. 
Показано, что эта вспомогательная молекула уси-
ливает опосредованные TLR2 ответы на LTA [13]. 
Передача сигналов от TLR2 и TLR4 запускается 
индуцированной лигандами димеризацией рецепто-
ров. В отличие от TLR4, который в ответ на LPS 
передает сигналы в виде гомодимера (TLR4)2, TLR2 
при распознавании LTA формирует гетеродимер 
с TLR6 или TLR1 [14, 15]. Бактериальные компо-
ненты LTA и LPS запускают внутриклеточный 
сигнальный каскад через TLR2 и TLR4 по сходно-
му сигнальному пути, приводящему к активации 
транскрипционного фактора NF-κB, PKC, PI3K, 
ERK, JNK и p38 MAPK и к синтезу провоспали-
тельных цитокинов TNF-α, IL-1β, IL-6 и хемокина 
IL-8 [16]. LPS целого ряда грамотрицательных бак-
терий, не относящихся к энтеробактериям, акти-
вируют клетки миелоидной линии через TLR2 [17, 
18]. К особенностям липидов А этих LPS относятся 
наличие фосфорилированного диглюкозамина, дли-
на углеводородных цепей остатков жирных кислот, 
отличная от длины цепей у энтеробактериальных 
LPS, или присутствие разветвленных ацильных 
цепей [19]. Нетоксичный LPS грамотрицательной 
фототрофной бактерии Rhodobacter capsulatus PG 
является антагонистом эндотоксинов [20, 21]. Этот 
LPS способен блокировать активацию клеток кро-
ви, которая приводит к высвобождению широкого 
спектра провоспалительных цитокинов, вызван-
ному эндотоксинами [22]. Синтетический аналог 
липида А из R. capsulatus, E5531, подавляет на-
работку TNF-α моноцитами крови человека, акти-
вированными LPS Escherichia coli 0111:B4 или LTA 
Staphylococcиs faecalis, практически не проявляя 
собственной активности [23]. Cтруктура нетоксич-
ного липида А LPS Rhodobacter capsulatus вклю-

чает в дисахаридную основу дифосфорилэтиламин 
при С-1 и фосфорилэтиламин при С-4’, а также нена-
сыщенную жирную кислоту (12:1) [24]. На основании 
этих структурных особенностей липида А мы пред-
положили, что LPS Rhodobacter capsulatus PG, подоб-
но E5531, может конкурировать с LTA Streptococcus 
pyogenes  за TLR2, блокируя активацию синтеза про-
воспалительных цитокинов клетками крови.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводили на цельной крови здо-
ровых добровольцев обоего пола в возрасте от 25 
до 30 лет. Все испытуемые дали письменное согла-
сие на участие в исследовании. Протокол иссле-
дования соответствует Хельсинкской декларации 
Всемирной медицинской ассоциации (2013 г.) и одо-
брен Локальным этическим комитетом больницы 
Пущинского научного центра (№ 2 от 10.04.2014). 
Забор периферической крови осуществляли в кли-
нических условиях с использованием вакутейнеров 
(Becton Dickinson and Company, Великобритания), 
обработанных гепарином натрия (17 ед./мл).

Активация клеток крови LPS и LTA
Для исследования влияния LPS и LTA на син-
тез цитокинов и хемокинов кровь разводили сре-
дой RPMI 1640 в соотношении 1:10 и инкубирова-
ли с LPS E. coli 055:B5 (100 нг/мл), LPS Salmonella 
enterica серотип Typhimurium (100 нг/мл), LTA 
Streptococcus pyogenes  (1000 нг/мл) (Sigma-
Aldrich, США) или LPS Rhodobacter capsulatus PG 
(1000 нг/мл) в различных сочетаниях в течение 6 
и 24 ч при 37°C в 5% CO2. LPS Rhodobacter capsu-
latus PG был получен согласно методике, описан-
ной ранее [25]. Для определения антагонистического 
действия LPS Rhodobacter capsulatus PG в отноше-
нии LPS E. coli, S. enterica или LTA S. pyogenes 
в различных сочетаниях кровь в течение 30 мин 
предынкубировали с LPS Rhodobacter capsulatus 
PG, после чего добавляли LPS или LTA. Для опре-
деления роли рецептора CD14 в активации клеток 
кровь предварительно инкубировали с антителами 
(АТ) к CD14 (2 мкг/мл) (Purified Anti-human CD14 
Clone M5E2, BioLegend, США) в течение 30 мин 
при 4°C, а затем добавляли LPS или LTA. Образцы 
инкубировали в течение 6 и 24 ч при 37°C в 5% CO2. 
После инкубации клетки крови осаждали центри-
фугированием (300 g, 10 мин). Супернатанты отби-
рали и хранили при –20°C до определения содержа-
ния цитокинов и хемокинов.

Содержание цитокинов и хемокинов
Содержание цитокинов и хемокинов определяли 
с помощью наборов для ИФА TNF-α, IL-6, IL-1β, 
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IL-8 («Вектор-БЕСТ», Россия) согласно протоколу 
производителя. Оптическую плотность образцов 
определяли на ИФА-анализаторе STAT FAX 3200 
(Awareness Technology Inc., США) при длине волны 
450 нм.

Статистический анализ
Статистическую обработку и графическое пред-
ставление результатов проводили методами не-
параметрической статистики в Origin Pro 7.5 
и Microsoft Office Excel 2010 (плагин AtteStat). 
Результаты представлены в виде медианных зна-
чений с верхним и нижним квартилями (IQR). 
Статистическую значимость различий между ме-
дианными значениями определяли по критерию 
Манна–Уитни (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
LPS E. coli или LPS S. enterica стимулировали зна-
чительную, близкую по величине, наработку провос-
палительных цитокинов TNF-α (рис. 1), IL-6 (рис. 2) 
и IL-1β (рис. 3), а также хемокина воспаления IL-8 
(рис. 4), продукция которых значимо превышала 
контрольные значения. В ответ на активацию LTA 
также нарабатывались высокие уровни исследуе-
мых цитокинов и хемокинов. Уровень синтеза более 
позднего цитокина IL-1β и хемокина IL-8 в ответ 
на LTA S. pyogenes превышал уровни при актива-
ции посредством LPS E. coli или LPS S. enterica 
(рис. 3, 4). 

Нетоксичный LPS Rhodobacter capsulatus PG 
в концентрации, в 10 раз превышающей концентра-
цию эндотоксинов E. coli и S. enterica, и в равной 
концентрации с LTA S. pyogenes не стимулировал 
клетки к наработке TNF-α, IL-6 и IL-1β (рис. 1–3). 
Количество хемокина IL-8 в крови в ответ на LPS 
Rhodobacter capsulatus PG незначительно увели-
чивалось по сравнению с контролем, но было зна-
чительно ниже, чем при активации клеток кро-
ви эндотоксинами или LTA S. pyogenes (рис. 4). 
Исследование способности LPS Rhodobacter capsu-
latus PG защищать клетки крови от действия эн-
дотоксинов E. coli и S. enterica показало, что LPS 
Rhodobacter capsulatus PG подавлял синтез цитоки-
нов TNF-α, IL-6 и IL-1β в крови, причем блокиро-
вание ответа на LPS S. enterica было сильнее, чем 
на LPS E. coli (рис. 1–3).

По синтезу хемокина IL-8 защитного эффекта 
LPS Rhodobacter capsulatus PG от действия эндо-
токсинов не наблюдалось (рис. 4). IL-8 является 
важным медиатором ответа хозяина на воспаление 
и инфекцию [26]. Предполагается, что ответ клеток 
на воздействие бактериальных агентов и синтез 
IL-8 индуцируются раньше, чем синтез IL-6 [27].

При активации клеток LTA S. pyogenes предва-
рительная инкубация крови с LPS Rhodobacter cap-
sulatus PG приводила к значительному снижению 
синтеза провоспалительных цитокинов TNF-α, IL-6 
и IL-1β и хемокина IL-8 (рис. 1–4). Из полученных 
данных следует, что LPS Rhodobacter capsulatus PG 
проявляет антагонистическую активность не только 
в отношении эндотоксинов, но и в отношении LTA 
S. pyogenes.

В контрольных образцах АТ к CD14 не влия-
ли на активацию синтеза TNF-α в клетках крови 
(рис. 5). Предварительная инкубация крови с АТ 
к CD14 при последующей активации клеток LPS 
E. coli, LPS S. enterica или LTA S. pyogenes более 
заметно снижала синтез TNF-α, индуцированный 
LTA, чем эндотоксинами.

ОБСУЖДЕНИЕ
Толл-подобные рецепторы (TLR) активируют клет-
ки врожденной иммунной системы, распознавая 
различные микроорганизмы через ассоциирован-
ные с патогеном молекулярные паттерны (РАМР), 
в частности LPS грамотрицательных бактерий 
и LTA грамположительных бактерий. Рецепторы 
TLR4 узнают LPS – центральные индукторы вос-
палительных ответов, вызываемых грамотрицатель-
ными бактериями, а TLR2 узнают LTA – индукторы 
воспалительных ответов, вызываемых грамполо-
жительными бактериями [3]. Оба рецептора спо-
собны к передаче сигналов, формируя гомодимер 
(TLR4)2 или гетеродимер TLR2/TLR6 соответствен-
но. Вариации в количестве ацильных цепей в ли-
пиде А эндотоксина могут ослабить сигнализацию 
через TLR4 и изменить иммунный ответ хозяина 
на патоген [28]. TLR4/MD-2 распознает гексаацили-
рованный липид А E. сoli как агонист. Структурные 
изменения в липиде А других грамотрицательных 
бактерий снижают их активность в рецепторном 
комплексе по сравнению с гексаацилированным 
липидом А. Исследуя способность Е5531 – пента-
ацилированного синтетического аналога липида 
А Rhodobacter capsulatus, ингибировать связывание 
LPS E. coli с моноцитами человека, рассчитали аф-
финность Е5531 к клеткам, которая оказалась в 24 
раза ниже, чем у LPS E. coli [23]. Для блокирова-
ния эффектов LPS E. coli или S. enterica мы ис-
пользовали LPS Rhodobacter capsulatus PG в кон-
центрациях, в 10 раз превышающих концентрации 
эндотоксинов. LPS Rhodobacter capsulatus PG силь-
нее блокировал синтез провоспалительных цитоки-
нов TNF-α, IL-6, IL-1β в клетках, активированных 
LPS S. enterica, чем LPS E. coli. Значительно более 
выраженной была антагонистическая активность 
LPS Rhodobacter capsulatus PG в отношении LTA 
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Рис. 1. Влияние LPS Rhodobacter capsulatus PG 
на секрецию TNF-α при активации клеток крови LPS 
E. coli, LPS Salmonella enterica или LTA Streptococcus 
pyogenes, n = 7. *р < 0.05
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Рис. 2. Влияние LPS Rhodobacter capsulatus PG 
на секрецию IL-6 при активации клеток крови LPS 
E. coli, LPS Salmonella enterica или LTA Streptococcus 
pyogenes, n = 7. *р < 0.05
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Рис. 3. Влияние LPS Rhodobacter capsulatus PG  
на секрецию IL-1β при активации клеток крови LPS  
E. coli, LPS Salmonella enterica или LTA Streptococcus 
pyogenes, n = 7. *р < 0.05
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Рис. 4. Влияние LPS Rhodobacter capsulatus PG  
на секрецию IL-8 при активации клеток крови LPS  
E. coli, LPS Salmonella enterica или LTA Streptococcus 
pyogenes, n = 7. *р < 0.05

S. pyogenes при использовании равных весовых кон-
центраций LPS Rhodobacter capsulatus PG и LTA S. 
pyogenes. Способность LPS Rhodobacter capsulatus 
PG защищать клетки от активации агонистами син-
теза цитокинов снижалась в ряду LTA S. pyogenes > 
LPS S. enterica > LPS E. coli (рис. 1–3). В переда-
че сигнала как от LPS, так и от LTA критическую 
роль играет рецептор CD14, который участву-
ет не только в узнавании лигандов рецепторами 

TLR4 и TLR2, но и в активации синтеза цитокинов 
клетками [6, 29]. Экспрессируемые на поверхности 
клетки рецепторы CD14 с высокой аффинностью 
связываются с молекулярными лигандами, ассоци-
ированными с различными патогенами. Далее CD14 
передает LPS сигнальному комплексу TLR4/MD-2 
[30], а LTA – комплексу TLR2/TLR6 [4]. CD14 
и CD36 действуют как корецепторы TLR2 в отве-
те моноцитов на LTA. Блокирование этих рецеп-
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торов антителами ингибирует индуцированное LTA 
высвобождение моноцитами TNF-α, что указыва-
ет на участие этих рецепторов в связывании LTA 
с плазматической мембраной и активации NF-κB 
[31]. На моноцитах человека показано, что LTA 
Streptococcus sanguis конкурирует с LPS Salmonella 
abortusequi за связывание с CD14, а связывание 
LPS с CD14 полностью ингибируется, если концен-
трация LTA в 100 раз превышает концентрацию 
LPS [32]. 

Для проверки этого предположения и понимания 
механизма подавления активации клеток посред-
ством LPS Rhodobacter capsulatus PG мы блоки-
ровали рецепторы CD14 клеток крови с помощью 
mАТ до активации агонистами LPS или LTA. 
Наблюдаемый нами невысокий (по сравнению с дан-
ными [23]) процент снижения активации при бло-
кировании рецепторов CD14 связан, очевидно, со 
специфичностью используемых нами антител (Clone 
M5E2). Предварительная инкубация крови с АТ 
CD14 перед активацией клеток LPS E. coli, LPS 

S. enterica или LTA S. pyogenes более выраженно 
снижала синтез TNF-α, индуцированный LTA, чем 
эндотоксинами. Полученные нами результаты пока-
зали, что CD14 участвует в активации и передаче 
сигнала к синтезу цитокинов от LPS и LTA, причем 
это участие снижается в ряду LTA S. pyogenes > 
LPS S. enterica > LPS E. coli (рис. 5), аналогично 
снижению эффективности защиты LPS Rhodobacter 
capsulatus PG от активации клеток используемыми 
агонистами (рис. 1–3).

Можно предположить два возможных механизма 
блокирования активации клеток посредством LPS 
Rhodobacter capsulatus PG, связанных с различной 
аффинностью исследованных лигандов к рецепто-
рам CD14: блокирование на уровне взаимодействия 
с рецептором CD14 или на уровне активации рецеп-
торного комплекса TLR4/MD-2 или TLR2/TLR6.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты нашей работы показывают, что неток-
сичный LPS Rhodobacter capsulatus PG блокирует 
синтез провоспалительных цитокинов при актива-
ции клеток крови LTA S. pyogenes, путем его свя-
зывания с рецептором CD14, что приводит к по-
давлению передачи сигнала к TLR2/TLR6. LPS 
Rhodobacter capsulatus PG можно рассматривать 
прототипом для создания препаратов, защищающих 
клетки крови от действия LTA грамположительных 
бактерий. 
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Рис. 5. Влияние АТ СD14 на секрецию TNF-α при акти-
вации клеток крови LPS E. coli, LPS Salmonella enterica 
или LTA Streptococcus pyogenes, n = 7. *р < 0.05
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РЕФЕРАТ Комплексный анализ фенотипа клеток воспалительного инфильтрата опухолевой стромы яв-
ляется перспективным направлением молекулярной онкологии. Также крайне актуальным представ-
ляется изучение не только мембраносвязанных форм различных молекул, связанных с иммунной регу-
ляцией, но и их растворимых форм. Проведен комплексный анализ тканевых и циркулирующих форм 
белков PD-1 и PD-L1, а также макрофагов и В-клеток стромы злокачественных опухолей желудка 
для оценки их клинической и прогностической значимости. Проведен иммуноферментный и иммуно-
гистохимический анализ 63 образцов опухолей и плазмы крови от больных раком желудка. Показано, 
что злокачественные опухоли желудка сильно инфильтрированы В-клетками, количество которых 
сравнимо с содержанием макрофагов. Обнаружена ассоциация экспрессии PU.1 с размером опухоли, 
а именно, опухоли большего размера содержат меньше PU.1+ инфильтрирующих клеток (p = 0.005). 
Не выявлено клинической значимости CD20+ и CD163+ клеток, однако их количество в строме было 
больше на более ранних стадиях заболевания и при отсутствии метастазов. Показано также, что содер-
жание PD-L1 в опухолевых клетках не ассоциировано с клиническими и морфологическими характе-
ристиками рака желудка, в то время как экспрессия PD-L1 в стромальных клетках опухоли ассоцииро-
вана с наличием отдаленных метастазов. Анализ прогностической значимости исследованных маркеров 
показал, что CD163 статистически значимо ассоциирован с неблагоприятным прогнозом данного забо-
левания (p = 0.019). Отмечена также тенденция к благоприятному прогнозу в случае экспрессии PD-L1 
в опухолевых клетках (p = 0.122). Полученные нами результаты свидетельствуют о перспективности 
изучения растворимых и тканевых маркеров опухолевой стромы для прогнозирования течения рака 
желудка. Актуальным представляется поиск комбинаций маркеров, комплексный анализ которых по-
может персонализировать современную противоопухолевую терапию.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рак желудка, PD-1, PD-L1, строма, прогноз.
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ВВЕДЕНИЕ
Рак желудка (РЖ) – одно из наиболее распростра-
ненных видов онкологических заболеваний во всем 
мире и одна из основных причин смертности от он-
кологических заболеваний. Заболеваемость РЖ 
у мужчин выше, чем у женщин [1]. К возникнове-
нию РЖ приводит большое количество различных 
факторов, включая инфекцию Helicobacter pylori [2], 
курение [3], особенности питания [2], генетические 
нарушения [4] и другие факторы. 

Несмотря на известность большинства этиоло-
гических факторов возникновения РЖ, раннюю 
диагностику этого заболевания затрудняет его бес-
симптомное развитие, что часто приводит к выяв-
лению данной патологии уже на поздних стадиях. 
При распространенном РЖ применяют стандарт-
ные комбинированные схемы терапии, включающие 
фторпиримидин и препараты платины (а также тра-
стузумаб в случае HER2-положительных опухолей), 
в качестве препаратов первой линии и паклитаксел 
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с рамуцирумабом или без него в качестве второй 
линии. Однако медиана выживаемости при распро-
страненном РЖ все еще составляет примерно 12–15 
месяцев, поэтому, безусловно, требуется внедрение 
новых методов лечения [5–7]. В последнее время 
новым стандартным методом лечения нескольких 
злокачественных опухолей, включая распространен-
ный РЖ, стали ингибиторы иммунных контрольных 
точек (ИКИ). Однако успехи иммунотерапии РЖ 
не очень велики. Проводится большое количество 
клинических исследований, в которых для достиже-
ния максимального эффекта используют различные 
комбинации иммуно- и химиотерапевтических пре-
паратов. Спорным остается вопрос, влияет ли ко-
личество PD-L1+ опухолевых клеток на эффектив-
ность терапии и нужно ли учитывать их количество 
при назначении соответствующего лечения. Кроме 
того, на успех терапии может повлиять качествен-
ный и количественный состав микроокружения 
опухоли. Например, повышенное количество Th1-
клеток способствует воспалению и развитию РЖ 
[8], а содержание В-клеток, экспрессирующих IL-
10, влияет на продукцию цитокинов CD4+ и CD8+ 
Т-клетками [9].

К основным типам клеток иммунного инфильтра-
та опухоли относятся макрофаги и Т-клетки, а так-
же В-клетки. Известно, что количество и состав 
клеток опухолевого микроокружения могут быть 
как прогностическим фактором течения заболева-
ния, так и маркером ответа на проводимую терапию. 
Транскрипционный фактор PU.1, играющий важную 
роль в гемопоэзе, экспрессируется на высоком 
уровне в макрофагах. Ранее мы показали, что PU.1 
можно использовать в качестве маркера макрофа-
гов в строме различных типов солидных опухолей 
[10]. CD3 является поверхностным маркером зрелых 
Т-клеток и используется для оценки их содержания 
в различных типах тканей. Трансмембранный белок 
CD20 экспрессируется на поверхности B-клеток-
предшественников и зрелых B-клеток, что позво-
ляет использовать его в различных клинических 
исследованиях в качестве общего B-клеточного мар-
кера.

В нашей работе проведен комплексный анализ 
экспрессии PD-L1 в опухолевых и стромальных 
клетках РЖ, а также определено содержание рас-
творимой формы PD-L1 в плазме крови пациентов. 
Проанализировано также содержание макрофагов 
и ассоциированных с опухолью В-клеток в строме 
опухолей РЖ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В исследование включены 63 первичных боль-
ных РЖ с различными стадиями опухолевого 

процесса, проходивших обследование и лечение 
в Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им. Н.Н. Блохина, а также 60 
здоровых доноров. Все процедуры, выполненные 
в исследовании с участием больных и здоровых до-
норов, соответствуют стандартам этического коми-
тета организации и Хельсинкской декларации 1964 
года и ее последующим изменениям или сопоста-
вимым нормам. От каждого из включенных в ис-
следование участника получено информированное 
добровольное согласие. Клинический диагноз «рак 
желудка» у всех пациентов подтвержден данными 
морфологического исследования опухоли согласно 
Международной гистологической классификации 
опухолей пищеварительной системы (ВОЗ, 2019). 
Описание выборки представлено в табл. 1.

