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На основе метилотрофных дрожжей Pichia pastoris создан реком-
бинантный агент биоконтроля, активным компонентом которого 
выступает рАМП протегрин-1. Полученный штамм дрожжей ин-
гибировал рост репортерной мишени как на агаризованной среде, 
так и в условиях кокультивирования в каплях микрофлюидной 
двойной эмульсии. Разработанная стратегия получения рекомби-
нантных агентов биоконтроля является важным этапом создания 
альтернативных способов борьбы с патогенами. Кроме того, рас-
смотренные подходы могут применяться для поиска новых анти-
микробных соединений с использованием технологий глубокого 
функционального профилирования.

Схематическое представление гене-
тического программирования штам-
мов дрожжей P. pastoris и создания 

рекомбинантного агента биоконтроля

Оценка эффективности действия различных ингибиторов 
аутофагии на опухолевые стволовые клетки А549
К. В. Александрова, И. И. Суворова
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На линии опухолевых клеток А549, способных экспрессировать коровые 
факторы стволовости Oct4 и Sox2, изучено воздействие ингибиторов ау-
тофагии (Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921, IITZ-01) на вы-
живаемость и сохранение исходных свойств опухолевых стволовых кле-
ток. Показано, что из выбранных препаратов только Autophinib обладает 
эффективным токсичным действием на опухолевые стволовые клетки. 
Ингибирование аутофагии посредством Autophinib приводит к снижению 
экспрессии белка Sox2 в клетках А549, что коррелирует со значительной 
индукцией апоптоза. Более того, обработанные Autophinib клетки А549 
не способны к формированию сфероидов, что свидетельствует об осла-
блении свойств стволовости. Таким образом, из числа исследованных 
препаратов только Autophinib может быть рассмотрен в качестве потен-
циального средства для элиминации раковых стволовых клеток. 

Влияние ингибиторов аутофагии 
на уровень экспрессии белков  
Sox2 и Oct4 в опухолевых клетках 
линии А549

Искажение популяционной статистики как результат различных 
методических подходов к приготовлению геномных библиотек 
древней ДНК
Ф. С. Шарко, К. В. Жур, В. А. Трифонов, Е. Б. Прохорчук
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Проведено сравнение результатов секвенирования библиотек дДНК образца 
эпохи бронзы из погребений кавказского могильника Клады. Библиотеки были 
приготовлены с применением трех различных подходов: метода дробовика 
(shotgun sequencing), отбора целевых районов генома и отбора целевых районов 
генома с предварительной обработкой ДНК смесью урацил-ДНК-гликозилазы 
и эндонуклеазы VIII. Проанализировано влияние этих подходов на резуль-
таты вторичного статистического анализа данных, а именно F4-статистики, 
ADMIXTURE и метода главных компонент (PCA). Показано, что при приго-
товлении геномных библиотек без использования урацил-ДНК-гликозилазы 
возможно искажение результатов статистической обработки, связанное с по-
смертными химическими модификациями дДНК. Для уменьшения влияния 
методических подходов рекомендуется увеличивать экспедиционные выборки 
костных останков представителей одной культуры/популяции, а также унифи-
цировать пробоподготовку в рамках одного исследования. 
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РЕФЕРАТ В обзоре рассматривается решение проблемы низкой эффективности нанотерапевтических 
препаратов путем создания альтернативных биомедицинских наносистем – роботизированных нано-
устройств, обладающих не только инкапсулирующими свойствами, но и способных выполнять раз-
личные биомедицинские функции, такие, как прецизионная хирургия, детектирование, визуализация 
и биозондирование, адресная доставка, а также нейтрализация эндогенных токсинов и ксенобиотиков. 
Наноустройства обеспечивают удаление токсикантов из биологических тканей с помощью как пу-
стых, так и загруженных химическими веществами и/или ферментами наноносителей. Этот подход 
противоположен стратегии создания систем доставки, сосредоточенной на инкапсулировании лекарств 
и их обязательному высвобождению под действием внешних факторов. В обзоре представлен широ-
кий спектр наноустройств, предназначенных для детоксикации, а именно, по виду отравлений и мето-
дам их лечения (неспецифические антидоты, нанодиализные системы), типу материала и токсикантов. 
Заключительная часть обзора посвящена зарождающейся области исследований – ферментным нано-
системам, обеспечивающим быструю и эффективную нейтрализацию токсинов in vivo. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА детоксикация, наноустройства, системы доставки, ферменты.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЛЭ – липидные эмульсии; RM-PL – эритролипосома; LSPD – перитонеальный 
диализ с липосомами; ФОС – фосфорорганические соединения; E – фермент; T – токсикант. 
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ВВЕДЕНИЕ
Долгое время методы профилактики и лечения за-
болеваний человека основывались исключительно 
на введении химических или биологических ле-
карственных препаратов. Начиная с момента от-
крытия в 1964 году первых липосомальных систем, 
современная стратегия наномедицины направлена 
на инкапсулирование и стабилизацию низкомоле-
кулярных лекарственных веществ или макромо-
лекул с помощью различных типов наноносителей 
для преодоления биологических барьеров, повыше-
ния биодоступности, снижения нежелательной ток-
сичности для здоровых тканей и адресной доставки 
[1, 2]. Несмотря на то, что нанотерапевтические пре-
параты уже одобрены для применения в клинике и/
или проходят клинические испытания [3, 4], наноме-
дицина по-прежнему сталкивается с низкой эффек-
тивностью во многих приложениях, так, например, 

в среднем только 0.7% цитотоксических препаратов, 
инкапсулированных в наноносители, достигают со-
лидных опухолевых образований [5]. Начиная с 2008 
года наблюдается значительный рост публикаций, 
описывающих получение нанотерапевтических пре-
паратов нового поколения, так называемых «интел-
лектуальных наноносителей», модифицированных 
различными лигандами, обеспечивающими адрес-
ную доставку и чувствительность к различным сти-
мулам [6, 7]. 