Концентрацию белков sPD-L1 и sPD-1 опре-
деляли в плазме крови, полученной по стандарт-
ной методике до начала специфического лечения, 
с помощью наборов реактивов для иммунофер-

Таблица 1. Клинико-морфологические характеристики 
больных раком желудка

Характеристика Число 
случаев, %

Возраст
≤61
>61

32 (51)
31 (49)

Пол
Мужской
Женский

35 (56)
28 (44)

Гистология
Аденокарцинома

Перстневидноклеточный рак
Недифференцированный рак

52 (82.5)
10 (16)
1 (1.5)

Стадия
I–II

III–IV
25 (40)
38 (60)

Локализация
Дистальный отдел

КЭР (кардиоэзофагеальный рак)
Проксимальный отдел

Тело желудка
Тотальное поражение

14 (22)
3 (5)

16 (25)
26 (42)
4 (6)

Размер опухоли (Т)
T1–T2
T3–T4

13 (21)
50 (79)

Наличие регионарных метастазов (N)
N0
N+

24 (38)
39 (62)

Наличие отдаленных метастазов (M)
M0
M+

54 (86)
9 (14)

Степень дифференцировки (G)
G1–G2

G3
19 (30)
44 (70)
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ментного анализа: Human PD-L1 Platinum ELISA, 
Human PD-1 ELISA kit (Affimetrix, eBioscience, 
США) в соответствии с инструкциями произво-
дителя. Измерения проводили на автоматиче-
ском иммуноферментном анализаторе BEP 2000 
Advance (Siemens Healthcare Diagnostics, Германия). 
Содержание маркеров выражали в пикограммах (пг) 
на 1 мл плазмы крови.

Иммуногистохимическое (ИГХ) исследование 
CD163, PU.1 и CD20 выполнено по стандартной ме-
тодике на срезах опухолевой ткани. Для демаски-
ровки антигена использовали Tрис-EDTA-буфер 
pH 9.0 («ПраймБиоМед», Россия). Первичные ан-
титела к PU.1 (4G6; «ПраймБиоМед», разведение 
1 : 200), CD163 (10D6; BIOCARE, США, разведение 
1 : 100) и CD20 (клон PBM-12F1; «ПраймБиоМед», 
разведение 1 : 100) инкубировали в течение 30 мин. 
Использовали систему детекции PrimeVision Ms/Rb 
HRP/DAB (78-310004, «ПраймБиоМед») согласно ин-
струкциям производителя.

Полученные препараты анализировали с по-
мощью микроскопа OLYMPUS BX53, камеры 
Lumenera INFINITY2-2C и программного обеспече-
ния Infinity analyze. Оценивали экспрессию CD163, 
PU.1 и CD20 в строме опухоли. В каждом случае 
количество CD163, PU.1 и CD20 положительных 
клеток подсчитывали при увеличении ×200 в пяти 
независимых полях зрения. Образец считали поло-
жительным при наличии хотя бы одной специфи-

чески окрашенной клетки. Содержание CD163, PU.1 
и CD20 в строме опухоли выражали как среднее 
значение количества клеток в поле зрения.

Полученные данные обрабатывали с помощью 
программы GraphPad Prizm 9.0. Для сравнения по-
казателей и анализа их взаимосвязей использо-
вали непараметрический критерий Манна–Уитни 
и коэффициент ранговой корреляции Спирмена. 
Для анализа общей выживаемости больных разде-
лили на две группы сравнения в зависимости от ме-
дианы содержания исследуемых белков. Общую 
выживаемость анализировали путем построения 
кривых дожития по методу Каплана–Майера. 
Статистическую значимость различий оценивали 
с использованием логарифмического рангового кри-
терия. Потенциальное влияние различных факторов 
риска на выживаемость оценивали с помощью мно-
гофакторного анализа с использованием непараме-
трической модели пропорциональных рисков Кокса. 
Различия и корреляции считали статистически зна-
чимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Экспрессию PU.1, CD163 и CD20 выявили в 100% 
исследованных образцов РЖ. Распределение кле-
ток, содержащих PU.1, CD163 и CD20, в образцах 
РЖ представлено на рис. 1.

Анализ результатов исследования показал, 
что медиана содержания PU.1+ клеток в образ-

Рис. 1. Распределение PU.1+, CD163+ и CD20+ клеток в строме опухолей больных РЖ (А) и пример иммуноги-
стохимического окрашивания опухолей желудка с использованием антител к PU.1, CD163 и CD20 (×100) (Б)
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це составила 34.8 (0.4–77.8) клеток в поле зрения, 
CD163+ клеток – 17.6 (0.8–66.4), CD20+ клеток – 
32.2 (3.2–91.2). Следует отметить, что в опухолях 
желудка B-клетки представлены в таком же коли-
честве, как и PU.1+ макрофаги.

Связь количества PU.1+, CD163+ и CD20+ клеток 
c клинико-морфологическими характеристиками 
РЖ
На следующем этапе работы сопоставили содержа-
ние PU.1+, CD20+ и CD163+ клеток в строме опухо-
ли с клинико-морфологическими характеристиками 
заболевания (табл. 2).

Проведенный анализ показал, что содержание 
PU.1 значимо ассоциировано с размером опухо-
ли, и именно опухоли большего размера содержат 
меньше PU.1+ инфильтрирующих клеток. Также 
следует отметить различия в содержании PU.1+ 
и CD163+ клеток в зависимости от локализации 
опухоли. Так, наибольшее количество PU.1+ клеток 

и наименьшее количество CD163+ клеток выявлено 
при тотальном поражении желудка, однако эти на-
блюдения не достигали статистической значимости.

Содержание PD-1 и PD-L1 в образцах опухоли 
больных РЖ
Помимо анализа экспрессии стромальных маркеров, 
оценили тканевое содержание PD-L1 в образцах 
РЖ. Примеры иммуногистохимического окрашива-
ния на PD-L1 представлены на рис. 2.

Таблица 2. Ассоциация PU.1+, CD163+ и CD20+ клеток в строме опухоли с клинико-морфологическими харак-
теристиками заболевания

Характеристика
PU.1 (число клеток) CD163 (число клеток) CD20 (число клеток)
Медиана 
(25–75%) р Медиана 

(25–75%) p Медиана 
(25–75%) p

Возраст
≤61
>61

35.8 (23.4–42.7)
34.2 (20.2–42.0)

0.488 17.2 (9.05–22.3)
18.2 (13.2–25.2)

0.297 28.2 (19.4–45.4)
34.4 (20.8–45.2)

0.418

Пол
Мужской
Женский

33.6 (20.2–37.6)
37.3 (26.9–44.2)

0.150 16.2 (10.4–24.4)
18.0 (12.9–21.1)

0.713 29.4 (18.8–45.2)
33.9 (22.9–44.9)

0.403

Гистология
Аденокарцинома

Перстневидноклеточный рак
Недифференцированный рак

35.0 (20.8–41.9)
29.7 (23.3–37.7)
63.4 (63.4–63.4)

0.216 17.6 (11.8–24.1)
17.5 (10.8–19.7)
28.2 (28.2–28.2)

0.459 33.3 (19.9–44.8)
30.5 (22.1–47.8)
19.6 (19.6–19.6)

0.574

Стадия
I–II

III–IV
35.8 (27.5–44.8)
33.8 (18.0–39.5)

0.249 17.8 (13.7–20.7)
16.7 (10.1–24.6)

0.623 34.4 (21.6–46.3)
29.4 (19.5–43.9)

0.424

Локализация
Дистальный отдел

КЭР
Проксимальный отдел

Тело желудка
Тотальное поражение

34.8 (28.9–44.1)
35.8 (0.4–41.8)
33.6 (12.5–41.2)
33.4 (24.4–39.8)
48.4 (38.1–61.0)

0.226 17.5 (12.4–23.4)
19.4 (14.8–25.2)
17.3 (11.8–24.1)
18.1 (11.6–23.6)
11.1 (7.7–24.5)

0.824 33.8 (24.7–43.1)
23.4 (6.0–24.6)
28.8 (13.3–52.4)
37.7 (22.3–47.3)
26.5 (18.6–41.1)

0.316

Размер опухоли (Т)
T1–T2
T3–T4

41.8 (35.5–54.4)
32.9 (19.1–38.7)

0.005* 17.8 (14.5–23.0)
17.6 (10.1–23.4)

0.504 36.0 (26.1–48.1)
29.4 (19.5–43.9)

0.277

Наличие регионарных метастазов (N)
N0
N+

35.5 (25.3–42.8)
34.8 (20.2–41.4)

0.733 17.3 (12.9–20.0)
17.8 (11.4–28.2)

0.437 33.3 (19.9–44.4)
29.4 (20.6–45.2)

0.947

Наличие отдаленных метастазов (M)
M0
M+

34.8 (25.6–41.9)
35.4 (13.6–48.6)

0.889 17.6 (11.2–23.4)
18.4 (12.8–25.4)

0.598 33.3 (21.1–45.3)
29.4 (10.6–40.2)

0.214

Степень дифференцировки (G)
G1–G2
G3–G4

37.6 (25.0–49.8)
34.2 (18.7–38.9)

0.131 19.0 (13.2–25.8)
16.2 (10.9–21.5)

0.448 33.2 (22.0–43.6)
33.4 (18.6–45.4)

0.796

*Статистически значимо.

Рис. 2. Экспрессия PD-L1 в образцах РЖ (×100)
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Экспрессия PD-L1 в опухолевых клетках отме-
чена в 35% (22 из 63) образцов. Экспрессию PD-L1 
в стромальных клетках выявили в 60% (38 из 63) об-
разцов. Далее проанализировали ассоциацию между 
содержанием PD-L1 и клинико-морфологическими 
характеристиками заболевания (табл. 3).

Проведенное исследование показало, что со-
держание PD-L1 в опухолевых клетках не ассо-
циировано с клиническими и морфологическими 
характеристиками РЖ. Экспрессия PD-L1 в стро-
мальных клетках опухоли ассоциирована с от-
даленными метастазами, именно при их наличии 
реже наблюдали экспрессию PD-L1 в строме пер-
вичной опухоли.

Растворимые формы PD-1 и PD-L1
Дополнительно проведен анализ содержания рас-
творимых форм (sPD-1, sPD-L1) контрольной точки 
иммунитета PD-1/PD-L1 в плазме крови больных 
РЖ для выявления корреляций между их содержа-

нием в плазме крови, тканевой экспрессией и про-
гностической значимостью.

На первом этапе работы мы оценили диагности-
ческий потенциал исследованных белков. Медиана 
содержания sPD-1 и sPD-L1 в плазме крови здо-
ровых доноров составила 29.25 (14.9–45.5) и 36.23 
(9.83–73.1) пг/мл соответственно, в группе боль-
ных РЖ – 12.57 (7.7–19.7) и 21.83 (10.1–74.3) пг/мл. 
Проведение статистического анализа показало, 
что содержание растворимой формы рецептора 
sPD-1 у больных РЖ значимо ниже, чем у здоро-
вых доноров. Уровни sPD-L1 в группах здоровых 
доноров и больных РЖ не различались.

Корреляционный анализ растворимых 
и тканевых форм исследованных белков
Корреляцию уровней исследуемых белков анализи-
ровали с использованием коэффициента ранговой 
корреляции Спирмена. Результаты представлены 
на рис. 3.

Таблица 3. Ассоциация содержания PD-L1 в опухолевых клетках и в строме опухоли с клинико-морфологически-
ми характеристиками заболевания

Характеристика
PD-L1, опухоль (n) PD-L1, строма (n)

+ - p + - p
Возраст

≤61
>61

8
14

24
17

0.117 18
20

14
11

0.609

Пол
Мужской
Женский

12
10

23
18

>0.999 18
20

17
8

0.127

Гистология
Аденокарцинома

Перстневидноклеточный рак
Недифференцированный рак

19
3
0

33
7
1

0.704 32
5
1

20
5
0

0.567

Стадия
I–II

III–IV
8
14

17
24

0.790 16
22

9
15

0.793

Локализация
Дистальный отдел

КЭР
Проксимальный отдел

Тело желудка
Тотальное поражение

3
0
7
11
1

11
3
9
15
3

0.396 8
2
10
16
2

6
1
6
10
2

0.987

Размер опухоли (Т)
T1–T2
T3–T4

3
19

10
31

0.515 11
27

2
23

0.058

Наличие регионарных метастазов (N)
N0
N+

7
15

17
24

0.588 13
25

11
14

0.597

Наличие отдаленных метастазов (M)
M0
M+

21
1

33
8

0.144 36
2

18
7

0.023*

Дифференцировка (G)
G1–G2

G3
7
12

12
21

>0.999 14
18

5
15

0.239

*Статистически значимо.
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Показано, что содержание в плазме крови раство-
римой формы рецептора sPD-1 обратно коррелиру-
ет с содержанием в плазме крови sPD-L1 и прямо 
коррелирует с тканевой экспрессией PD-L1 в стро-
мальных клетках (r = -0.251; p = 0.047 и r = 0.255; 
p = 0.044 соответственно). Также экспрессия PD-L1 
в стромальных клетках опухолей желудка прямо 
коррелировала с экспрессией PD-L1 в опухолевых 
клетках и содержанием всех исследованных стро-
мальных маркеров. Аналогичную картину наблюда-
ли и для B-клеток. А именно, содержание CD20+ 
В-клеток в строме опухолей положительно стати-
стически значимо коррелирует как с содержанием 
макрофагов, так и с экспрессией PD-L1 и в строме, 
и в опухолевых клетках.

Прогностическая значимость PD-L1/PD-1 
у больных РЖ
Нами проведен анализ прогностической значимости 
исследованных маркеров и их комбинаций у боль-
ных РЖ. Для анализа показателей выживаемости 
пациентов распределили на две группы: с высоким 
и низким содержанием растворимых форм маркеров 
относительно медианы. В случае тканевой экспрес-
сии PD-L1 пациентов распределяли на две группы 
по наличию/отсутствию этого белка отдельно в опу-
холевых и стромальных клетках. Дополнительно 
проанализировали выживаемость в зависимости 
от комплексного содержания как растворимой 
sPD-L1, так и тканевой формы PD-L1. Графики вы-
живаемости больных представлены на рис. 4.

В данном исследовании не была установле-
на связь между уровнем sPD-1 и sPD-L1 при РЖ 
и прогнозом выживаемости. Аналогичную картину 
наблюдали в случае тканевой формы PD-L1, одна-
ко следует отметить тенденцию к прогностической 
значимости PD-L1, а именно, высокий уровень это-
го белка в опухолевых клетках РЖ является более 
благоприятным прогностическим фактором, в от-
личие от низкой экспрессии маркера (p = 0.122). 
Проведение комплексного анализа показало, что вы-
сокое содержание одновременно тканевой и раство-
римой форм PD-L1 также не является прогностиче-
ским маркером выживаемости при РЖ.

Далее проанализировали прогностическую зна-
чимость PU.1, CD20 и CD163 при РЖ. Результаты 
представлены на рис. 5.

Как следует из представленных на рис. 5 данных, 
стромальные маркеры (PU.1, CD163, CD20) не имеют 
прогностической значимости при РЖ.

Результаты многофакторного статистического 
анализа прогностической значимости всех исследо-
ванных маркеров представлены в табл. 4.

С использованием регрессионного анализа Кокса 
показано, что высокое содержание CD163 при РЖ 
можно рассматривать как независимый прогности-
ческий фактор, ассоциированный со снижением по-
казателей общей выживаемости.

ОБСУЖДЕНИЕ
Клиническая и прогностическая значимость микро-
окружения опухолей желудка активно изучается 
в настоящее время. Нами проведен анализ содержа-
ния PU.1+, CD163+ и CD20+ в строме опухолей же-
лудка и оценена их клиническая и прогностическая 
значимость. В контексте солидных опухолей изуче-
на клиническая значимость экспрессии PU.1 у боль-
ных раком молочной железы и глиомами [11, 12], 
причем показана ассоциация его экспрессии с про-
грессией и неблагоприятным прогнозом при обе-
их нозологиях. Экспрессия PU.1 изучена также 
при немелкоклеточном раке легкого (НМРЛ) [13], 
раке толстой кишки [14] и пищевода [10]. Изучению 
экспрессии PU.1 при РЖ посвящено одно иссле-
дование, в котором показано, что экспрессия PU.1 
значительно повышена в опухолевой ткани желудка 
по сравнению с относительной нормой и ассоцииро-
вана с неблагоприятным прогнозом и прогрессиро-
ванием заболевания. Более того, высокая экспрес-
сия PU.1 положительно коррелирует с количеством 
активированных CD4 Т-клеток памяти, покоящихся 
NK-клеток, макрофагов М2, покоящихся дендрит-
ных клеток и нейтрофилов в строме опухоли [15]. 
Проведенное нами исследование не выявило про-
гностической значимости этого белка, однако мы на-

Рис. 3. Корреляционный анализ тканевых и сывороточ-
ных уровней PD-1, PD-L1, PU.1, CD163 и CD20 у боль-
ных раком желудка
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Рис. 4. Анализ общей выживаемости больных РЖ в зависимости от содержания растворимых (sPD-L1, sPD-1) 
и тканевых (PD-L1, PD-1) форм основных компонентов контрольной точки иммунитета PD-1/PD-L1

Таблица 4. Статистический анализ прогностической значимости sPD-1, sPD-L1, PD-L1, CD20, CD163 и PU.1 
при раке желудка

Показатель
Однофакторный анализ Многофакторный анализ

HR 95% CI p HR 95% CI p
sPD-1 (высокий/низкий) 1.443 (0.646–3.226) 0.366 0.971 (0.915–1.013) 0.234
sPD-L1 (высокий/низкий) 1.038 (0.466–2.315) 0.927 0.999 (0.988–1.008) 0.780

PD-L1 (опухоль) (высокий/низкий) 0.524 (0.235–1.167) 0.122 0.480 (0.150–1.406) 0.193
PD-L1 (строма) (высокий/низкий) 0.721 (0.316–1.644) 0.419 0.954 (0.332–2.564) 0.927

CD20 (высокий/низкий) 0.876 (0.393–1.953) 0.745 0.992 (0.965–1.016) 0.526
CD163 (высокий/низкий) 1.509 (0.677–3.361) 0.316 1.053 (1.007–1.098) 0.019*
PU.1 (высокий/низкий) 0.654 (0.292–1.466) 0.319 0.991 (0.963–1.018) 0.497

* Статистически значимо.

блюдали положительную корреляцию между со-
держанием PU.1+ клеток, макрофагов и В-клеток, 
а также PD-L1+ клеток в опухолевой строме, 
что согласуется с опубликованными данными.

Оценке содержания CD163+ макрофагов в опу-
холях желудка посвящено большое количество 
исследований, однако их результаты достаточно 
противоречивы. Экспрессия CD163 часто ассоции-
руется с неблагоприятным прогнозом при различ-
ных солидных опухолях [16]. Однако CD163 может 
быть маркером хорошего прогноза при опухолях 
желудочно-кишечного тракта, в частности при раке 
пищевода [17] и раке толстой кишки [18]. Согласно 
данным однофакторного анализа, повышенная 

плотность CD163+ макрофагов в строме опухоли 
при РЖ ассоциирована с активацией иммунного от-
вета и улучшением выживаемости пациентов [19]. 
Опубликованы и противоположные результаты. 
По данным исследования 148 образцов опухоле-
вой ткани высокая инфильтрация CD68+/CD163+ 
может быть маркером неблагоприятного прогноза 
[20]. Показано также, что повышенное содержание 
CD163+ клеток ассоциировано с большим размером 
и низкой дифференцировкой опухоли, метастазами 
в регионарных лимфоузлах. Более того, плотность 
CD163 повышалась с увеличением глубины инвазии, 
стадии заболевания и повышением экспрессии мар-
керов опухолевых стволовых клеток. Установлено 
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также, что повышенная экспрессия CD163 ассоци-
ирована с рецидивированием заболевания [21, 22]. 
Полученные нами данные согласуются с результа-
тами, согласно которым именно высокое содержа-
ние CD163+ клеток в опухолях является независи-
мым маркером неблагоприятного прогноза при РЖ. 
Опубликованы также данные, согласно которым по-
вышенная экспрессия CD163 характерна для PD-
L1-положительного РЖ в сравнении с PD-L1-
отрицательным [23]. Нами показано, что содержание 
CD163+ клеток в опухолевой строме положительно 
коррелирует с экспрессией PD-L1 в стромальных, 
но не в опухолевых клетках при РЖ.

На следующем этапе мы проанализировали со-
держание CD20+ клеток в строме опухолей боль-
ных РЖ. На неоднозначность влияния CD20+ 
В-лимфоцитов, присутствующих в опухолях разного 
типа, на прогноз выживаемости и стадию опухоли 
указывают результаты разных исследований [24]. 
Так, например, общее число CD20+ В-лимфоцитов 
ассоциировано с прогрессией рака молочной же-
лезы [25], при этом обратная корреляция показа-
на при раке яичников, печени и толстой кишки 
[26–28]. Показано, что повышенное содержание 
CD20+ В-лимфоцитов в строме РЖ ассоциировано 
с лучшим прогнозом, однако не выявлено ассоциа-
ции между количеством B-лимфоцитов и клинико-
морфологическими характеристиками опухоли [29]. 
Схожие результаты продемонстрировали и дру-
гие исследователи, показавшие, что более высокая 
плотность CD20+ В-клеток в строме ассоциирована 
с лучшим прогнозом. По результатам данного иссле-
дования показано также, что экспрессия CD20 ассо-
циирована с CD68 в опухолевой строме. Интересно, 
что некоторые иммунные клетки стромы экспрес-
сировали Ki-67, причем в основном это были CD20+ 
клетки. Более того, использование комбинации Ki-
67+ и CD20+ показало лучший прогностический 
потенциал для РЖ [30]. Установленное нами отсут-
ствие прогностической значимости CD20 при РЖ 

свидетельствует о необходимости использования 
комбинаций маркеров для повышения эффектив-
ности прогнозирования клинического течения забо-
левания.

Прогностической значимости тканевой экспрес-
сии PD-L1 в настоящее время посвящено около 
двух десятков исследований. Большинство работ 
свидетельствует о неблагоприятной прогностиче-
ской значимости экспрессии данного белка в опу-
холевых клетках РЖ [31]. Однако некоторые ре-
зультаты указывают на высокую экспрессию PD-L1 
в опухолевых клетках как на маркер хорошего про-
гноза [32, 33]. Проведенное нами исследование про-
демонстрировало, что экспрессия PD-L1 в опухоле-
вых клетках ассоциирована с более высокой общей 
выживаемостью пациентов, в то время как анализ 
экспрессии PD-L1 в стромальных клетках или его 
растворимой формы такой закономерности не вы-
явил.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные нами результаты свидетельствуют 
о том, что маркеры стромальных клеток при злока-
чественных опухолях желудка потенциально могут 
использоваться для определения стратегии лече-
ния и прогноза заболевания. Однако существующие 
методы, а именно одноцветная иммуногистохимия, 
не позволяют получить достаточно информативный 
ответ. Для того, чтобы эффективно использовать 
стромальные маркеры в случае РЖ, необходимо 
проведение комплексного анализа, включающего 
определение нескольких сывороточных маркеров 
и мультиплексный анализ нескольких маркеров 
опухолевой стромы. 

Конфликт интересов: Авторы заявляют 
об отсутствии конфликта интересов.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 20-015-00479).
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Рис. 5. Анализ общей выживаемости больных РЖ в зависимости от содержания PU.1, CD163 и CD20 в строме 
опухолей



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 14 № 4 (55) 2022 | ACTA NATURAE | 83

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Bray F., Ferlay J., Soerjomataram I., Siegel R.L., Torre L.A., 
Jemal A. // CA Cancer J. Clin. 2018. V. 68. № 6. P. 394–424.

2. Gonzalez C.A., Sala N., Rokkas T. // Helicobacter. 2013. V. 18 
Suppl 1. P. 34–38.

3. Nomura A., Grove J.S., Stemmermann G.N., Severson R.K. 
// Cancer Res. 1990. V. 50. № 21. P. 7084.

4. Brooks-Wilson A.R., Kaurah P., Suriano G., Leach S., Senz 
J., Grehan N., Butterfield Y.S., Jeyes J., Schinas J., Bacani J., 
et al. // J. Med. Genet. 2004. V. 41. № 7. P. 508–517.

5. Cunningham D., Starling N., Rao S., Iveson T., Nicolson M., 
Coxon F., Middleton G., Daniel F., Oates J., Norman A.R., et 
al. // N. Engl. J. Med. 2008. V. 358. № 1. P. 36–46.

6. Bang Y.J., van Cutsem E., Feyereislova A., Chung H.C., 
Shen L., Sawaki A., Lordick F., Ohtsu A., Omuro Y., Satoh T., 
et al. // Lancet. 2010. V. 376. № 9742. P. 687–697.

7. Wilke H., Muro K., van Cutsem E., Oh S.C., Bodoky G., Shi-
mada Y., Hironaka S., Sugimoto N., Lipatov O., Kim T.Y., et 
al. // Lancet Oncol. 2014. V. 15. № 11. P. 1224–1235.

8. Zhang H., Yue R., Zhao P., Yu X., Li J., Ma G., Tang J., 
Zhang L., Feng L., Sun L., et al. // Tumour Biol. 2017. V. 39. 
№ 6. P. 1010428317705747. doi: 10.1177/1010428317705747

9. Hu H.T., Ai X., Lu M., Song Z., Li H. // Exp. Cell. Res. 2019. 
V. 384. № 2. P. 111652.

10. Kovaleva O.V., Rashidova M.A., Samoilova D.V., Podlesnaya 
P.A., Mochalnikova V.V., Gratchev A. // Anal. Cell. Pathol. 
(Amst.). 2020. V. 2020. P. 5424780.

11. Xu Y., Gu S., Bi Y., Qi X., Yan Y., Lou M. // Oncol. Lett. 
2018. V. 15. № 3. P. 3753–3759.

12. Lin J., Liu W., Luan T., Yuan L., Jiang W., Cai H., Yuan W., 
Wang Y., Zhang Q., Wang L. // Oncol. Lett. 2017. V. 14. № 6. 
P. 8220–8226.

13. Kovaleva O.V., Rashidova M.A., Samoilova D.V., Podlesnaya 
P.A., Mochalnikova V.V., Gratchev A.N. // Bull. Exp. Biol. 
Med. 2021. V. 170. № 4. P. 489–492.

14. Ковалева О.В., Грачев А.Н., Подлесная П.А., Рашидова 
М.А., Самойлова Д.В., Соколов Н.Ю., Мамедли З.З., Кудлай 
Д.А., Кушлинский Н.Е. // Клин. эксп. морфол. 2021. Т. 10. 
№ 2. C. 32–39.

15. Huang J., Chen W., Jie Z., Jiang M. // Front. Oncol. 2022. 
V. 12. P. 820568.

16. Mantovani A., Sozzani S., Locati M., Allavena P., Sica A. // 
Trends Immunol. 2002. V. 23. № 11. P. 549–555.

17. Kovaleva O., Podlesnaya P., Rashidova M., Samoilova D., 
Petrenko A., Mochalnikova V., Kataev V., Khlopko Y., Plot-

nikov A., Gratchev A. // Biomedicines. 2021. V. 9. № 7. P. 743.
18. Koelzer V.H., Canonica K., Dawson H., Sokol L., Karamito-
poulou-Diamantis E., Lugli A., Zlobec I. // Oncoimmunology. 
2016. V. 5. № 4. P. e1106677.

19. Huang Y.K., Wang M., Sun Y., Di Costanzo N., Mitchell C., 
Achuthan A., Hamilton J.A., Busuttil R.A., Boussioutas A. // 
Nat. Commun. 2019. V. 10. № 1. P. 3928.

20. Svensson M.C., Svensson M., Nodin B., Borg D., Hedner C., 
Hjalmarsson C., Leandersson K., Jirstrom K. // J. Innate Im-
mun. 2022. № 3. P. 1–14.

21. Zhu Q., Wu X., Tang M., Wu L. // Medicine (Baltimore). 
2020. V. 99. № 17. P. e19839.

22. Zhang W.J., Zhou Z.H., Guo M., Yang L.Q., Xu Y.Y., Pang 
T.H., Gao S.T., Xu X.Y., Sun Q., Feng M., et al. // J. Cancer. 
2017. V. 8. № 3. P. 363–370.

23. Harada K., Dong X., Estrella J.S., Correa A.M., Xu Y., Hof-
stetter W.L., Sudo K., Onodera H., Suzuki K., Suzuki A., et 
al. // Gastric Cancer. 2018. V. 21. № 1. P. 31–40.

24. Sjoberg E., Frodin M., Lovrot J., Mezheyeuski A., Johans-
son M., Harmenberg U., Egevad L., Sandstrom P., Ostman A. 
// Br. J. Cancer. 2018. V. 119. № 7. P. 840–846.

25. Mahmoud S.M., Lee A.H., Paish E.C., Macmillan R.D., Ellis 
I.O., Green A.R. // Breast Cancer Res. Treat. 2012. V. 132. 
№ 2. P. 545–553.

26. Shi J.Y., Gao Q., Wang Z.C., Zhou J., Wang X.Y., Min Z.H., 
Shi Y.H., Shi G.M., Ding Z.B., Ke A.W., et al. // Clin. Cancer 
Res. 2013. V. 19. № 21. P. 5994–6005.

27. Lundgren S., Berntsson J., Nodin B., Micke P., Jirstrom K. 
// J. Ovarian Res. 2016. V. 9. P. 21.

28. Berntsson J., Nodin B., Eberhard J., Micke P., Jirstrom K. 
// Int. J. Cancer. 2016. V. 139. № 5. P. 1129–1139.

29. Dong J., Li J., Liu S.M., Feng X.Y., Chen S., Chen Y.B., 
Zhang X.S. // Med. Oncol. 2013. V. 30. № 1. P. 442.

30. Meier A., Nekolla K., Hewitt L.C., Earle S., Yoshikawa T., 
Oshima T., Miyagi Y., Huss R., Schmidt G., Grabsch H.I. // J. 
Pathol. Clin. Res. 2020. V. 6. № 4. P. 273–282.

31. Gu L., Chen M., Guo D., Zhu H., Zhang W., Pan J., Zhong 
X., Li X., Qian H., Wang X. // PLoS One. 2017. V. 12. № 8. 
P. e0182692.

32. Kim J.W., Nam K.H., Ahn S.H., Park D.J., Kim H.H., Kim 
S.H., Chang H., Lee J.O., Kim Y.J., Lee H.S., et al. // Gastric 
Cancer. 2016. V. 19. № 1. P. 42–52.

33. Boger C., Behrens H.M., Mathiak M., Kruger S., Kalthoff 
H., Rocken C. // Oncotarget. 2016. V. 7. № 17. P. 24269–24283.



84 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 4 (55) 2022

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 571.27

Смещение репертуара генов 
зародышевой линии В-клеточных 
рецепторов при рассеянном склерозе

Я. А. Ломакин1*, Л. А. Овчинникова1, М. Н. Захарова2, М. В. Иванова2, Т. О. Симанив2, 
М. Р. Кабилов3, Н. А. Быкова4, В. С. Мухина4,5, А. Н. Каминская1, А. Е. Тупикин3, 
М. Ю. Захарова1, А. В. Фаворов4, С. Н. Иллариошкин2, А. А. Белогуров1,6, А. Г. Габибов1,7

1Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
РАН, Москва, 117997 Россия
2Научный центр неврологии, 6 неврологическое отделение, Москва, 125367 Россия
3Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск, 630090 
Россия
4Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН, Москва, 119991 Россия
5Институт проблем передачи информации им. А.А. Харкевича РАН, Москва, 127051 Россия
6Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И. Евдокимова 
Минздрава России, Москва, 127473 Россия
7Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, Москва, 119991 Россия
*E-mail: lomakin@ibch.ru
Поступила в редакцию 02.09.2022
Принята к печати 20.10.2022
DOI: 10.32607/actanaturae.11794

РЕФЕРАТ Регуляторные функции B-лимфоцитов играют важную роль в развитии и подавлении им-
мунного ответа. Нарушение противовоспалительной функции В-клеток (Breg) может привести к раз-
витию иммунопатологических процессов, в частности, аутоиммунных заболеваний. К сожалению, точ-
ный механизм функционирования и развития регуляторных В-клеток пока не известен, почти ничего 
не известно об их специфичности и структуре В-клеточного рецептора. С использованием широко-
масштабного секвенирования мы проанализировали репертуар B-клеточных рецепторов субпопуляции 
транзиторных Breg CD19+CD24highCD38high у пациентов с рассеянным склерозом (РС). Впервые показано, 
что частота встречаемости ряда генов зародышевой линии транзиторных Breg при развитии РС от-
личается от распределения генов иммуноглобулинов у условно здоровых доноров. Зарегистрированный 
сдвиг более выражен у пациентов с высокоактивным РС, чем у пациентов с доброкачественным тече-
нием РС. Полученные нами данные позволяют предположить, что изменение репертуара Breg при раз-
витии РС происходит уже на раннем этапе созревания В-клеток.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рассеянный склероз, нейродегенерация, иммуноглобулины, транзиторные В-клетки, 
широкомасштабное секвенирование, регуляторные В-клетки, BCR-Seq, зародышевая линия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ РС – рассеянный склероз; ЦНС – центральная нервная система; ВАРС – высо-
коактивный рассеянный склероз; ДРС – доброкачественный рассеянный склероз; Breg – регуляторная 
В-клетка.

ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС) является наиболее рас-
пространенным хроническим аутоиммунным за-
болеванием центральной нервной системы (ЦНС), 
диагностированным более чем у 2.3 миллиона че-
ловек по всему миру [1]. Механизм запуска этой 
тяжелой патологии, в частности механизм имму-
ноопосредованной нейродегенерации, до сих пор 
не установлен, что существенно затрудняет поиск 

стратегии лечения РС [2–4]. Ранее мы показали, 
что в репертуар антител больных РС входят анти-
тела, кросс-реактивные к белкам вируса Эпштейна–
Барр, и определили их структурно-функциональные 
особенности [5, 6]. С момента открытия РС основ-
ная роль в патогенезе этого заболевания отводилась 
исключительно Т-клеточному звену иммунитета. 
Однако за последнее десятилетие накоплено мно-
жество доказательств, подтверждающих непосред-
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ственное участие В-клеток в развитии аутоиммун-
ных процессов, в том числе и при РС [7]. Несмотря 
на длительность изучения РС, его точная этиология 
все еще неизвестна. В основе механизмов вирусной 
индукции заболевания могут лежать молекулярная 
мимикрия и перекрестная реактивность с после-
дующим увеличением числа узнаваемых эпитопов 
(epitope spreading) между Т- и В-клетками [5, 8–13]. 
У пациентов с РС повышен титр аутореактивных 
антител, специфически связывающих компоненты 
миелиновой оболочки, у них обнаружены также 
каталитические иммуноглобулины, гидролизующие 
основной белок миелина – один из характерных ау-
тоантигенов при РС [14–16]. 

В последние годы регуляторные В-клетки (Breg) 
привлекают все большее внимание исследовате-
лей [17, 18]. Фундаментальный интерес к этому 
компоненту гуморального иммунитета обусловлен 
стремлением понять, как именно В-клетки участву-
ют в подавлении воспалительного ответа, на какой 
стадии созревания В-клетка приобретает регуля-
торные функции и как на это влияет специфич-
ность В-клеточного рецептора. С практической 
точки зрения Breg привлекают внимание как клет-
ки, непосредственно участвующие в развитии ау-
тоиммунных и лимфопролиферативных патологий. 
Однако на сегодняшний день невозможно прийти 
к однозначному выводу, какие процессы происхо-
дят при возникновении аутоиммунного воспале-
ния: изменение количества В-регуляторных кле-
ток, нарушение их функций или сочетание двух 
этих явлений. Также имеется ограниченная ин-
формация о специфичности Breg, хотя и показано, 
что для их правильного функционирования необхо-
дим В-клеточный рецептор [19]. Неясно, сопутству-
ют ли развитию аутоиммунного ответа нарушения 
в созревании генов иммуноглобулинов Breg, явля-
ются ли эти клетки аутореактивными? Неизвестно, 
на какой стадии развития происходят наиболее 
значимые изменения в пуле Breg: у наивных, тран-
зиторных или зрелых В-клеток. Ранее мы обна-
ружили повышенное содержание транзиторных 
Breg в периферической крови пациентов с РС [20]. 
При этом тяжелая цепь иммуноглобулинов транзи-
торных Breg при развитии РС содержит меньшее 
количество гипермутаций, чем у здоровых доноров.

В представленной работе мы решили прояснить, 
отличаются ли структуры В-клеточных рецепторов 
в одной из наиболее полно описанных субпопуляций 
транзиторных Breg CD19+CD24highCD38high у пациен-
тов с РС и условно здоровых доноров. Анализ ши-
рокомасштабного секвенирования иммуноглобули-
новых последовательностей отобранных В-клеток 
(BCR-Seq) показал, что распределение целого ряда 

генов зародышевой линии у больных РС отличает-
ся от распределения у здорового человека. Причем 
анализ общего пула В-клеток периферической кро-
ви и субпопуляции регуляторных транзиторных 
В-клеток у обследованных нами пациентов выявля-
ет как превышение, так и уменьшение встречаемо-
сти различных генов зародышевой линии по срав-
нению со здоровыми донорами. Важно отметить, 
что это различие более выражено у пациентов со 
злокачественным типом течения РС – высокоактив-
ным РС (ВАРС) [21] в сравнении с пациентами с до-
брокачественным течением РС (ДРС) [22].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Пациенты с РС и здоровые доноры
Произведен забор периферической крови у девяти 
пациентов 6 неврологического отделения Научного 
центра неврологии (Москва, Россия) с РС в возрас-
те 23–61 года (40.0 ± 9.1) и шести здоровых до-
норов (табл. 1). Тяжесть заболевания, оцененная 
по шкале EDSS, варьировала от 1.5 до 8.5 балла. 
Значения EDSS от 0 до 10 вычисляли по шкале 
Куртцке EDSS (англ. Expanded Disability Status 
Scale – расширенная шкала оценки степени инва-
лидизации) [23]. В исследование вошли пять паци-
ентов с высокоактивным РС (ВАРС) [21] и четыре 
пациента с доброкачественным течением РС (ДРС) 
[22]. Были собраны данные о течении болезни, 
продолжительности и истории лечения (табл. 1). 
Исследование одобрено локальным этическим ко-
митетом Научного центра неврологии и проводи-
лось в полном соответствии с Декларацией WMA 
Хельсинки, ICH GCP и местным законодатель-
ством. Все пациенты предоставили письменное ин-
формированное согласие после обсуждения прото-
кола исследования.

Выделение В-клеток из периферической крови
Мононуклеарные клетки периферической крови па-
циентов с РС и здоровых доноров получены путем 
седиментационного обогащения в градиенте фикол-
ла. Остаточную эритроцитарную фракцию удаляли 
с помощью лизирующего буфера ACK. Полученные 
мононуклеарные клетки фильтровали через 40-мм 
нейлоновый фильтр и окрашивали флуоресцент-
ными антителами: α-CD19-PE-Cy7, α-CD24-PE, 
α-CD38-APC, α-CD45-APC-Cy7 (Bio-legend, США), 
и красителем мертвых клеток sytox green dead cell 
stain (ThermoFisher Scientific, США) в течение 60 
мин при +4ºC в темноте. Популяции регулятор-
ных транзиторных В-клеток (CD19+CD24highCD38high) 
и общего пула В-клеток (CD19+) отбирали непосред-
ственно в микроцентрифужные пробирки с лизиру-
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ющим буфером Qiazol (Qiagen, Германия). Сортинг 
клеток проводили с помощью проточного флуориме-
тра BD FACSAria III.

Подготовка библиотек для секвенирования 
вариабельных фрагментов генов 
иммуноглобулинов (RT-PCR)
РНК выделяли с использованием набора RNeasy 
Mini Kit (Qiagen, Германия) в соответствии с про-
токолом производителя. Обратную транскрипцию 
(RT) проводили с набором MMLV RT с oligo(dT) 
и случайными праймерами в соответствии с ин-
струкциями производителя («Евроген», Россия). 
Для амплификации вариабельных фрагментов ге-
нов иммуноглобулинов человека VH и VL исполь-
зовали 15 прямых праймеров для VH и четыре 
обратных праймера для J-фрагмента генов тяже-
лой цепи человека, 13 прямых праймеров Vκ, два 
обратных праймера Jκ для легкой каппа-цепи, 16 
прямых праймеров Vλ и три обратных праймера Jλ 
для легкой лямбда-цепи [24]. 15 прямых праймеров 
VH использовали по отдельности в каждом образце 
в 50 мкл реакционной смеси с эквимолярной сме-
сью четырех обратных праймеров JH. 13 праймеров 
Vκ и 16 праймеров Vλ использовали по отдельно-
сти для амплификации генов VL с соответствующей 
смесью двух обратных праймеров Vκ или трех об-
ратных праймеров Vλ в 50 мкл реакционной смеси 
для каждого образца. В качестве матрицы в каждой 

реакции ПЦР использовали 0.02 мкг кДНК и на-
бор Hot Start Taq Master Mix («Евроген»). Условия 
ПЦР были следующими: 1 шаг (94°C – 3 мин); 1 
цикл (94°C – 25 с, 62°C – 25 с, 72°C – 25 с); 2 цик-
ла (94°C – 25 с, 60°C – 25 с, 72°C – 25 с); 2 цикла 
(94°C – 25 с, 58°C – 25 с, 72°C – 25 с); 3 цикла (94°C – 
25 с, 56°C – 25 с, 72°C – 25 с); 3 цикла (94°C – 25 с, 
54°C – 25 с, 72°C – 25 с); 30 циклов (94°C – 25 с, 
52°C – 25 с, 72°C – 25 с); и финальная элонгация 
(72°C – 4 мин). Смеси ПЦР 15 образцов для генов 
VH, 13 образцов для генов Vκ и 16 образцов для ге-
нов Vλ были объединены по отдельности для ге-
нов VH, Vκ и Vλ и сконцентрированы до 50–80 мкл 
с использованием Amicon 30 кДа (Merck, Millipore). 
Продукты ПЦР (около 400 п.н.) VH, Vκ и Vλ на-
носили на 1.5% агарозные гели и очищали с помо-
щью набора для очистки ДНК из агарозного геля 
(Monarch, NEB).

Глубокое секвенирование вариабельных 
фрагментов генов VH, Vκ и Vλ иммуноглобулинов
Очищенный ПЦР-продукт (1 мкг) VH, Vκ и Vλ ли-
гировали с адаптерами NEBNext Multiplex Oligos 
с использованием набора для подготовки библи-
отеки ДНК NEBNext Ultra для Illumina (NEB). 
Библиотеки секвенировали на Miseq с исполь-
зованием набора для секвенирования 2×300 п.н. 
(Illumina) в ЦКП «Геномика» СО РАН (ИХБиФМ СО 
РАН, Новосибирск, Россия).

Таблица 1. Пациенты с РС и здоровые доноры, участвующие в исследовании

Форма РС1 Возраст, 
лет Пол EDSS2 Терапия3 Длительность 

заболевания, лет
РС1 ДРС 56 Жен. 2.5 Без лечения 11
РС2 ДРС 61 Жен. 3 Без лечения 26
РС3 ДРС 43 Жен. 1.5 Без лечения 12
РС4 ДРС 36 Муж. 2.5 Без лечения 14
РС5 ВАРС 33 Муж. 6 IFNβ1b (2006–2011; 2014–2017). 12
РС6 ВАРС 23 Муж. 5 Без лечения 3
РС7 ВАРС 37 Жен. 5 IFNβ1b (2014–2016). ГА (2016–2017). 5
РС8 ВАРС 29 Жен. 8 ГА (2012–2014). IVIG (2014). IFNβ1b (2015–2016). 12
РС9 ВАРС 39 Жен. 8.5 Без лечения 8
К1 Здоровый 24 Жен. - - -
К2 Здоровый 40 Жен. - - -
К3 Здоровый 36 Муж. - - -
К4 Здоровый 27 Жен. - - -
К5 Здоровый 42 Жен. - - -
К6 Здоровый 25 Жен. - - -

1 РС – пациент с доброкачественным РС; ВАРС – пациент с высокоактивным РС. 
2 EDSS – расширенная шкала оценки степени инвалидизации (expanded disability status scale).
3 IFNβ1b – интерферон-β-1b; ГА – глатирамера ацетат; IVIG – внутривенный иммуноглобулин.



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 14 № 4 (55) 2022 | ACTA NATURAE | 87

Анализ данных высокопроизводительного 
секвенирования
Данные высокопроизводительного секвенирования 
анализировали с использованием программы MiXCR 
[25] в два этапа. Сначала исходные данные обраба-
тывали с помощью алгоритма MiXCR по умолчанию 
(выравнивание, сборка, экспорт) с использованием 
библиотеки IMGT в качестве референса на гены за-
родышевых линий. Полученные прочтения, успешно 
выровненные с генами зародышевой линии и содер-
жащие полную целевую последовательность гена 
иммуноглобулина (CDR1 + FR2 + CDR2 + FR3 + 
CDR3), подвергали повторной выборке для нормиро-
вания различных количеств прочтений. При анали-
зе частоты встречаемости генов зародышевой линии 
не учитывали мутации в вариабельных фрагментах 
VH, Vκ и Vλ.

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с помощью про-
граммы Prism 6 с использованием теста Манна–
Уитни и парного t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В последние годы появляется все больше свиде-
тельств, доказывающих значимость В-клеток в ре-
гуляции аутоиммунных заболеваний, включая РС 
[26, 27]. Тем не менее, субпопуляции Breg у паци-
ентов с РС все еще недостаточно охарактеризова-
ны. На текущий момент опубликовано чрезвычайно 
мало данных о специфичности и последователь-
ности их В-клеточных рецепторов. Чтобы глубже 
понять природу развития и охарактеризовать про-
цесс созревания Breg, мы проанализировали субпо-
пуляцию CD19+CD24highCD38high – один из наиболее 
подтвержденных фенотипических портретов тран-
зиторных Breg, находящихся на промежуточной 
стадии между незрелыми клетками костного мозга 
и полностью зрелыми наивными В-клетками пери-
ферической крови и вторичных лимфоидных тканей 
[28, 29]. Образцы периферической крови получены 
от 9 больных c РС и шести условно здоровых до-
норов (табл. 1). Мононуклеарные клетки окраши-
вали антителами к поверхностным маркерам CD19, 
CD24 и CD38. Общий пул CD19+ B-клеток и субпо-
пуляцию транзиторных Breg CD19+CD24highCD38high 
сортировали по отдельности для последующего 
выделения РНК и анализа последовательностей 
В-клеточных рецепторов. Для этого последователь-
ности генов вариабельных фрагментов тяжелых 
(VH) и легких (VL) цепей иммуноглобулинов каждо-
го пациента были амплифицированы с кДНК, синте-
зированной на основе выделенной РНК, после чего 
проводили широкомасштабное секвенирование генов 

вариабельных фрагментов VH, Vκ и Vλ. Целевое 
секвенирование репертуара иммуноглобулинов об-
щего пула В-клеток и субпопуляции транзиторных 
Breg было выполнено с покрытием не менее пяти 
функциональных прочтений на отобранную клет-
ку. После всех этапов биоинформатической филь-
трации было получено в среднем по 83100 функ-
циональных последовательностей тяжелой цепи, 
37591 – каппа-цепи и 34565 последовательностей 
лямбда-цепи общего пула CD19+ клеток и субпо-
пуляции CD19+CD24highCD38high транзиторных Breg 
каждого индивида. Последовательности доступны 
на репозитории ArrayExpress (https://www.ebi.ac.uk/
arrayexpress/experiments/E-MTAB-10859).

Частоту встречаемости генов зародышевой ли-
нии VH, Vκ, Vλ мы анализировали с использовани-
ем праймеров, способных амплифицировать прак-
тически все возможные варианты функциональных 
фрагментов VHDJH, VκJκ и VλJλ. При сравнении рас-
пределения генов IgVH у пациентов с РС и услов-
но здоровых доноров амплифицировались все семь 
функциональных семейств VH. Гены зародышевой 
линии IGHV3 наиболее часто встречались у паци-
ентов с РС и здоровых доноров как в общем пуле 
В-клеток, так и в субпопуляции транзиторных Breg. 
Последовательности иммуноглобулинов, относящих-
ся к генам зародышевой линии IGHV2-26, IGHV2-5, 
IGHV2-70, представленные в небольшом количестве 
практически у каждого здорового индивида, исче-
зают при развитии РС (рис. 1). Необходимо отме-
тить, что при более тяжелой форме заболевания 
(ВАРС) смещение репертуара генов иммуноглобу-
линов по сравнению с условно здоровыми донора-
ми более значительно, чем в случае сравнения ДРС 
и условно здоровых доноров. Гермлайн IGHV3-66 
встречается у здоровых доноров и ДРС на сопоста-
вимом уровне, но практически полностью исчезает 
у пациентов с ВАРС. Один из наиболее распростра-
ненных гермлайнов IGHV5-51 выявлен у всех ана-
лизируемых доноров, но в случае развития РС ча-
стота встречаемости этого гена зародышевой линии 
также значимо снижается. При этом единственный 
ген IGHV4-31, наоборот, при РС чаще встречается 
как в общем пуле В-клеток, так и в субпопуляции 
транзиторных Breg. Это коррелирует с ранее опу-
бликованными данными о повышенном содержании 
семейства IGHV4 в репертуаре В-клеток из пери-
ферической крови и цереброспинальной жидкости 
пациентов с РС [30, 31].

Репертуар генов, кодирующих легкие цепи имму-
ноглобулинов Breg, различается также у пациентов 
с РС и условно здоровых доноров. Гермлайн IGKV1-
12, встречающийся в норме примерно в 2% имму-
ноглобулиновых последовательностей, падает ниже 
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Рис. 1. Частота встречаемости генов зародышевой линии, кодирующих вариабельные фрагменты тяжелой цепи 
(VH) иммуноглобулинов у пациентов с РС и условно здоровых доноров. Проанализировано 49 функциональных 
генов VH в группах пациентов с РС, с доброкачественным течением РС (ДРС) и с высокоактивным РС (ВАРС). 
Контроль (К) – частота встречаемости генов иммуноглобулинов у условно здоровых доноров. Сравнивали 
распределение репертуара генов зародышевой линии между общим пулом В-клеток периферической крови 
(CD19+) и транзиторными Breg (tBreg) с фенотипом CD19+CD24highCD38high. Cравнение пациентов с разными типа-
ми течения РС и условно здоровых доноров изображено на гистограммах, где приведено среднее для каждой 
группы пациентов значение (mean±SD) доли последовательностей Ig, относящихся к указанному гену зароды-
шевой линии. Справа от гистограммы приведена доля иммуноглобулиновых последовательностей, относящихся 
к указанному гену зародышевой линии, по отдельности для каждого пациента; сравниваются общий пул перифе-
рических В-клеток (total – серые точки) и субпопуляция транзиторных регуляторных В-клеток (tBreg – зеленые 
точки). Приведены данные только для тех генов зародышевой линии, у которых выявлены статистически значи-
мые различия хотя бы одного анализируемого параметра (сравнение разных типов течения РС против условно 
здоровых доноров – тест Манна–Уитни; сравнение общего пула В-клеток с субпопуляцией транзиторных Breg 
(tBreg) – парный t-тест; изображены только статистически значимые значения p-value)
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Рис. 2. Частота встречаемости генов зародышевой линии, кодирующих вариабельные фрагменты легкой каппа-
цепи (Vκ) иммуноглобулинов у пациентов с РС и условно здоровых доноров. Проанализирован 41 функциональ-
ный ген Vκ у пациентов с РС, пациентов с доброкачественным течением РС (ДРС) и высокоактивным РС (ВАРС). 
Контроль (К) – частота встречаемости генов иммуноглобулинов у условно здоровых доноров. Сравнивали 
распределение репертуара генов зародышевой линии между общим пулом В-клеток периферической крови 
(CD19+) и транзиторными Breg (tBreg) с фенотипом  CD19+CD24highCD38high. Cравнение пациентов с разными ти-
пами течения РС и условно здоровых доноров изображено на гистограммах, где приведено среднее для каждой 
группы пациентов значение (mean±SD) доли последовательностей Ig, относящихся к указанному гену зароды-
шевой линии. Справа от гистограммы приведена доля иммуноглобулиновых последовательностей, относящихся 
к указанному гену зародышевой линии, по отдельности для каждого пациента; сравниваются общий пул перифе-
рических В-клеток (total – серые точки) и субпопуляция транзиторных регуляторных В-клеток (tBreg – зеленые 
точки). Приведены данные только для тех генов зародышевой линии, у которых выявлены статистически значимые 
различия хотя бы одного анализируемого параметра (сравнение разных типов течения РС против условно здоро-
вых доноров – тест Манна–Уитни; сравнение общего пула В-клеток с субпопуляцией транзиторных Breg (tBreg) – 
парный t-тест; изображены только статистически значимые значения p-value)
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1% при ВАРС (рис. 2). При более легком течении 
заболевания (ДРС) частота этого гена не отличает-
ся от частоты у условно здоровых доноров. Ген за-
родышевой линии IGKV1-33 встречается реже уже 
не только у пациентов с ВАРС, но и в объединенной 
группе больных РС, включающей оба течения забо-
левания. Гены IGKV2D-24, IGKV3-11 и IGKV6D-21, 
наоборот, значительно чаще встречаются у пациен-
тов с ВАРС, чем у условно здоровых доноров. Гены 
IGKV2D-29, IGKV3D-20 и IGKV6-21 встречаются 
чаще как у пациентов с ВАРС, так и в группе РС 
в целом. Следует заметить, что распределение генов 
зародышевой линии, кодирующих легкую каппа-
цепь, в популяции транзиторных Breg не отличает-
ся статистически значимо у пациентов с ДРС и ус-
ловно здоровых доноров.

При анализе изотипа лямбда легкой цепи анало-
гично наблюдаются различия в распределении ге-
нов зародышевой линии (рис. 3). Гермлайн IGLV1-
36 практически не встречается у здоровых доноров 
и ДРС, но его частота резко возрастает до 0.5% 
у пациентов с ВАРС. Частота встречаемости генов 
зародышевой линии IGLV1-44 и IGLV3-21 повыше-
на при любом типе течения РС, однако статистиче-
ски значимые различия наблюдаются только между 
пациентами с ВАРС и условно здоровыми донора-
ми. Распределение гермлайнов IGLV2-8, IGLV2-14 
и IGLV2-23 не различается между пациентами 
с ДРС и условно здоровыми донорами, но их ча-
стота резко падает при развитии ВАРС. Интересно, 
что представленность гена зародышевой линии 
IGLV7-43, наоборот, находится примерно на одина-
ковом уровне у пациентов с ВАРС и условно здо-
ровых доноров, но резко уменьшается у пациентов 
с ДРС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Иммунологические исследования XXI века подтвер-
дили ключевую роль В-регуляторного звена в под-
держании иммунотолерантности, контроле и пода-
влении воспалительного ответа. На сегодняшний 
день все еще остается множество открытых во-
просов о точном механизме регуляции, но очевид-
но, что нарушения в количестве Breg и их функ-
ционировании приводят к возникновению целого 
ряда иммунологических патологий, среди которых 
особенно выделяется РС. Детальное прояснение 
механизмов регуляции воспалительного ответа 
Breg позволит не только определить этиологию 
аутоиммунных патологий, но и может способство-
вать созданию терапии на основе Breg в ближай-
шем будущем. Иммуноглобулины, экспонированные 
как антиген-специфичные рецепторы на поверх-
ности В-клеток, а также в виде секретируемых 

антител играют важную роль в иммунном отве-
те. Прогресс последних лет в области широкомас-
штабного секвенирования позволяет исследовать 
репертуары иммуноглобулинов с беспрецедентно 
высоким уровнем детализации [32]. Таким образом, 
изучение структуры и функций иммуноглобули-
нов, их специфичности и эпигенетического статуса 
представляется чрезвычайно важным для понима-
ния фундаментальных основ возникновения и про-
грессии РС. В последние годы обнаруживается все 
больше закономерностей и стереотипных ответов 
антител, когда у разных индивидов вырабатыва-
ются иммуноглобулины, распознающие определен-
ные антигенные эпитопы с использованием одних 
и тех же генов IgV [32–34]. Другими словами, опре-
деленные зародышевые линии иммуноглобулинов 
проявляют тропность к определенным антигенам. 
Соответственно, вариации использования некото-
рых генов зародышевой линии могут быть связаны 
с различной способностью организма генерировать 
эффективный иммунный ответ, что может прояв-
ляться в виде предрасположенности к различным 
заболеваниям, в том числе и аутоиммунной при-
роды. Вполне вероятно, что различия в частоте 
встречаемости генов зародышевой линии у каждого 
конкретного индивида могут быть результатом про-
тивовирусного или аутоиммунного ответа организ-
ма. До начала антигензависимой дифференцировки 
В-клеток, обусловленной соматической гипермута-
цией генов иммуноглобулинов, разнообразие незре-
лых В-клеток, к которым относятся и транзиторные 
Breg, практически полностью обусловлено конфигу-
рацией генов зародышевой линии организма (V(D)
J-рекомбинация). Поэтому детальное изучение ре-
пертуара иммуноглобулинов незрелых В-клеток 
у пациентов с различными аутоиммунными забо-
леваниями, в том числе РС, поможет обнаружить, 
какие именно перестройки в генах зародышевой 
линии способны приводить к функциональным на-
рушениям иммунной системы.

В настоящей работе показано, что распределение 
генов зародышевой линии иммуноглобулинов в по-
пуляции транзиторных Breg у больных РС отли-
чается от распределения у условно здорового че-
ловека. Особенно значимые отличия наблюдаются 
для гермлайнов IGLV1-44 и IGHV2-5. Ген лямбда-
цепи IGLV1-44 практически не представлен в суб-
популяции транзиторных Breg условно здорового 
человека, но достоверно проявляется у пациентов 
с РС. При РС гермлайн IGHV4-31 встречается чаще 
как в общем пуле В-клеток, так и в субпопуля-
ции транзиторных Breg. С зародышевыми лини-
ями IGHV2-26, IGHV2-5, IGHV2-70 тяжелой цепи 
наблюдается обратная картина – эти гермлайны, 
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Рис. 3. Частота встречаемости генов зародышевой линии, кодирующих вариабельные фрагменты легкой лямб-
да-цепи (Vλ) иммуноглобулинов у пациентов с РС и условно здоровых доноров. Проанализировано 26 функ-
циональных Vλ генов у пациентов с РС, пациентов с доброкачественным течением РС (ДРС) и высокоактивным 
РС (ВАРС). Контроль (К) – частота встречаемости генов иммуноглобулинов у условно здоровых доноров. 
Сравнивали распределение репертуара генов зародышевой линии между общим пулом В-клеток перифериче-
ской крови (CD19+) и транзиторными Breg (tBreg) с фенотипом  CD19+CD24highCD38high. Cравнение пациентов с 
разными типами течения РС и условно здоровых доноров изображено на гистограммах, где приведено среднее 
для каждой группы пациентов значение (mean±SD) доли последовательностей Ig, относящихся к указанному 
гену зародышевой линии. Справа от гистограммы приведена доля иммуноглобулиновых последовательностей, 
относящихся к указанному гену зародышевой линии, по отдельности для каждого пациента; сравниваются 
общий пул периферических В-клеток (total – серые точки) и субпопуляция транзиторных регуляторных В-клеток 
(tBreg – зеленые точки). Приведены данные только для тех генов зародышевой линии, у которых выявлены 
статистически значимые различия хотя бы одного анализируемого параметра (сравнение разных типов течения 
РС против условно здоровых доноров – тест Манна–Уитни; сравнение общего пула В-клеток с субпопуляцией 
транзиторных Breg (tBreg) – парный t-тест; изображены только статистически значимые значения p-value)
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представленные, хоть и в небольшом количестве, 
практически у каждого здорового индивида, исче-
зают при развитии РС. При этом отличия от нор-
мальных значений увеличиваются в случае более 
тяжелой формы заболевания. Интересно отме-
тить, что ранее мы обнаружили также более су-
щественные отличия в количестве транзиторных 
Breg и уровне их зрелости у пациентов с ВАРС 
по сравнению с ДРС и условно здоровыми доно-
рами [20]. Таким образом, нами показано, что бо-
лее значимые сдвиги в репертуаре субпопуляции 
транзиторных В-регуляторных клеток с фенотипом 
CD19+CD24highCD38high ассоциированы с осложнен-
ным течением РС. В целом, для всех зародыше-
вых линий, кроме IGLV1-44, мы наблюдаем сход-
ную картину – если при развитии РС изменяется 
частота встречаемости данного гена в общем пуле 
циркулирующих В-клеток, то сходная картина вы-
является также и у транзиторных В-регуляторных 
клеток. Таким образом, отклонения в распределении 
генов иммуноглобулиновых рецепторов при раз-
витии аутоиммунной патологии РС могут быть 
предопределены генетически и происходят уже 

на ранней стадии созревания В-клеток. Дальнейшее 
развитие этой гипотезы требует расширения когорт 
пациентов, а также изучения различий в структуре 
и специфичности В-клеточных рецепторов других 
субпопуляций Breg. 
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РЕФЕРАТ Известно, что мозговой нейротрофический фактор (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) 
вовлечен в патогенез болезни Альцгеймера (БА). Однако фармакологическое использование полно-
размерного нейротрофина затрудняет его макромолекулярная белковая природа. В НИИ фармако-
логии им. В.В. Закусова создан дипептидный миметик BDNF – ГСБ-214 (гептаметилендиамид бис-
(N-моносукцинил-L-метионил-L-серина), активирующий in vitro TrkB, PI3K/Akt и PLC-γ1. ГСБ-214 
проявил нейропротекторную активность при транзиторной окклюзии средней мозговой артерии у крыс 
(в дозе 0.1 мг/кг, внутрибрюшинно (в/б)) и улучшил память в тесте распознавания нового объекта (0.1 
и 1.0 мг/кг, в/б). Изучено влияние ГСБ-214 на память в условиях скополаминовой и стрептозотоцино-
вой моделей БА в связи с активацией рецепторов TrkB. БА моделировали хроническим в/б введением 
скополамина или однократным введением стрептозотоцина в желудочки мозга крыс. ГСБ-214 вводили 
в течение 10 дней после окончания введения скополамина в дозах 0.05, 0.1 и 1 мг/кг (в/б) или в течение 
14 дней после введения стрептозотоцина в дозе 0.1 мг/кг (в/б). Эффект дипептида оценивали в тесте 
распознавания нового объекта, зависимость мнемотропного действия от Trk-рецепторов выявляли, 
используя соединение K252A – специфический блокатор нейротрофиновых Trk-рецепторов. ГСБ-214 
в дозах 0.05 и 0.1 мг/кг статистически значимо предотвращал вызванное скополамином ухудшение 
долговременной памяти и не влиял на кратковременную. На стрептозотоциновой модели ГСБ-214 пол-
ностью устранял ухудшение кратковременной памяти. Мнемотропный эффект ГСБ-214 не регистриро-
вался при блокаде Trk-рецепторов K252A.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА мозговой нейротрофический фактор, димерный дипептидный миметик, болезнь 
Альцгеймера, скополамин, стрептозотоцин, память.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ BDNF – мозговой нейротрофический фактор (brain-derived neurotrophic factor); 
SC – cкополамин; STZ – cтрептозотоцин; БА – болезнь Альцгеймера.
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) является наиболее 
частой причиной деменции, на нее приходится 
60–80% всех случаев, при этом эффективная пато-
генетическая терапия заболевания отсутствует [1].

В последние два десятилетия в качестве новых 
стратегий терапии нейродегенеративных заболева-
ний рассматривается регуляция активности рецеп-
торов нейротрофинов, в частности мозгового нейро-

трофического фактора (brain-derived neurotrophic 
factor, BDNF). BDNF поддерживает жизнеспособ-
ность нейронов, синаптическую пластичность, игра-
ет важную роль в процессах обучения и памяти. 
Опубликованы данные, свидетельствующие об уча-
стии BDNF в патогенезе БА [2–4]. Снижение экс-
прессии BDNF наблюдается уже на ранней ста-
дии заболевания и коррелирует с накоплением 
β-амилоида и гиперфосфорилированного тау-белка 
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[5]. Положительные эффекты экзогенного BDNF 
выявлены на различных моделях БА. BDNF защи-
щает нейроны в условиях β-амилоидной токсично-
сти как in vitro, так и in vivo [6]. Введение гена 
BDNF в составе лентивирусного вектора трансген-
ным мышам линии J20 (мутации в гене белка-пред-
шественника амилоида) предотвращало гибель кле-
ток энторинальной коры и улучшало когнитивные 
функции [7]. На другой генетической модели БА 
(мыши линии P301L с мутантным геном тау-белка) 
показано, что стабильная экспрессия гена BDNF че-
ловека восстанавливала уровень BDNF, что предот-
вращало дегенерацию нейронов и синапсов в гиппо-
кампе, а также когнитивные нарушения [8]. Однако 
использование генной терапии имеет свои недо-
статки, такие, как инвазивность, высокая стоимость, 
а также вероятность развития побочных эффектов, 
обусловленных плейотропностью действия BDNF. 

Клиническое применение BDNF затрудняет-
ся его слабым проникновением через гематоэн-
цефалический барьер и быстрой деградацией [9]. 
Разрабатываются низкомолекулярные мимети-
ки BDNF с улучшенными фармакокинетическими 
свойствами [10, 11]. На моделях БА установлена 
активность низкомолекулярного миметика BDNF – 
7,8-дигидроксифлавона, агониста TrkB-рецепторов 
[12–14]. 

В НИИ фармакологии им. В.В. Закусова на осно-
ве гипотезы о том, что фармакофорными являются 
наиболее экспонированные участки петлеобразных 
структур нейротрофинов, чаще всего центральные 
участки их бета-изгибов [15], сконструирован и син-
тезирован димерный дипептидный миметик 1-й 
петли BDNF – ГСБ-214 (гептаметилендиамид бис-
(N-моносукцинил-L-метионил-L-серина) [Патент 
РФ № 2410392, 2011; Патент США № 9683014 B2, 
2017; Патент Китая № 102365294 B, 2016; Патент ЕС 
2397488, 2019; Патент Индии 296506, 2018] (рис. 1).

Ранее c использованием Вестерн-блот-анализа 
установили, что инкубация клеток HT-22 гиппо-
кампа мыши с ГСБ-214 в течение 5–180 мин при-
водит к активации TrkB-рецепторов и сопряжен-
ных сигнальных путей PI3K/Akt и PLC-γ1, но 
не MAPK/ERK [10]. На клетках HT-22 показана 
нейропротекторная активность ГСБ-214 в микрона-
номолярных концентрациях в условиях окислитель-
ного стресса [15].

Дипептид ГСБ-214 (в/б введение в  дозах 
0.1–0.5 мг/кг) проявлял нейропротекторную актив-
ность in vivo на модели транзиторной окклюзии 
средней мозговой артерии у крыс [16] и антидиа-
бетическую активность на модели стрептозотоци-
нового диабета у мышей [17]. Антидиабетические 
свойства ГСБ-214, наряду с нейропротекторными 

в свете данных о сходстве патогенеза сахарного ди-
абета и БА [18], свидетельствуют о перспективности 
изучения эффектов дипептида на моделях БА. 

Целью нашей работы было изучение влияния 
ГСБ-214 на память в условиях скополаминовой 
и стрептозотоциновой моделей БА, а также зависи-
мости его мнемотропной активности от активации 
Trk-рецепторов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Вещества
Дипептид ГСБ-214 синтезирован в Отделе химии 
лекарственных средств НИИ фармакологии им. 
В.В. Закусова как описано ранее [14]; хроматографи-
ческая чистота (ВЭЖХ) = 96%, [α]25

D = +9.0° (с 0.4; 
DMF), Tпл = 162–163°С. Использовали скополамин 
(Acros Organics, США), стрептозотоцин и K252A 
(Sigma Aldrich, США). 

Животные
Эксперименты проводили на крысах-самцах линии 
Вистар массой 230–260 г, полученных из Филиала 
«Андреевка» Научного центра биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологического 
агентства. Животных содержали в условиях вива-
рия при свободном доступе к пище и воде и есте-
ственной смене светового режима. Поведенческие 
эксперименты выполняли в интервале 10.00–14.00 
по местному времени. Эксперименты с животными 
проводили в соответствии с международными пра-
вилами (Директивой 2010/63/EU Европейского пар-
ламента и Совета Европейского союза от 22 сентя-
бря 2010 года по охране животных, используемых 
в научных целях). Проведение экспериментов одо-
брено Комиссией по биомедицинской этике ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова» (прото-
кол № 3 от 18.02.2021 г.).

Скополаминовая модель БА
Крыс разделяли произвольным образом на груп-
пы: «Контроль» (n = 9), «Скополамин» (SC) (n = 10), 
SC + ГСБ-214 (0.05 мг/кг) (n = 10), SC + ГСБ-214 
(0.1 мг/кг) (n = 9), SC + ГСБ-214 (1.0 мг/кг) (n = 10). 
Скополамин в физиологическом растворе вводи-
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Рис. 1. Димерный дипептидный миметик 1-й петли 
BDNF – ГСБ-214
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ли крысам в/б в дозе 2 мг/кг в течение 20 дней. 
ГСБ-214 в дистиллированной воде вводили в до-
зах 0.05, 0.1 и 1.0 мг/кг, в/б в течение 10 дней после 
скополамина. Группе «Контроль» вместо скопола-
мина вводили физиологический раствор, а вместо 
ГСБ-214 – дистиллированную воду по той же схе-
ме в эквивалентных объемах. Группе «SC» вводили 
скополамин и дистиллированную воду.

На 32–33-й дни проводили тест распознавания 
нового объекта. 

Схема эксперимента представлена на рис. 2. 

Стрептозотоциновая модель БА
Крыс разделяли случайным образом на группы: 
«Контроль» (n = 10), «Стрептозотоцин» (STZ) (n = 7), 
STZ + ГСБ-214 (0.1 мг/кг) (n = 8). STZ в цитратном 
буфере вводили с помощью стереотаксиса в желу-
дочки мозга AP = −1.0; L = 1.5; глубина 3.5 в дозе 
3 мг/кг. Объем инъекции составлял 3 мкл в каждый 
желудочек, скорость введения 1 мкл/мин. Через 1 ч 
после операции в/б вводили ГСБ-214 в дозе 0.1 мг/кг 
и далее однократно каждый день в течение 13 дней. 
Группе «Контроль» вместо STZ вводили цитратный 
буфер, а вместо ГСБ-214 – дистиллированную воду 
по той же схеме в эквивалентных объемах. Группе 
«STZ» вводили STZ и дистиллированную воду.

На 19–20-й дни проводили тест распознавания 
нового объекта. Схема эксперимента представлена 
на рис. 3.

Тест распознавания нового объекта
Тест основан на естественном стремлении грызунов 
исследовать новые объекты [19]. Он широко исполь-

зуется для оценки как кратковременной, так и дол-
говременной памяти [20].

Тест проводили в клетках Т4, идентичных до-
машним клеткам, в которых содержали животных 
на протяжении исследования. Крысу сначала сажа-
ли в пустую клетку с опилками на 4 мин для адап-
тации. 

Фаза ознакомления. В два ближайших угла клетки 
помещали два одинаковых незнакомых для крысы 

Введение скополамина Введение ГСБ-214 Тест распознавания 
нового объекта

День 1–20 День 21–30 День 32–33

Рис. 2. Схема исследования мнемотропной активности ГСБ-214 на скополаминовой модели БА

Введение STZ 
в желудочки мозга

Введение ГСБ-214  
(начало через 1 ч после операции)

Тест распознавания  
нового объекта

День 1–14 День 19–20

Рис. 3. Схема исследования мнемотропной активности ГСБ-214 на стрептозотоциновой модели БА. STZ – стреп-
тозотоцин

ГСБ-214 

TrkB-рецептор

Улучшение 
долговременной 
памяти

Консолидация 
памяти

Нейропротекция

Активация 
антиапоптотических 
белков

Ингибирование 
проапоптотических 

белков 

PI3K

Akt mTOR

GSK3
FKHRL1 IkB
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p53 BAX

Bad 14-3-3

Рис. 4. Возможные механизмы действия дипептидного 
миметика BDNF ГСБ-214 на моделях БА 
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объекта. В течение 4 мин регистрировали время 
исследования объектов. Затем крысу возвращали 
в домашнюю клетку. 

Тест. В те же углы клетки помещали новую пару 
объектов, в которой один объект был идентичен 
объектам, предъявляемым в фазе ознакомления, 
а второй был незнакомым. В течение 4 мин реги-
стрировали время исследования знакомого и нового 
объектов. Тест проводили через 1 ч (тест 1) и 24 ч 
(тест 2) после фазы ознакомления для регистрации 
кратковременной и долговременной памяти соответ-
ственно. В тесте 1 и тесте 2 использовали разные 
незнакомые объекты. Исследованием считали обню-
хивание, когда нос животного находился на расстоя-
нии не более 2 см от объекта.

В качестве критерия памяти использовали коэф-
фициент дискриминации [21], который рассчитыва-
ли по формуле: Кд = (Тнов – Тзн)/(Тнов + Тзн), где 
Тнов – время исследования нового объекта, Тзн – 
время исследования знакомого объекта. Значения 
Кд> 0 означают, что животное помнит объект, 
предъявлявшийся в фазу ознакомления.

Фармакологический ингибиторный анализ
Крысы были разделены случайным образом 
на группы: «Контроль» (дист. вода и 1% DMSO 
в физ. растворе, n = 12), ГСБ-214 0.1 мг/кг (ГСБ-214 
и 1% DMSO, n = 13), ГСБ-214 0.1 мг/кг + К252А 
100 мкг/кг (n = 12), К252А 100 мкг/кг (дист. вода 
и К252А, n = 13). ГСБ-214 в дозе 0.1 мг/кг или экви-
валентное количество дистиллированной воды вво-
дили в/б через 20 мин после в/б инъекции К252А 
в дозе 100 мкг/кг в 1% DMSO или 1% DMSO. Через 
24 ч начинали тест распознавания нового объекта. 
Доза ГСБ-214 выбрана на основании предыдущих 
экспериментов [22].

Статистический анализ
Статистическую обработку полученных в ходе экс-
периментов данных проводили с помощью компью-
терной программы GraphPad Prism 8.0 (GraphPad 
Software, США). Статистическую значимость раз-
личий коэффициентов дискриминации оценивали 
с помощью однофакторного дисперсионного ана-
лиза (one-way ANOVA) с последующими попарны-
ми межгрупповыми сравнениями с помощью теста 
Даннета или двухфакторного дисперсионного ана-
лиза (two-way ANOVA) с последующими попарны-
ми межгрупповыми сравнениями с помощью теста 
Тьюки. 

Данные представлены в виде средних и стан-
дартных ошибок среднего. Различия считали стати-
стически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Дипептид ГСБ-214 препятствует ухудшению 
долговременной памяти в условиях 
скополаминовой модели БА
По сравнению с контрольной группой хроническое 
введение скополамина вызывало статистически 
значимое снижение коэффициента дискриминации 
как в тесте 1 (через 1 ч после ознакомления с объ-
ектами, p = 0.0212), так и в тесте 2 (через 24 ч по-
сле ознакомления, p = 0.0077), что свидетельству-
ет об ухудшении соответственно кратковременной 
и долговременной памяти (табл. 1). Хроническое 
введение ГСБ-214 в дозах 0.05 и 0.1 мг/кг противо-
действовало ухудшению долговременной памяти 
(р = 0.0177 и 0.0304 по сравнению с группой «SC» 
соответственно), но не влияло на кратковременную 
память. Дипептид ГСБ-214 в дозе 1.0 мг/кг активно-
стью не обладал (табл. 1). 

Таким образом, ГСБ-214 в дозах 0.05 и 0.1 мг/кг 
(в/б, 10 дней) препятствовал ухудшению долговре-
менной памяти в скополаминовой модели БА. 

Дипептид ГСБ-214 препятствует ухудшению 
кратковременной памяти в условиях 
стрептозотоциновой модели БА
На стрептозотоциновой модели БА нами выявле-
ны статистически значимые нарушения памяти 
у крыс группы «STZ» через 1 ч после ознакомления 
с объектами (р = 0.0045), но не через 24 ч (табл. 2). 
Таким образом, в условиях данной эксперименталь-
ной БА у крыс наблюдались нарушения кратко-
временной, но не долговременной памяти, что ха-
рактерно для ранней стадии развития заболевания 
[23]. ГСБ-214 в дозе 0.1 мг/кг статистически значимо 
корректировал эти нарушения (р = 0.0032), коэф-
фициент дискриминации в группе животных, полу-
чавших лечение, был выше в 4.8 раза по сравнению 
с группой «STZ» (табл. 2). 

Таким образом, дипептид ГСБ-214 полностью по-
давлял развитие нарушений кратковременной памя-
ти на стрептозотоциновой модели БА. 

Мнемотропная активность ГСБ-214 зависит 
от активации Trk-рецепторов
Для выявления вовлеченности активации Trk-
рецепторов в мнемотропные эффекты ГСБ-214 
мы изучили влияние K252A, блокатора этих рецеп-
торов, на эффекты ГСБ-214 в тесте распознавания 
нового объекта. Как видно из табл. 3, дипептид 
ГСБ-214 статистически значимо улучшал долго-
временную память, увеличивая коэффициент дис-
криминации при тестировании через 24 ч примерно 
в 1.5 раза по сравнению с контролем. Введение бло-
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катора K252A за 20 мин до ГСБ-214 полностью сни-
мало этот эффект. Сам K252A не оказывал влияния 
на память крыс. Не выявлено влияния исследуе-
мых соединений на кратковременную память крыс 
(тест 1) (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее мы обнаружили положительное влияние ди-
пептидного миметика BDNF ГСБ-214 при его одно-
кратном в/б введении в дозах 0.1 и 1.0 мг/кг на дол-
говременную память крыс в тесте распознавания 
нового объекта [22].

В настоящем исследовании мы изучили мнемо-
тропную активность ГСБ-214 в том же тесте в ско-
поламиновой и стрептозотоциновой моделях БА.

Скополаминовая амнезия широко использует-
ся для оценки потенциальных терапевтических 
средств для лечения БА [24–26]. Хроническое вве-
дение скополамина приводит к развитию холинер-
гического дефицита, вызванного главным образом 
блокадой холинорецепторов и, как следствие, когни-
тивных нарушений [25]. В использованной нами мо-
дификации модели [24] нарушения, индуцированные 
хроническим введением скополамина с его последу-
ющей отменой (см. схему эксперимента на рис. 2), 
объясняются включением механизмов обратной свя-
зи, которые сначала ведут к повышению плотности 
и аффинности холинорецепторов, а затем к холи-
нергическому дефициту, обусловленному ускорен-
ным связыванием «наличного» ацетилхолина. 

Модель БА, индуцированной введением стрепто-
зотоцина в желудочки мозга, также широко при-
меняется, валидирована и хорошо изучена [27, 28]. 
Диабетогенный токсин стрептозотоцин проникает 
в клетки, связываясь с транспортером глюкозы 2 
за счет структурного сходства с молекулой сахаро-
зы [28]. Внутримозговое введение стрептозотоцина 
вызывает инсулинорезистентность и нарушение 
метаболизма глюкозы в головном мозге [29]. Это 
приводит к развитию нейропатологических призна-
ков, характерных для БА, таких, как аккумуляция 
β-амилоида и гиперфосфорилированного тау-белка, 
окислительный стресс, гибель нейронов и синапсов 
[30–33]. Стрептозотоциновая модель БА, как и ско-
поламиновая, ассоциирована с нарушениями памяти 
[31, 33]. 

В условиях скополаминовой модели мы выяви-
ли нарушения кратковременной и долговременной 
памяти, что соответствует опубликованным данным 
[26, 34]. Дипептид ГСБ-214 корректировал толь-
ко нарушения долговременной памяти и не влиял 
на кратковременную. Это согласуется с результа-
тами, полученными нами ранее в физиологических 
условиях в тесте распознавания нового объекта 

Таблица 1. Эффекты ГСБ-214 на модели скополамино-
вой амнезии в тесте распознавания нового объекта

Группа
Количество 
животных 
в группе

Коэффициент дискрими-
нации

Тест 1 (1 ч) Тест 2 (24 ч)

Контроль 9 0.57 ± 0.05 0.53 ± 0.06

SC 10 0.3 ± 0.06* 0.23 ± 0.06**
SC+ГСБ-214 
(0.05 мг/кг) 10 0.48 ± 0.07 0.48 ± 0.04#

SC+ГСБ-214 
(0.1 мг/кг) 9 0.45 ± 0.07 0.47 ± 0.05#

SC+ГСБ-214 
(1.0 мг/кг) 10 0.33 ± 0.06 0.44 ± 0.08

Данные представлены в виде значений средне-
го и стандартных ошибок среднего. **p <0.01, 
*p < 0.05 по сравнению с группой «Контроль»; 
#p < 0.05 по сравнению с группой «SC» (one-way 
ANOVA, тест Даннета).

Таблица 2. Эффекты ГСБ-214 на память на стрептозо-
тоциновой модели БА в тесте распознавания нового 
объекта 

Группа
Количество 
животных 
в группе

Коэффициент дискрими-
нации

Тест 1 (1 ч) Тест 2 (24 ч)
Контроль 10 0.46 ± 0.07 0.49 ± 0.05

STZ 7 0.1 ± 0.08** 0.43 ± 0.07
STZ+ГСБ-214 

(0.1 мг/кг) 8 0.48 ± 0.07## 0.48 ± 0.03

Данные представлены в виде средних значений и стан-
дартных ошибок среднего. **p <0.01 по сравнению 
с группой «Контроль», ##p < 0.01 по сравнению 
с группой «STZ» (one-way ANOVA, тест Даннета).

Таблица 3. Блокатор Trk-рецепторов полностью сни-
мает мнемотропный эффект ГСБ-214 на долговремен-
ную память 

Группа
Количество 
животных 
в группе

Коэффициент дискримина-
ции

Тест 1 (1 ч) Тест 2 (24 ч)
Контроль 12 0.53 ± 0.07 0.47 ± 0.06
ГСБ-214  
(0.1 мг/кг) 13 0.5 ± 0.05 0.73 ± 0.03***

ГСБ-214  
(0.1 мг/кг) + 

К252А 
12 0.53 ± 0.06 0.36 ± 0.03####

К252А 13 0.54 ± 0.06 0.43 ± 0.05

Данные представлены в виде средних значений и стан-
дартных ошибок среднего. ***p <0.001 по сравнению 
с контролем; ####p < 0.0001 по сравнению с груп-
пой «ГСБ-214» (two-way ANOVA, тест Тьюки).
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[22]. Мы предполагаем, что выявленный эффект 
ГСБ-214 обусловлен активацией пострецепторного 
сигнального каскада PI3K/Akt, показанной ранее 
в экспериментах in vitro [10]. Компонентом каскада 
PI3K/Akt является серин/треониновая протеинкина-
за mTOR – один из основных регуляторов белкового 
синтеза [35], который рассматривается как ключе-
вой фактор консолидации памяти и, как следствие, 
формирования долговременной памяти [36]. С ис-
пользованием теста распознавания нового объекта 
установлено, что ингибирование mTOR приводит 
к нарушениям долговременной, но не кратковре-
менной памяти у крыс [37]. Можно предположить, 
что эффекты ГСБ-214 в условиях скополаминовой 
модели БА обусловлены улучшением консолидации 
памяти посредством активации сигнального каскада 
TrkB/PI3K/Akt/mTOR. C помощью фармакологиче-
ского ингибиторного анализа мы показали, что мне-
мотропная активность ГСБ-214 обусловлена актива-
цией нейротрофиновых Trk-рецепторов, с которыми 
сопряжен сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR.

В условиях стрептозотоциновой модели мы на-
блюдали нарушение только кратковременной памя-
ти, что может свидетельствовать об относительно 
слабо выраженных нейродегенеративных измене-
ниях, характерных для ранней БА [38]. ГСБ-214 
корректировал данное нарушение. Поскольку ранее 
мы не наблюдали влияния ГСБ-214 на кратковре-
менную память в физиологических условиях [22], 
можно предположить, что восстановление памяти 
происходило за счет увеличения жизнеспособности 
нейронов в условиях индуцированной стрептозото-
цином токсичности. Нейропротекторные эффекты 
ГСБ-214 были выявлены ранее в экспериментах 
in vitro [15], а также на модели ишемического ин-
сульта, вызванного транзиторной окклюзией сред-
ней мозговой артерии у крыс [16]. Эти эффекты, 
как и мнемотропные, предположительно связа-
ны с активацией сигнального каскада PI3K/Akt. 

Хорошо известно, что этот каскад опосредует ней-
ропротекцию за счет ингибирования проапоптоти-
ческих белков и увеличения экспрессии антиапоп-
тотических белков [39]. Показано, что PI3K/Akt 
опосредует снижение активности киназы гликоген-
синтазы 3β (GSK-3β), вовлеченной в увеличение 
продукции β-амилоида и гиперфосфорилирование 
тау-белка [40]. 

Интересно отметить, что выявленная ранее ан-
тидиабетическая активность ГСБ-214 зависела 
от активации каскада PI3K/Akt, как установлено 
с помощью фармакологического ингибиторного ана-
лиза [17]. Поскольку хорошо известно о сходстве 
патогенеза БА и сахарного диабета [18], это свиде-
тельствует в пользу вклада PI3K/Akt и в эффек-
ты ГСБ-214 в стрептозотоциновой модели, которая 
воспроизводит все основные патофизиологические 
механизмы заболевания.

Предполагаемые механизмы действия ГСБ-214 
на моделях БА приведены на рис. 4. Для установ-
ления точных механизмов действия ГСБ-214 в ус-
ловиях экспериментальной БА необходимы допол-
нительные исследования. 

Активация сигнального каскада PI3K/Akt дипеп-
тидом ГСБ-214, выявленная ранее в экспериментах 
in vitro [10], может способствовать нейропротекции 
за счет ингибирования проапоптотических белков 
и активации антиапоптотических белков, а также 
улучшению консолидации памяти и, как следствие, 
долговременной памяти посредством активации ре-
гулятора белкового синтеза mTOR.

ВЫВОДЫ 
Таким образом, низкомолекулярный миметик 
BDNF – дипептид ГСБ-214, корректирует инду-
цированные нарушения памяти у крыс в условиях 
скополаминовой и стрептозотоциновой моделей бо-
лезни Альцгеймера. Эффект ГСБ-214 зависит от ак-
тивации Trk-рецепторов. 
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РЕФЕРАТ Пандемия, вызванная коронавирусом D-19 (COronaVIrus Disease 2019, COVID-19), серьезно 
затронула почти все страны мира: на текущий момент зарегистрировано 6.3 млн летальных исходов 
этого заболевания, 167 и 380 тысяч из которых приходится на Италию и Российскую Федерацию со-
ответственно. В первую волну распространения инфекции аномально высокий уровень смертности 
зарегистрирован в Италии. Детальный анализ эпидемиологических данных свидетельствует, что смерт-
ность была более высокой в северных регионах, в частности в Ломбардии, в то время как в южных 
регионах клиническое течение COVID-19 у пациентов было более благоприятным. Подобный необъ-
яснимо высокий уровень смертности в условиях столь грамотно организованной системы здравоохра-
нения, как в Ломбардии, признанной одной из лучших в Италии, безусловно, требует убедительного 
объяснения. В 1976 году в небольшом городе Севезо, расположенном в Ломбардии, в результате крупной 
техногенной аварии произошел выброс диоксина. Промышленная катастрофа оказала существенное не-
гативное воздействие на жителей близлежащих районов, более того, в последующие годы наблюдался 
рост онкологических заболеваний среди пострадавшего населения. В настоящей работе мы выдвигаем 
и последовательно доказываем гипотезу о роли выброса диоксина в качестве значимого негативного 
кофактора осложненного клинического течения COVID-19 у жителей Ломбардии.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА SARS-CoV-2, COVID-19, Италия, Севезо, диоксин.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ COVID-19 (COronaVIrus Disease 2019); PM-10 – микроскопические взвешенные 
частицы; ISTAT – Итальянский институт статистики; ISPRA – Высший институт защиты окружающей 
среды /Итальянский высший институт защиты и экологических исследований.
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ВВЕДЕНИЕ
Пандемия, вызванная коронавирусом D-19 
(COronaVIrus Disease 2019, COVID-19), серьезно за-
тронула почти все страны мира, распространившись 
из Китая на запад в Европу, затем в США, а позд-
нее и в Южную Америку, Африку и Российскую 
Федерацию. На текущий момент во всем мире заре-
гистрировано 6.3 млн летальных исходов COVID-19, 
380 тысяч из которых приходится на Российскую 
Федерацию. Последствия пандемии в первую вол-
ну распространения инфекции были особенно 

значительными в ряде европейских стран, таких, 
как Испания, Франция, Бельгия, Великобритания 
и Италия, в то время как другие страны, такие, 
как Португалия, Германия, Скандинавские государ-
ства и Восточная Европа в целом, пострадали менее 
значимо по сравнению с упомянутыми странами. 
В частности, высокий уровень смертности зареги-
стрирован в Италии, где он значительно превысил 
уровень в остальном мире.

При детальном анализе эпидемиологических 
данных можно заметить, что этот повышенный 
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показатель в основном обусловлен более высокой 
смертностью в северных регионах, в частности 
в Ломбардии, в то время как в южных регионах 
клиническое течение COVID-19 было более благо-
приятным, как и предсказывала наша группа за не-
сколько недель до вспышки болезни [1]. Эти данные 
особенно поражают, если сравнить общий уровень 
смертности с показателем за предыдущие 5 лет. 
Подобный необъяснимо высокий уровень смерт-
ности в условиях столь грамотно организованной 
системы здравоохранения, как в Ломбардии, при-
знанной одной из лучших, если не самой лучшей 
в стране [2], безусловно, требует убедительного объ-
яснения. Существует предположение о потенциаль-
ной негативной роли загрязнения воздуха микро-
скопическими взвешенными частицами (PM-10), 
наблюдаемого в Ломбардии [3] и некоторых сосед-
них регионах, также серьезно затронутых пандеми-
ей COVID-19. Однако если предположить, что эта 
гипотеза верна, то трудно объяснить, почему сильно 
загрязненная Калифорния, подверженная воздей-
ствию PM-10, оказалась определенно менее уязви-
мой по сравнению с другими штатами, прежде все-
го с Нью-Йорком, концентрация РМ-10 в котором 
ниже.

В 1976 году небольшой город Севезо, располо-
женный относительно недалеко от Брешии, Бергамо 
и Милана, стал печально известным из-за выброса 
диоксина вследствие крупной техногенной аварии. 
Непосредственное негативное воздействие промыш-
ленной катастрофы на жителей близлежащих рай-
онов было существенным, более того, в последую-
щие годы наблюдался рост числа онкологических 
заболеваний у пострадавшего населения [4]. В на-
стоящей работе мы выдвигаем гипотезу о роли вы-
броса диоксина как негативного кофактора ослож-
ненного клинического течения COVID-19 у жителей 
Ломбардии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Нами сопоставлено расстояние от эпицентра выбро-
са диоксина в Севезо с уровнем смертности в по-
тенциально пострадавших провинциях. Сравнили 
уровень смертности от COVID-19 (число умерших 
(%) от общего числа инфицированных пациентов) 
в Ломбардии с данными из другого региона – горо-
да Бхопал (Индия), где в 1980 году произошел мас-
штабный выброс токсичного газа метилизоцианата 
с местного завода Union Carbide, который считается 
крупнейшей по числу жертв техногенной катастро-
фой [5, 6].

Нами собраны данные о местных погодных ус-
ловиях и розе ветров во время техногенных ка-
тастроф, а также рассчитано расстояние между 

местами утечек и районами, наиболее пострадав-
шими от COVID-19. Мы также проанализирова-
ли загрязнение воздуха в трех точках в терминах 
концентрации PM-10. Две рассматриваемые техно-
генные катастрофы были вызваны разными газа-
ми: 2,3,7,8-тетрахлородибензодиоксином в Севезо [7] 
и метилизоцианатом в Бхопале [8–10]. Тем не менее, 
оба эти газа, как известно, обладают мутагенными 
и канцерогенными свойствами [7, 11–15].

В двух описанных сценариях анализ местных ус-
ловий позволил нам в той или иной степени рекон-
струировать возможное распространение выбросов 
токсичных газов под воздействием ветра. В случае 
Севезо хорошие погодные условия в Ломбардии 
в  сочетании с  высоким давлением в Альпах 
(рис. 1А) способствовали тому, что воздушный по-
ток Мистраль выносил токсичный газ на юго-восток, 
т.е. в направлении Бергамо, Брешии и далее на юг 
до западных провинций Венето и Эмилии-Романьи. 
Некоторые другие розы Мистраля также могли 
способствовать распространению газа в направле-
нии восточного Пьемонта и северной части Лигурии 
(рис. 1Б). В регионе Бхопал в декабре, когда произо-
шла авария, муссоны обычно дуют с севера на юго-
запад (рис. 2А), поэтому выброс метилизоцианата 
скорее распространился из региона Бхопал шта-
та Мадхья-Прадеш в соседний штат Махараштра 
(рис. 2Б). В случае Италии мы также рассмотрели 
возможное влияние фактора приезжих из Китая, 
а также течение инфекции в зависимости от плот-
ности местного населения.

ИСТОЧНИКИ ДАННЫХ
В работе использованы материалы, представлен-
ные в общедоступных базах данных. В табл. 1 
показано распределение смертности в 2020 году 
по сравнению с предыдущими годами, соглас-
но данным Итальянского института статистики 
(ISTAT). Увеличение особенно значимо в северных 
областях Италии, в частности в Ломбардии [1]. 
Сравнительный график представлен на рис. 3.

Данные о  передвижении жителей Китая 
в Италию получены также из ISTAT. Данные о ро-
сте заболеваемости COVID-19 (https://github.com/
pcm-dpc/COVID-19) взяты из официального репо-
зитория GitHub правительства Италии [16] и пред-
ставлены на рис. 4.

Данные о добавленной смертности от COVID-19 
в Индии взяты из общедоступных источников 
(табл. 2). Данные по распределению концентра-
ции PM-10 в Италии взяты из репозитория ISPRA 
(Высший институт защиты окружающей среды /
Итальянский высший институт защиты и эколо-
гических исследований) [17]. На рис. 5 показана 
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Рис. 1. Типичные погодные условия в Северной Италии в районе Альп (А) и типичная структура ветров в Италии (Б) 
(по материалам http://sailroad.ru/article/lociya-srednej-dalmacii-chast-2)

Рис. 2. Типичная структура розы ветров в Индии (А) по материалам https://cloud.prezentacii.
org/19/04/142027/images/screen7.jpg Роза ветров вокруг Бхопала (Б) (по материалам https://commons.
wikimedia.org/wiki/File:India_wind_zone_map_en.svg)

А� Б

Муссонные ветры в июле
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Провинция Коэффициент 
вариации, %

Agrigento -22.22
Cagliari -16.67
Matera -7.69
Crotone -6.45
Catania -5.56
Roma 3.94

Perugia 5.15
Arezzo 6.60
Lecce 6.72

Vibo Valentia 7.14
Ravenna 7.30
Foggia 9.16
Taranto 9.46
Messina 10.81
Sassari 10.93

Catanzaro 11.11
Teramo 11.11
Potenza 11.49
Ferrara 12.28
Salerno 12.98

Barletta-Andria-Trani 13.27
Palermo 14.04

Pisa 14.12
Siena 14.17
Fermo 15.00
Belluno 15.65
Venezia 17.41
Napoli 17.57
Brindisi 17.90
Trapani 18.95
Bologna 19.02
Macerata 19.32
Verona 19.47
Terni 20.00
Bari 20.15

Провинция Коэффициент 
вариации, %

Livorno 20.29
Forli-Cesena 21.33

Grosseto 21.54
Lucca 21.62
Rovigo 22.77

Oristano 23.58
Varese 24.33

Frosinone 24.49
Genova 24.65
Pistoia 24.79

Caltanissetta 25.00
Ascoli Piceno 25.53

Savona 25.61
Asti 26.46

La Spezia 26.55
Como 26.59
Torino 26.88
Pescara 26.88
Modena 27.51
Firenze 27.66
L’Aquila 28.00
Padova 28.03
Cosenza 28.05

Reggio di Calabria 28.26
Viterbo 28.38
Ancona 28.68

Massa Carrara 28.84
Vicenza 28.92

Verbano-Cusio-Ossola 28.99
Udine 29.41
Cuneo 30.02

Imperia 31.17
Nuoro 31.73
Treviso 31.88
Sondrio 32.34

Провинция Коэффициент 
вариации, %

Pordenone 33.33
Milano 33.80
Novara 34.73
Rimini 34.85
Chieti 36.36
Gorizia 36.84
Vercelli 37.61
Avellino 38.20

Monza e Brianza 38.86
Siracusa 39.34

Sud Sardegna 39.58
Alessandria 39.64

Latina 40.00
Isernia 40.00

Campobasso 40.82
Benevento 41.67

Trento 42.72
Reggio nell’Emilia 43.48

Mantova 43.77
Enna 44.78
Biella 45.48
Aosta 47.65

Pesaro e Urbino 49.56
Lecco 50.17
Pavia 50.51

Ragusa 51.85
Parma 56.97
Caserta 59.26
Brescia 64.25
Piacenza 68.57

Lodi 70.13
Cremona 71.93
Bergamo 78.77

Таблица 1. Изменение смертности (%) за рассматриваемый период (15 февраля–15 апреля) по сравнению с ана-
логичным периодом 2019 года

Примечание. Отсутствуют данные по провинции Больцано.

концентрация РМ-10 в Европе. Хорошо видно, на-
сколько превышена концентрация РМ-10 в районе 
Паданской равнины [18].

СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ
Для статистической обработки данных мы исполь-
зовали метод непараметрической ранговой корреля-
ции Спирмена [19]. Этот метод не содержит каких-
либо изначальных гипотез относительно исходных 
данных, кроме ранжирования по порядку, что всег-
да выполнялось в проведенных расчетах. В каче-

стве порога значимости мы приняли стандартный 
α-уровень 0.05. В случае нескольких гипотез при-
меняли поправку Бонферрони [20]. В случае много-
факторного анализа использовали тест ANOVA [21], 
также учитывающий α-уровень.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Китайская иммиграция
Присутствие в  популяции Италии приезжих 
из Китая (https://www.tuttitalia.it/statistiche/
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Рис. 3. Процент изменения смертности в провинциях Италии за рассматриваемый период (15 февраля–15 апре-
ля). Приведены крайние значения из табл. 1

A
g

ri
g

e
nt

o

C
ro

to
ne

Pe
ru

g
ia

V
ib

o
 V

al
e

nt
ia

Ta
ra

nt
o

C
at

an
za

ro

Fe
rr

ar
a

Pa
le

rm
o

Fe
rm

o

N
ap

o
li

B
o

lo
g

na

Te
rn

i

Fo
rli

-C
e

se
na

R
o

vi
g

o

Fr
o

si
no

ne

C
al

ta
ni

ss
e

tt
a

A
st

i

To
ri

no

Fi
re

nz
e

C
o

se
nz

a

A
nc

o
na

V
e

rb
an

o
-C

us
io

-O
ss

o
la

Im
p

e
ri

a

So
nd

ri
o

N
o

va
ra

G
o

ri
zi

a

M
o

nz
a 

e
 B

ri
an

za

A
le

ss
an

d
ri

a

C
am

p
o

b
as

so

R
e

g
g

io
 n

e
ll’

Em
ili

a

B
ie

lla

Le
cc

o

Pa
rm

a

Pi
ac

e
nz

a

B
e

rg
am

o

100

50

0

-50

%

Рис. 4. Карта распространения COVID-19 в Италии по материалам https://www.economist.com/
europe/2020/03/19/italy-is-overtaking-china-as-the-country-worst-hit-by-covid-19 

cittadini-stranieri/repubblica-popolare-cinese/) не яв-
ляется фактором, усиливающим распростране-
ние COVID-19 [22]. В 2019 году число китайцев 
в Милане и Риме составляло 40438 (1.25% от об-
щей численности населения) и 22815 (0.52%) соот-
ветственно, тогда как в провинциях с наибольшим 
процентом добавочной смертности их было значи-

тельно меньше: 4.488 (0.40%) в Бергамо, 1362 (0.35%) 
в Кремоне и 757 (0.33%) в Лоди.

Плотность населения
Согласно результатам анализа, социальная близость 
не влияла на распространение инфекции и уровень 
смертности в Италии. Мы не обнаружили какой-ли-
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Таблица 2. Данные о смертности от COVID-19 в Индии 
по материалам https://www.mohfw.gov.in/

№ Штат 
Общее 
число 

случаев

Вылечен/
выписан/
мигриро-

вал

Смертель
ные 

случаи

1 Andaman and 
Nicobar Islands 33 33 0

2 Andhra Pradesh 2407 1456 50

3 Arunachal 
Pradesh 1 1 0

4 Assam 101 41 2

5 Bihar 1262 475 8

6 Chandigarh 191 51 3

7 Chhattisgarh 86 59 0

8 Dadar Nagar 
Haveli 1 0 0

9 Delhi 10054 4485 160

10 Goa 29 7 0

11 Gujarat 11379 4499 659

12 Haryana 910 562 14

13 Himachal 
Pradesh 80 44 3

14 Jammu and 
Kashmir 1183 575 13

15 Jharkhand 223 113 3

16 Karnataka 1147 509 37

17 Kerala 601 497 4

18 Ladakh 43 24 0

19 Madhya Pradesh 4977 2403 248

20 Maharashtra 33053 7688 1198

21 Manipur 7 2 0

22 Meghalaya 13 11 1

23 Mizoram 1 1 0

24 Odisha 828 220 4

25 Puducherry 13 9 1

26 Punjab 1964 1366 35

27 Rajasthan 5202 2992 131

28 Tamil Nadu 11224 4172 78

29 Telengana 1551 992 34

30 Tripura 167 85 0

31 Uttarakhand 92 52 1

32 Uttar Pradesh 4259 2441 104

33 West Bengal 2677 959 238

Общее число  
подтвержденных 

случаев 
96169 36824 3029

бо значимой непараметрической корреляции между 
плотностью населения и увеличением смертности 
по отношению к среднему показателю за последние 
5 лет – значения р составляют 0.083 и 0.071 соот-
ветственно. Также отсутствует связь между плот-
ностью населения и скоростью распространения ин-
фекции (0.17).

Влияние уровня PM-10
PM-10, по-видимому, оказывает некоторое влияние 
на летальность от COVID-19 при учете количества 
дней с уровнем РМ-10 выше порогового значения 
в Италии, в частности в Ломбардии. Выявлена связь 
между числом смертей в 2019 году (0.40, р < 10-4), 
средним показателем числа смертей за 5 лет (0.38, 
р < 10-3) и уровнем РМ-10. Также существует кор-
реляция между уровнем РМ-10 и процентом боль-
ных COVID-19 (0.41, р < 10-4). Тем не менее, опре-
деление совокупного влияния расстояния от Севезо 
и присутствия PM-10, выполненное с использо-
ванием теста ANOVA, показало, что расстояние 
от Севезо сохраняет свою значимость (t = -15.57, 
p<10-8) в отличие от фактора PM-10.

Фактор расстояния от Севезо и Бхопала
По нашим расчетам, расстояние от Севезо является 
определяющим фактором (рис. 3) повышенной ле-
тальности COVID-19 в северных областях Италии. 
Коэффициент корреляции между увеличением 
смертности (по сравнению с 2019 годом) и расстоя-
нием от Севезо равен -0.82 (р < 10-24), в то же время 
по отношению к среднему показателю за послед-
ние 5 лет коэффициент составил -0.83 (р < 10-25) 
(табл. 3). Корреляция между уровнем инфициро-
ванности населения (%) и расстоянием от Севезо 
была еще выше (-0.88, р < 10-32). Таким образом, 
чем ближе к Севезо находились анализируемые об-
ласти, тем выше был уровень инфицированности 
населения и смертности, связанной с COVID-19. 
Аналогичным образом нами выявлена корреляция 
между расстоянием от Бхопала и количеством за-
регистрированных фактов инфицирования (-0.36, 
р <0.05) и смертей (-0.52, р < 10-2) от COVID-19 
(табл. 3). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Возможность того, что произошедшие более 40 лет 
назад техногенные выбросы токсичных газов сыгра-
ли определенную роль в увеличении частоты ос-
ложненного клинического течения текущей панде-
мии COVID-19 в пострадавших районах, является 
интригующей, но в то же время трудно доказуе-
мой гипотезой. В результате обеих аварий произо-
шел выброс двух разных токсичных газов, но оба 
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Таблица 3. Выявленные статистически значимые значения факторов, влияющих на уровень заражения и смерт-
ности от COVID-19 

Страна Переменная Функция, % Ранговая корреляция 
Спирмена

Италия

Расстояние от Севезо
Изменение смертности за 2019 год

Вариация смертности в среднем за 5 лет
Заражение

-0.82 (p < 10-24)
-0.83 (p < 10-25)
-0.88 (p < 10-32)

Количество дней,  
в течение которых уровень PM-10 

превышает пороговое значение

Изменение смертности за 2019 год
Вариация смертности в среднем за 5 лет

Заражение

0.40 (p < 10-4)
0.38 (p < 10-3)
0.41 (p < 10-4)

Индия Расстояние от Бхопала Смерть из-за COVID-19
Заражение

-0.52 (p < 10-2)
-0.36 (p < 0.05)

Рис. 5. Загрязне-
ние PM-10 в Евро-
пе по материалам 
https://commons.
wikimedia.org/
wiki/File:PM10_
in_Europe.png

газа характеризовались высокой канцерогенностью 
[7, 11–15, 23, 24]. Повышенный уровень смертности 
от COVID-19 наблюдался во всех регионах, потен-
циально подвергнутых воздействию газов, распро-
страненных ветрами, преимущественными в момент 
аварии.

Повышенная смертность в  первую волну 
COVID-19 была особенно заметна в Ломбардии, 
что спустя 2 года все еще нуждается во внятном 
объяснении. Предположили, что возможной причи-
ной может быть очень высокая вирулентность виру-

са, поразившего Север Италии [1]. Однако разница 
в уровне смертности остается необъяснимой, даже 
если предположить, что более легкое течение забо-
левания, наблюдаемое в южных регионах Италии, 
было результатом опыта, полученного при лечении 
пациентов северных областей, который позволил 
медперсоналу лучше справиться с болезнью на дру-
гих территориях, где эпидемия началась с некото-
рой задержкой.

Возможные пагубные последствия загрязне-
ния воздуха микроскопическими взвешенными 
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частицами РМ-10 рассматривают как негатив-
ный фактор, который мог способствовать более 
агрессивному клиническому течению эпидемии 
COVID-19 из-за их хронического раздражающего 
воздействия на дыхательную систему [25]. Однако, 
как мы отмечали выше, этой гипотезе явно проти-
воречит наблюдение об определенно более легком 
течении COVID-19 у жителей Калифорнии, чем 
в Нью-Йорке, хотя концентрация PM-10 в западном 
штате намного выше [26]. Таким образом, повышен-
ный уровень РМ-10 не может быть единственным 
объяснением явления, наблюдаемого в Ломбардии.

Альтернативные гипотезы связывают повышен-
ную смертность от COVID-19 c присутствием в тех 
или иных районах приезжих из Китая. По дан-
ным ISTAT на 1 января 2019 года число китайцев 
в Милане было выше, чем в Риме, однако в про-
винциях с наибольшим повышением смертности 
не наблюдалось повышенного количества приезжих 
из Китая. Предполагается также, что социальная 
близость увеличивает вероятность заражения и, 
как следствие, уровень смертности. Нами досто-
верно показано, что плотность населения не влияет 
на увеличение смертности ни по сравнению с 2019 
годом, ни по последним 5 годам в среднем. Кроме 
того, если мы рассмотрим количество заражений, 
то и в этом случае отсутствует какая-либо суще-
ственная корреляция с плотностью населения.

Наше основное предположение состоит в том, 
что отложенные последствия техногенной катастро-
фы в Севезо, возможно, в дополнение к негативным 
последствиям загрязнения воздуха, оказали синер-
гическое действие в Ломбардии, сделав клиническое 
течение коронавирусной инфекции особенно агрес-
сивным. Эти факторы воздействовали не только пу-
тем снижения резистентности дыхательной системы 
пациентов в Ломбардии к вирусной атаке, обуслов-
ленной загрязнением воздуха и, в частности, уси-
ления агрессивного течения вирус-индуцированной 
аутоиммунной реакции в альвеолах, но и путем хро-
нического повреждения генома популяции в течение 
последних 45 лет, что также способствует развитию 
аутоиммунных процессов. В индийском Бхопале 
уровень смертности от COVID-19 также был выше, 
чем в остальной части страны, однако эта разни-
ца была не столь драматической, как в Ломбардии. 
Возможно, это связано с тем, что в районе Бхопала 
концентрация PM-10 в воздухе не столь значитель-
на, как в Паданской равнине, которая является хо-
рошо известным регионом с неблагоприятной эколо-
гической обстановкой.

Наши выводы в явной форме подтверждены 
расчетами с применением ранговой корреляции 
Спирмена. На первом этапе мы рассмотрели вза-

имосвязь между точным числом случаев смерти 
в 2020 году по сравнению с предыдущими годами. 
Рассчитанный коэффициент корреляции между 
расстоянием от Севезо и увеличением смертно-
сти по отношению к 2019 году подтверждает нашу 
гипотезу (-0.82, p < 10-24); еще более очевидным 
этот показатель становится при сравнении уров-
ня смертности в 2020 году со средним значением 
за последние пять лет (-0.83, p < 10-25). Аналогичным 
образом мы рассмотрели взаимосвязь между рас-
стоянием от Севезо и уровнем инфицированности 
населения коронавирусом, в этом случае корреля-
ция еще выше –0.88 (p < 10-32).

Для полноты картины мы оценили также по-
тенциальный эффект PM-10, рассчитав корреля-
цию количества дней с превышением безопасного 
порога PM-10 со смертностью от COVID-19 в 2019 
году. Показано существование зависимости, хотя 
и намного менее выраженной, чем в случае влия-
ния расстояния от Севезо (0.40, р < 10-4). Среднее 
количество смертей за 5 лет (0.38, р < 10-3) и про-
цент инфицированных коронавирусом (0.41, р < 10-4) 
также коррелировали с повышенным уровнем РМ-
10. Затем с использованием теста ANOVA опреде-
лили совместный вклад количества дней с уровнем 
PM-10 выше порогового значения и расстояния 
от Севезо в смертность от COVID-19. В результате 
такого анализа выяснилось, что влияние расстоя-
ния от Севезо остается статистически значимым, 
в то время как повышенный уровень РМ-10 теряет 
достоверность.

Для дополнительного подтверждения сформулиро-
ванной гипотезы мы обратились к аналогичному слу-
чаю в Индии и проверили наличие корреляции меж-
ду расстоянием от Бхопала и зарегистрированным 
числом инфицированных и умерших от COVID-19 
людей. Поскольку открытые популяционные данные 
об общем числе смертей и уровню PM-10 отсутство-
вали, нам пришлось полагаться только на общедо-
ступные данные, относящиеся к пандемии COVID-19 
в 2020 году. В этом случае мы также выявили стати-
стически значимую ранговую корреляцию Спирмена 
между расстоянием от Бхопала, процентом инфици-
рованных (-0.36, р < 0.05) и умерших от COVID-19 
людей (-0.52, р < 10-2).

ВЫВОДЫ
Сформулированная в настоящем исследовании ги-
потеза безусловно требует дополнительного под-
тверждения, например, путем изучения особенно-
стей генома населения, длительно проживающего 
на территории Ломбардии, по сравнению с относи-
тельно недавно прибывшими индивидами. Это идея 
особенно актуальна в свете документально зафик-
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сированного необъяснимо малого числа иммигрантов 
среди пациентов с COVID-19, поступивших в отде-
ления интенсивной терапии больниц Ломбардии [27]. 
В то же время не удалось найти в научной литера-
туре и статистических данных, прямых указаний 
на повышенную летальность сезонных гриппозных 
заболеваний в этом регионе до весны 2020.

Техногенная катастрофа и осложненное течение 
COVID-19 в Ломбардии могут быть связаны с повы-
шенным уровнем сахарного диабета, онкологических 
и аутоиммунных нарушений. Так, популяционные 
исследования смертности за 25 лет с момента ава-
рии в 1976, проведенные Консонни и его коллега-
ми, выявили повышенную добавочную смертность 
от диабета среди женщин во всех зонах зараже-
ния, градиентно зависимую от степени поражения 
территорий [28]. Согласно имеющимся данным, 
в течение первых 25 лет после техногенной аварии 
(1976–2001) ни в одной из зон поражения не выяв-
лено увеличения общей смертности от рака. Однако 
когда анализировали смертность только через 20 
или более лет после взрыва, то наблюдали повы-
шение смертности от рака в зоне наиболее сильно-
го поражения [28]. Схожая картина складывается 
и с аутоиммунными заболеваниями. В зонах пора-
жения выявлена обратная зависимость между уров-
нем иммуноглобулина и диоксина в плазме крови 
взрослых пациентов [29]. При этом в другом иссле-
довании обнаружено повышение титров антинукле-
арных антител, увеличение отложения иммунных 
комплексов и уменьшение количества естественных 
киллеров у пациентов из пораженных районов [30].

Период полураспада диоксина в организме со-
ставляет 7–11 лет. Поскольку техногенная ката-
строфа в Севезо произошла в 1976 году, прямое 
действие диоксина в настоящее время уже можно 
не принимать во внимание. Тем не менее, интерес-
но изучить отсроченные эффекты этого вещества 

на организм человека. Так как в настоящей рабо-
те рассмотрена возможная связь жителей именно 
этого района с большей летальностью от COVID-19, 
продолжением этого исследования могло бы быть 
включение в исследуемую выборку лишь того по-
коления людей, которые непосредственно пережи-
ли данную аварию в 1976 году или переселились 
в Севезо в течение 7–11 лет, пока не истек период 
полураспада диоксина. В отдельную группу срав-
нения можно включить потомков людей, которые 
пережили аварию и остались проживать на этой 
территории. Особенно интересно проследить за ин-
дивидами, пережившими аварию и их потомками, 
которые уехали в другие регионы Италии и так-
же перенесли новую коронавирусную инфекцию. 
К сожалению, на настоящий момент (так как ис-
следование ретроспективное) подобная информа-
ция недоступна. Более того, подобная информация 
не приведена ни в открытых статистических дан-
ных, ни в амбулаторных картах пациентов, поэтому 
требуется значительно больший ресурс для ее си-
стематизации.

Сосредоточив будущие исследования на геноми-
ке и протеомике пострадавших пациентов в очагах 
техногенных катастроф, особенно молодых, у ко-
торых наблюдалось тяжелое клиническое течение, 
можно не только проверить обоснованность нашей 
гипотезы, но и предсказать генетические детерми-
нанты потенциально худшего прогноза COVID-19. 
Подобные данные позволят сделать подход к лече-
нию COVID-19 более персонализированным, а также 
выявить группы риска, которые в первую очередь 
нуждаются в вакцинации, ревакцинации и защите 
в терминах ограничения социальных контактов. 

Работа выполнена в рамках проекта 
Минобрнауки России № 075-15-2021-1049.
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РЕФЕРАТ В 2022 году во многих странах за пределами африканского континента начала распростра-
няться инфекция, вызываемая вирусом оспы обезьян, что с новой силой привлекло внимание медиков 
и ученых к вопросу о необходимости вакцинации против данной инфекции. Вакцинацию имеющейся 
в России оспенной вакциной первого поколения на основе штамма LIVP вируса осповакцины (VACV) 
рекомендовано проводить методом трансэпидермальной инокуляции (скарификации кожи, с/к). Однако 
многолетний опыт показал, что этот метод не обеспечивает высокой надежности введения вируса 
в кожу пациентов. Альтернативой методу с/к может быть интрадермальная (внутрикожная, в/к) инъ-
екция вакцины. Эффективность в/к вакцинации может зависеть от места инъекции вируса. В данной 
работе сравнили развитие гуморального и клеточного иммунных ответов на введение штамма LIVP 
VACV мышам линии BALB/c в один и тот же район хвоста методами в/к или с/к. В обоих случаях ис-
пользовали дозу вируса, равную 105 БОЕ. Не выявлено статистически значимых различий в динамике 
и уровне продукции VACV-специфичных IgM и IgG при использовании обоих методов вакцинации. 
ELISpot-анализ спленоцитов вакцинированных мышей показал, что в/к введение VACV LIVP индуци-
рует достоверно больший Т-клеточный иммунный ответ, чем с/к инокуляция. Для оценки протектив-
ности на 45 день после иммунизации мышей интраназально инфицировали высоколетальными дозами 
вируса оспы коров (CPXV) или эволюционно далеко отстоящим от VACV и CPXV вирусом эктромелии 
(ECTV). Оба метода вакцинации обеспечивали полную защиту мышей от заражения CPXV, но в группе 
в/к иммунизированных мышей, инфицированных ECTV, выжило 50% мышей, а в группе с/к иммуни-
зированных – 17%. Таким образом, в/к инъекция VACV может обеспечивать более надежную иммунную 
защиту от ортопоксвирусных инфекций по сравнению с классической с/к техникой.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ортопоксвирусы, вирус осповакцины, скарификация кожи, внутрикожная инъекция, 
антитела, Т-клетки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ CPXV – вирус оспы коров; ECTV – вирус эктромелии; VACV – вирус осповак-
цины; БОЕ – бляшкообразующая единица; в/к – внутрикожно; с/к – скарификация кожи; дпи – день 
после иммунизации; и/н – интраназально; ЛД50 – 50% летальная доза вируса.

ВВЕДЕНИЕ
При массовой вакцинации вирусные препараты 
обычно вводят либо внутримышечно, либо подкож-
но, поскольку это наиболее простые в исполнении 
методы, обеспечивающие точную дозировку вак-
цины и не требующие высококвалифицированно-
го персонала. Однако ткани организма, в которые 
при этом доставляются вакцины, относятся к имму-
нологически бедным и, как правило, не обеспечива-

ют развития длительного напряженного иммунного 
ответа на вводимый препарат [1–3]. Тем не менее, 
оспенные вакцины новых поколений (в том числе 
наиболее изученный штамм MVA) обычно пред-
назначены для внутримышечного или подкожного 
введения [4, 5].

Кожная иммунизация является привлекательной 
альтернативой традиционным подкожному и вну-
тримышечному методам введения. Это обусловле-
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но тем, что кожа служит не только физическим 
барьером для проникновения в организм инфек-
ционных агентов, но в ходе эволюции развилась 
в высокоактивный иммунный орган. Кожа богата 
различными типами дендритных клеток, и эти про-
фессиональные антигенпредставляющие клетки 
(antigen presenting cells, APC) способны узнавать, 
ассимилировать и процессировать антигены. Важно, 
что дендритные клетки обеспечивают ключевую 
связь между врожденным и адаптивным иммунны-
ми ответами, перемещаясь в лимфатические узлы 
дренирования кожи и представляя антигены Т- 
и В-лимфоцитам, индуцируя тем самым развитие 
патоген-специфичного протективного иммунитета. 
Более того, эти высокоспециализированные APC об-
ладают большой пластичностью, которая модулиру-
ется иммунными сигналами, исходящими от других 
клеток кожи (включая кератиноциты, фибробласты, 
меланоциты, тучные клетки и др.), инфицированных 
вирусом [1–3, 6]. 

Накожная (transepidermal) иммунизация – исто-
рически первый способ прививки, берет свое нача-
ло от вариоляции (variola inoculation). Процедура 
вариоляции состояла во внесении инфекционного 
материала от больных оспой в надрезы кожи (skin 
scarification) здоровых пациентов. Этим же методом 
Э. Дженнер (E. Jenner) в конце 18-го века предло-
жил прививать людям не инфекционный матери-
ал от больных оспой, а содержимое кожных пустул 
от людей, заразившихся оспой коров. Процедуру на-
звали вакцинацией (vaccine inoculation). Накожную 
противооспенную вакцинацию осуществляли с по-
мощью скальпеля, ланцета или специальных би-
фуркационных игл. Этот способ вакцинации, хотя 
и позволил ликвидировать оспу, но не отличался 
высокой надежностью доставки в кожу вирусного 
материала [1]. Более того, такая процедура может 
сопровождаться размножением в поврежденной 
коже бактериальной микрофлоры [7].

В 1909 году Ч. Манту (C. Mantoux) [8] предложил 
способ внутрикожной (intradermal) инъекции с по-
мощью шприца со стандартной иглой. Этот метод 
стали активно использовать при введении разрабо-
танной в 1921 году противотуберкулезной вакцины 
BCG. Следует отметить, что стандартная техника 
внутрикожной инъекции спустя столетие исполь-
зуется для введения лишь узкого списка вакцин. 
Это обусловлено тем, что данный способ инъекции 
не относится к простым, антиген могут вводить либо 
слишком глубоко (под кожу), либо происходит выте-
кание препарата [9], поэтому требуется специальное 
обучение персонала и опыт таких инъекций.

Эксперименты на животных и клинические ис-
пытания на добровольцах последних лет часто 

демонстрируют, что внутрикожное введение вак-
цин обеспечивает более высокий иммунный ответ 
по сравнению с традиционными внутримышечной 
или подкожной инъекциями [10–12]. Более того, 
при внутрикожном введении надежный иммунный 
ответ можно получить при меньшей вакцинирую-
щей дозе [1, 12], что также важно при необходимо-
сти массовой вакцинации и, как следствие, наработ-
ке большого числа доз вакцины.

Опубликованы результаты экспериментов, в ко-
торых сравнивается эффективность развития им-
мунного ответа против вируса осповакцины (vaccinia 
virus, VACV), вводимого лабораторным животным 
разными способами: внутримышечно, подкожно, 
внутрикожно, внутрибрюшинно и др. Внутрикожная 
инъекция VACV часто обеспечивала более выра-
женный противовирусный иммунный ответ, чем 
другие методы вакцинации [10, 13]. При этом по-
лучаемые результаты зависели от используемых 
штаммов и доз VACV.

Показано также, что нанесение препарата вы-
сокопатогенного для мышей штамма WR VACV 
на скарифицированную кожу хвоста мышей мо-
жет приводить к развитию иммунного ответа, пре-
восходящего ответ на внутрикожную инъекцию 
того же вируса в нижнюю область спины мыши [14]. 
Известно, что толщина кожи различается на разных 
участках тела [2], поэтому эффективность внутри-
кожной вакцинации может зависеть от места инъ-
екции вируса. Все это указывает на необходимость 
сравнительного изучения влияния способа введения 
вакцинного штамма вируса в кожу одного и того же 
участка тела на динамику развития и уровень про-
тивовирусного иммунного ответа. 

Объектом изучения в нашей работе был штамм 
LIVP VACV, на основе которого в России созда-
на противооспенная вакцина первого поколения 
[15]. Целью данной работы было сравнение раз-
вития гуморального и Т-клеточного иммунного от-
вета на вакцинацию мышей линии BALB/c штам-
мом LIVP VACV, который вводили в кожу в один 
и тот же район хвоста методом скарификации 
(трансэпидермально) или инъекцией с помощью 
иглы и шприца методом Манту (интрадермально). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Вирусы и культура клеток
В работе использовали клоновый вариант 14 штам-
ма LIVP VACV [16], вирус оспы коров (cowpox 
virus, CPXV) штамм GRI-90 [17] и вирус эктроме-
лии (ectromelia virus, ECTV) штамм К-1, получен-
ные из коллекции вирусов. Перевиваемая культура 
клеток почки африканской зеленой мартышки CV-1 
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получена из коллекции клеточных культур ГНЦ ВБ 
«Вектор» Роспотребнадзора. Вирусы выращивали 
и титровали на культуре клеток CV-1 как описано 
ранее [15].

Животные
В  исследованиях использовали самок мы-
шей линии BALB/c (возраст 6–7 недель, мас-
са 16–19 г), полученных из питомника ГНЦ ВБ 
«Вектор» Роспотребнадзора. Подопытных животных 
содержали на стандартном рационе с достаточным 
количеством воды согласно ветеринарному законо-
дательству и в соответствии с требованиями по гу-
манному содержанию и использованию животных 
в экспериментальных исследованиях. Манипуляции 
на животных были проведены с одобрения комите-
та по биоэтике ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 
(Протокол № 01-04.2021 от 22.04.2021).

Иммунизация мышей
Иммунизацию животных осуществляли методом 
внутрикожной инъекции (в/к) или скарификации 
кожи (с/к), используя VACV LIVP в дозе 105 БОЕ. 

Место для в/к инъекции (дорсальная сторона 
хвоста, около 1 см от основания) предваритель-
но обрабатывали 70% этиловым спиртом, иглу 30G 
(0.3×13 мм), соединенную со шприцем, вводили 
под небольшим углом, скосом вверх, на глубину при-
мерно 2–3 мм под поверхностный слой эпидерми-
са. Вирусный материал или физиологический рас-
твор (контрольная группа) в объеме 20 мкл вводили 
медленно, ожидая расслоения верхних слоев кожи 
под давлением жидкости, о поступлении которой 
во внутрикожное пространство свидетельствовало 
побледнение кожных покровов, распространяющее-
ся в обе стороны от места введения. После введения 
препарата иглу медленно извлекали, а место инъек-
ции дезинфицировали 70% этиловым спиртом.

Для иммунизации методом с/к место введения 
(дорсальная сторона хвоста, около 1 см от основа-
ния) предварительно обрабатывали 70% этиловым 
спиртом, после испарения которого делали 10 над-
резов кожи иглой 26G (0.45 × 16 мм), оставаясь 
в пределах поверхностного слоя эпидермиса. На по-
врежденный участок кожи немедленно наносили 
вирусный материал или физиологический раствор 
в объеме 5 мкл и давали ему впитаться в кожу.

В состав каждой группы входило 36 животных.

Взятие биоматериалов от экспериментальных 
животных 
Через 7, 14, 21 и 28 дней после иммунизации (дпи) 
мышей вирусом VACV проводили забор проб крови 
(по 6 животных из каждой группы) из ретроорби-

тального венозного синуса путем его прокалывания 
иглой 23G (0.6 × 30 мм). Несмотря на то что взя-
тие пробы крови является кратковременной, но бо-
лезненной процедурой, анестезирование животных 
по согласованию с комитетом по биоэтике не прово-
дили, поскольку ранее было показано, что приме-
нение известных методов уменьшения боли влияет 
на иммунологические показатели крови животных. 
При заборе крови из ретроорбитального синуса по-
вреждения органа зрения не происходило. После 
взятия крови животных умерщвляли путем цер-
викальной дислокации. Селезенки для выделения 
спленоцитов извлекали в стерильных условиях, ис-
пользуя пинцет и хирургические ножницы, и погру-
жали в транспортировочную среду. 

Из индивидуальных образцов крови мышей пу-
тем осаждения форменных элементов крови цен-
трифугированием получали препараты сыворотки. 
Образцы сывороток крови мышей хранили при тем-
пературе –20°С.

На 42 дпи проводили прижизненный забор проб 
крови из ретроорбитального венозного синуса мы-
шей (по 12 животных каждой группы) и получали 
индивидуальные образцы сывороток крови как опи-
сано выше.

Оценка уровня протективности 
у иммунизированных мышей
На 45 дпи группы иммунизированных вирусом 
и контрольных животных интраназально (и/н) зара-
жали CPXV GRI-90 в дозе 300 ЛД50 (3.2 × 106 БОЕ) 
(6 животных в каждой группе) или ECTV K-1 в дозе 
300 ЛД50 (7.3 × 103 БОЕ) (6 животных в каждой груп-
пе). За животными наблюдали в течение 14 суток 
и регистрировали клинические проявления инфек-
ции и гибель. Мышей взвешивали каждые 2 суток. 
Рассчитывали средние арифметические значения 
массы тела мышей каждой группы на временную 
точку и выражали в процентах от начального веса. 
Показатель рассеивания данных относительно сред-
него значения представлен в виде стандартного от-
клонения и также выражен в процентах. 

Получали данные для групп из 6 животных, им-
мунизированных (в/к или с/к) VACV LIVP, а также 
не иммунизированных групп мышей и не инфици-
рованных (отрицательный контроль) или заражен-
ных CPXV GRI-90 или ECTV K-1 (положительный 
контроль).

Выделение спленоцитов
Спленоциты выделяли путем индивидуального про-
давливания селезенки через клеточный фильтр 
(BD Falcon™, США) с использованием поршня 
шприца. После удаления эритроцитов с помощью 
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буфера для лизиса эритроцитов (ACK Lysis Buffer, 
Sigma, США) спленоциты промывали и ресуспенди-
ровали в питательной среде RPMI-1640 с добавле-
нием 10% фетальной сыворотки крупного рогатого 
скота, 50 мкг/мл гентамицина. Концентрацию кле-
ток определяли на автоматическом счетчике клеток 
TC20™ (Bio-Rad, США).

Определение количества IFN-γ-продуцирующих 
клеток с использованием метода ELISpot
Интенсивность Т-клеточного иммунного ответа 
у иммунизированных мышей определяли по чис-
лу спленоцитов, продуцирующих IFN-γ, с помощью 
метода IFN-γ ELISpot. Анализ проводили с исполь-
зованием наборов фирмы R&D Systems (США) 
согласно инструкции производителя. По 100 мкл 
спленоцитов в концентрации 5 × 106 клеток/мл по-
мещали в ячейки планшета. Для каждого образца 
анализ проводили в повторах. Для стимуляции кле-
ток использовали смесь VACV-специфичных им-
мунодоминантных для мышей линии BALB/c пеп-
тидов SPYAAGYDL, SPGAAGYDL, VGPSNSPTF, 
KYGRLFNEI, GFIRSLQTI, KYMWCYSQV [18]. 
Смесь пептидов (100 мкл на ячейку) добавляли 
в концентрации 20 мкг/мл каждого пептида. Не сти-
мулированные и стимулированные конканавали-
ном А (Con A, 5 мкг/мл) спленоциты использовали 
как отрицательный и неспецифичный положитель-
ный контроли соответственно. После стимуляции 
в течение 24 ч при 37°C в атмосфере 5% CO2 клетки 
инкубировали в течение 2 ч при 37°C с антителами 
против IFN-γ. Планшеты промывали и добавляли 
щелочную фосфатазу, конъюгированную со стреп-
тавидином, и субстрат BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-
3′-indolylphosphate/nitro-blue tetrazolium). Реакцию 
останавливали, промывая планшеты дистиллиро-
ванной водой. Количество IFN-γ-продуцирующих 
клеток подсчитывали с помощью ELISpot-ридера 
фирмы Carl Zeiss (Германия).

Иммуноферментный анализ сывороток крови 
ИФА сывороток крови мышей выполняли как опи-
сано ранее [15]. В качестве антигена использовали 
очищенный препарат VACV LIVP. Вычисляли сред-
ние геометрические значения логарифмов обратного 
титра VACV-специфических IgM и IgG по экспери-
ментальным группам и рассчитывали доверительные 
интервалы для уровня 95% вероятности совпадения 
каждой выборки с генеральной совокупностью.

Статистический анализ данных
Полученные данные анализировали с помощью 
GraphPad Prism 9.0 software (GraphPad Software 
Inc., США). Различия в иммунных ответах разных 

групп оценивали с помощью непараметрического 
U-теста Манна–Уитни и дисперсионного анализа 
Краскела–Уоллиса. Статистический анализ прово-
дили с 95% уровнем значимости. Значение Р менее 
0.05 считали статистически значимым. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Внутрикожная инъекция VACV LIVP индуцирует 
у мышей больший Т-клеточный иммунный ответ, 
чем инокуляция скарификацией кожи
Для оценки динамики развития Т-клеточного им-
мунного ответа на вакцинацию вирусом LIVP ис-
пользовали мышей линии BALB/c. Мышам, раз-
деленным на несколько групп (по 6 животных 
в каждой), вводили VACV LIVP в/к или с/к (хвост, 
1  см от  основания) в  дозе 105 БОЕ/животное. 
Для проведения ELISpot-анализа спленоцитов из-
влекали селезенки у каждого из шести животных 
каждой экспериментальной группы на 7, 14, 21 и 28 
дпи. В качестве контроля использовали чистых (не 
иммунизированных) мышей.

Интенсивность Т-клеточного иммунного ответа 
у иммунизированных мышей определяли по числу 
спленоцитов, продуцирующих IFN-γ в ответ на сти-
муляцию пептидами из состава иммунодоминант-
ных белков VACV [19], с помощью метода IFN-γ 
ELISpot. Результаты, представленные на рис. 1, 
свидетельствуют о формировании выраженного 
VACV-специфического Т-клеточного ответа у всех 
иммунизированных мышей. При этом спленоциты 
от контрольных животных не продуцировали IFN-γ.

При с/к инокуляции VACV LIVP на 7 дпи у мы-
шей индуцировался лишь небольшой уровень 
VACV-специфичного Т-клеточного ответа, который 
на 14 дпи достигал максимума, а на 21 и 28 дпи зна-
чительно снижался (рис. 1).

При в/к инъекции интенсивный Т-клеточный 
иммунный ответ развивался уже на 7 дпи, немно-
го увеличивался к 14 дпи и сохранялся на высоком 
уровне все время наблюдения (до 28 дпи).

На 7, 21 и 28 дпи уровень Т-клеточного ответа 
у в/к вакцинированных мышей достоверно превы-
шал такие показатели в группах мышей с/к иноку-
лированных VACV LIVP (рис. 1).

Динамика развития гуморального иммунного 
ответа у мышей на введение VACV LIVP 
внутрикожно или скарификацией не различается
На 7, 14, 21, 28 и 42 дпи у каждой мыши брали об-
разцы крови из ретроорбитального венозного синуса 
и получали сыворотки, которые затем анализирова-
ли в ИФА, в котором в качестве антигена использо-
вали препарат вирионов VACV LIVP.
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В каждой временной точке анализировали сыво-
ротки от 6 животных каждой группы. Вычисляли 
средние геометрические значения логарифмов об-
ратного титра VACV-специфических IgM и IgG.

Максимальный уровень VACV-специфичных IgM 
выявляли на 21 дпи (рис. 2), в то время как мак-
симум продукции специфичных IgG приходился 
на 28 дпи (рис. 3). При в/к инъекции VACV LIVP 
на 21–42 дпи уровень IgM в сыворотках мышей был 
несколько выше, чем в группах животных, подверг-
шихся с/к инокуляции этого вируса (рис. 2), но раз-
личия не были достоверными.

Не выявлено также достоверных различий 
в уровнях IgG в сыворотках мышей после в/к 
или с/к введения VACV LIVP (рис. 3).

Внутрикожная инъекция VACV LIVP 
обеспечивает более надежную защиту мышей 
от повторной ортопоксвирусной инфекции 
по сравнению с иммунизацией методом 
скарификации
Для выяснения влияния уровня гуморального и кле-
точного иммунных ответов на вакцинацию мышей 
VACV LIVP на уровень защиты мышей от повтор-
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Рис. 2. Концентрация определенных в ИФА VACV-
специфичных IgM в сыворотках крови мышей, имму-
низированных VACV LIVP в дозе 105 БОЕ. Столбцы, 
окрашенные синим цветом, – в/к инъекция, красные 
столбцы – с/к способ введения VACV LIVP. C – кон-
троль – сыворотки крови мышей, которым вводили 
физраствор. На диаграмме представлены средние 
геометрические значения с доверительным интерва-
лом для вероятности 95%. Статистический анализ про-
водили с использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism 9.0. Значения P приведены над гори-
зонтальными скобками
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Рис. 1. Оценка Т-клеточного ответа у иммунизирован-
ных VACV LIVP мышей BALB/c (n = 6/группа) с помо-
щью анализа IFN-γ ELISpot. Спленоциты стимулировали 
пулом вирус-специфических пептидов в течение 24 ч. 
Столбцы, окрашенные синим цветом, – в/к способ 
инъекции, красные столбцы – с/к способ введения 
VACV LIVP. Данные представлены как среднее гео-
метрическое значение с доверительным интервалом 
для вероятности 95%. На оси Y представлено количе-
ство IFNγ-продуцирующих клеток (ИПК) на 106 спле-
ноцитов. День 0 – показатель Т-клеточного ответа 
у неиммунизированных мышей. Статистический анализ 
проводили с использованием программного обеспече-
ния GraphPad Prism 9.0. Значения P приведены над го-
ризонтальными скобками
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Рис. 3. Концентрация определенных в ИФА VACV-
специфичных IgG в сыворотках крови мышей, имму-
низированных VACV LIVP в дозе 105 БОЕ. Столбцы, 
окрашенные синим цветом, – в/к инъекция, красные 
столбцы – с/к способ введения VACV LIVP. C – кон-
троль – сыворотки крови мышей, которым вводили 
физраствор. На диаграмме представлены средние 
геометрические значения с доверительным интерва-
лом для вероятности 95%. Статистический анализ про-
водили с использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism 9.0. Значения P приведены над гори-
зонтальными скобками
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ной летальной ортопоксвирусной инфекции, на 45 
день после в/к или с/к введения вируса LIVP мы-
шей и/н заражали летальными дозами CPXV GRI-
90 (по 6 животных в группе) или ECTV K-1 (по 6 
животных в группе). За мышами наблюдали в те-
чение 14 дней, регистрировали клинические про-
явления инфекции и гибель. Каждые 2 дня мышей 
взвешивали для определения динамики изменения 
массы тела.

После и/н инфекции CPXV в дозе 3.2 × 106 БОЕ 
(300 ЛД50) у мышей экспериментальных групп c 4 
по 8 день наблюдали признаки заболевания и вре-

менное снижение массы тела (рис. 4А). Все живот-
ные группы положительного контроля погибли к 6 
дню, в то время как все мыши экспериментальных 
групп выздоровели (рис. 4Б).

После и/н инфекции мышей высокопатогенным 
ECTV в дозе 7.3 × 103 БОЕ (300 ЛД50) в эксперимен-
тальных группах c 6 по 10 день наблюдали призна-
ки заболевания и временное снижение массы тела 
(рис. 5А). Все животные группы положительного 
контроля погибли к 8 дню. При этом в группе в/к 
вакцинированных выжило 50% мышей, а в группе 
с/к вакцинированных – 17% (рис. 5Б). 
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Кожа – обогащенный иммунными клетками ор-
ган, содержащий компоненты, которые обеспечи-
вают эффективную индукцию как гуморального, 
так и клеточного иммунного ответа на инфекцию/
вакцинацию [1–3]. При этом существуют два спо-
соба кожной вакцинации: исторически первым стал 
метод трансэпидермальной инокуляции, или ска-
рификации кожи (с/к), и предложенная в начале 
20-го века техника внутрикожной инъекции (в/к) [8]. 
Каждый из этих методов имеет свои преимущества 
и недостатки.

Метод с/к относительно прост, но при его приме-
нении нарушаются кожные покровы, что обуслов-
ливает индукцию локальных воспалительных реак-
ций и сложность четкого контроля дозы вводимого 
препарата. В/к инъекция с помощью иглы и шприца 
вносит минимальные повреждения в кожу и по-
зволяет точнее вводить вакцину в нужный компар-
тмент кожи и дозировать ее. 

Несмотря на долгую историю использования 
как с/к, так и в/к методов вакцинации, до сих пор 
не проведено полностью корректного сравнения им-
муногенной и протективной эффективности этих 
двух методов при введении VACV на животных 
моделях. Такое заключение можно сделать исхо-
дя из того, что при сравнении с/к и в/к способов 
введение VACV в большинстве работ осуществляли 
в разные области тела лабораторных мышей [19]. 
Результаты наших предварительных эксперимен-
тов показали, что уровень иммунного ответа при в/к 
инъекции VACV зависит от области тела мыши, 
куда вводится препарат вируса. Чтобы исключить 
такое влияние, мы сравнили с/к и в/к техники, 
используя введение одной и той же дозы VACV 
в одну и ту же область хвоста мыши.

В качестве объектов исследования использовали 
мышей линии BALB/c и штамм LIVP VACV. Вирус 
LIVP в дозе 105 БОЕ вводили мышам в/к или с/к 
в кожу хвоста на расстоянии 1 см от его основа-
ния. У шести животных, вакцинированных каждым 
из двух изучаемых методов, в каждой временной 
точке (7, 14, 21 и 28 дпи) проводили забор проб кро-
ви из ретроорбитального венозного синуса и по-
лучали индивидуальные сыворотки для анализа 
уровня VACV-специфичных антител. После этого 
у каждого животного извлекали селезенки для вы-
деления спленоцитов и проведения IFN-γ ELISpot-
анализа Т-клеточного иммунного ответа. В качестве 
контроля использовали чистых (не иммунизирован-
ных) мышей. 

Интенсивность Т-клеточного иммунного ответа 
у иммунизированных мышей определяли по чис-
лу спленоцитов, продуцирующих IFN-γ в ответ 

на стимуляцию пептидами из состава иммунодоми-
нантных белков VACV (рис. 1). При с/к инокуля-
ции VACV LIVP на 7 дпи у мышей индуцировал-
ся лишь небольшой уровень VACV-специфичного 
Т-клеточного ответа, который на 14 дпи достигал 
максимума, а на 21 и 28 дпи значительно снижался. 
При в/к инъекции интенсивный Т-клеточный им-
мунный ответ у мышей развивался уже на 7 дпи, 
сохраняясь на высоком уровне все время наблюде-
ния (до 28 дпи). Таким образом, в/к иммунизация 
VACV LIVP активирует у мышей более выражен-
ный и долговременный Т-клеточный иммунный от-
вет по сравнению с с/к вакцинацией.

У оставшихся мышей в экспериментальных 
и контрольных группах (по 12 животных в каж-
дой группе) на 42 дпи проводили прижизненный 
забор проб крови из ретроорбитального венозно-
го синуса и получали образцы сывороток каждой 
мыши. ИФА всех сывороток иммунизированных 
мышей показал, что динамика и уровень продук-
ции VACV-специфичных IgM (рис. 2) и IgG (рис. 3) 
при в/к и с/к методах вакцинации не имели значи-
мых различий. Максимум уровней IgM приходился 
на 21 дпи, а IgG – на 28 дпи.

Для оценки протективного иммунитета, развив-
шегося в ответ на в/к или с/к вакцинацию, на 45 дпи 
по шесть мышей каждой группы и/н инфицировали 
высоколетальными дозами CPXV GRI-90 или ECTV 
K-1. Оказалось, что оба метода вакцинации обеспе-
чивали полную защиту мышей от заражения CPXV 
в дозе 300 ЛД50 (рис. 4), но при и/н инфекции мышей 
дозой 300 ЛД50 высоковирулентным ECTV, эволю-
ционно относительно далеко отстоящим от VACV 
и CPXV [20], защита вакцинированных животных 
была частичной (рис. 5). При этом в группе в/к им-
мунизированных мышей выжило 50%, а в группе с/к 
иммунизированных – 17%.

На основании полученных результатов можно 
заключить, что хотя наибольший вклад в защи-
ту от повторной ортопоксвирусной инфекции вно-
сит гуморальный иммунный ответ [21–23], важное 
значение имеет и уровень клеточного иммунитета, 
развившегося в ответ на вакцинацию. Также можно 
сделать вывод, что в/к инъекция VACV может обе-
спечить более надежный протективный иммунитет 
по сравнению с классической с/к техникой.

Полученные нами результаты отличаются от ра-
нее описанных результатов группы T.S. Kupper 
[14, 19], которые выявили более выраженную им-
муногенность и протективность VACV при с/к им-
мунизации мышей по сравнению с в/к и другими 
методами введения вируса. В этих работах мышей 
линии C57BL/6 иммунизировали дефектным по ре-
пликации штаммом MVA VACV и оценивали защи-
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ту от и/н летальной инфекции нейровирулентным 
для мышей штаммом WR VACV. При этом при ис-
пользовании разных способов вирусы вводили 
в разные части тела мышей.

В нашей работе использовали другую линию 
мышей BALB/c, а иммунизацию осуществляли ре-
плицирующимся штаммом LIVP VACV. Оценивали 
протективность иммунизированных мышей от и/н 
инфекции гетерологичными ортопоксвирусами 
CPXV и ECTV. В предварительных экспериментах 
обнаружено, что иммуногенность VACV LIVP значи-
тельно отличается при в/к инъекции вируса в раз-
ные части тела мышей. Поэтому для корректного 
сравнения эффективности с/к и в/к техник иммуни-

зации VACV LIVP вводили в один и тот же участок 
кожи хвоста мышей. По-видимому, именно это ста-
ло причиной различий в результатах, полученных 
нами, и в ранее опубликованных [14, 19].

Наблюдаемое в последние годы развитие совре-
менных техник внутрикожного введения вакцинных 
препаратов [1–3, 24] позволит упростить и повысить 
надежность этого перспективного подхода к проти-
вовирусной иммунизации, особенно при массовой 
вакцинации. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда  
(грант № 19-14-00006-П).
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Рукопись и все необходимые файлы следует загрузить 
на сайт  www.actanaturae.ru: 
1) текст в формате Word 2003 for Windows;
2) рисунки в формате TIFF;
3) текст статьи с рисунками в едином pdf-файле;
4) �перевод на английский язык названия статьи, фамилий 

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

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

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

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

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

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

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

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

 • Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов, 
адресов, заголовков и подзаголовков, названий таблиц, 
подписей к рисункам, размерностей (с – секунда,  г – 
грамм, мин – минута, ч – час, сут – сутки, град – градус). 
 • Точка ставится после: сносок (в том числе в таблицах), 
примечаний к таблице, краткой аннотации, сокращений 
(мес. – месяц, г. – год, т. пл. – температура плавления), 
но не ставится в подстрочных индексах: Т

пл
 – темпера-

тура плавления, Т
ф. п

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
цифрами в квадратных скобках (нумерация в порядке ци-
тирования). Ссылке на работу в таблице или в подписи к ри-
сунку присваивается порядковый номер, соответствующий 
расположению данного материала в тексте статьи.

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

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

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

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

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

Шкурников М.Ю. Влияние нагрузок различной интен-
сивности на концентрацию белка теплового шока с 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 
изобретений, год выдачи патента.

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