На сегодняшний день возникла потребность 
в альтернативных биомедицинских системах, та-
ких, как роботизированные наноустройства, кото-
рые в отличие традиционных пассивных наноте-
рапевтических препаратов способны выполнять 
различные биомедицинские функции, включая пре-
цизионную хирургию, биозондирование, детекти-
рование и визуализацию in vivo, адресную достав-
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ку лекарств, а в последнее время и детоксикацию 
[8, 9]. Наноробототехника долгое время была лишь 
фантастикой, впервые выдвинутой в 1959 году кон-
цепцией Ричарда Фейнмана, лауреата Нобелевской 
премии по физике, о микроскопических механиче-
ских хирургах, продвигающихся по кровеносному 
сосуду. Вскоре, в 1966 году, концепция «хирурга» 
была представлена в научно-фантастическом филь-
ме «Фантастическое путешествие», где миниатюрная 
подводная лодка использовалась для очистки кро-
веносного сосуда от тромба. За последние несколько 
десятилетий область научной фантастики стала ре-
альностью. С использованием различных материа-
лов, технологий и методов управления разработаны 
наноустройства разнообразной формы и размеров. 
В качестве наноустройств часто упоминаются ми-
кро/наномоторы [10], микро/нанопловцы [11], микро/
наномашины [12], микро/нанонасосы [13], микро/на-
норакеты [14] и т.д. [15].

Существуют следующие определения наноу-
стройств. Наномашины – это наноразмерные ме-
ханические устройства, способные преобразовы-
вать энергию в точное механическое движение 
[16]. Микро/нанобиомедицинские устройства – это 
структуры, которыми можно управлять и приво-
дить в движение в живом организме с помощью 
химических или биогибридных источников [17]. Это 
миниатюрные структуры на основе наноматериа-
лов, спроектированные таким образом, чтобы авто-
номно двигаться и эффективно выполнять запро-
граммированные задачи даже в труднодоступных 
местах органов/тканей/клеток [18]. Таким образом, 
роботизированные наноустройства представляют 
собой инструменты нового поколения, которые мо-
гут продвигаться и/или направляться эндогенными 
и экзогенными стимулами для целенаправленного 
и персонализированного терапевтического примене-
ния. Решение проблем в практических клинических 
приложениях с использованием нанороботов все 
еще находится в зачаточном состоянии [19]. К клю-
чевым факторам, которые необходимо учитывать 
при разработке и успешном применении идеальных 
биомедицинских терапевтических наноустройств 
в клинике, относятся:
• биосовместимость с телом пациента; 
•  способность загрузки/выгрузки лекарств, визуа-

лизирующих агентов и т.д.; 
•  контролируемое движение и возможность отсле-

живания во времени с помощью методов меди-
цинской визуализации;

•  контролируемая деградация без образования ка-
ких-либо токсичных метаболитов в теле пациента.
Номенклатура микро/наноустройств основана 

на их конструкции, геометрии, механизме движения 

и характере вращения. Как правило, самодвижение 
наноустройств осуществляется за счет:

а) преобразования энергии химических и фер-
ментативных [20, 21] реакций в механическую [22]. 
Такие наноустройства двигаются в определенном 
направлении за счет энергии ферментативных 
или различных химических реакций [23, 24], напри-
мер, i) наноустройства, передвигающиеся за счет 
образования пузырьков газа (водорода, кислорода 
и т.д.); ii) самоэлектрофоретические наноустройства, 
работающие по принципу разницы окислительно-
восстановительного потенциала; iii) самодиффу-
зионные наноустройства, где механизм движения 
осуществляется за счет градиента концентрации 
при образовании продуктов реакции;

б) влияния внешних стимулов [25] (магнитное, 
акустическое, световое поле), т.е. это стимул-чув-
ствительные наноустройства;

в) биологические/биогибридные наноустрой-
ства, где движение обусловлено микроорганизмами 
и клеточными компонентами, например, ресничками, 
жгутиками и т.д. [26–29]. 

Совсем недавно началось исследование биоме-
дицинских наносистем, предназначенных для де-
токсикации/нейтрализации, а именно, способных 
улавливать токсичные молекулы и снижать их кон-
центрацию в организме благодаря большой площа-
ди поверхности и высокому сродству к активным 
компонентам. Известны примеры их использования 
в терапии опухолевых и воспалительных заболева-
ний [30–32], при передозировке лекарств [33], ксе-
нобиотиков, включая промышленные токсиканты 
и боевые отравляющие вещества, и т.д. Как правило, 
адресные системы доставки лекарств направлены 
на инкапсулирование терапевтического агента и его 
высвобождение в тканях-мишенях под контролем 
внешних стимулов. Совершенно противоположный 
подход предполагается для нанодетоксицирующих 
устройств – наноносители обеспечивают удаление 
лекарств и ксенобиотиков из биологических тканей 
[34]. В обзоре представлены результаты «доказа-
тельства концепции» и потенциальные перспективы 
применения микро/наноустройств для детоксикации.

ТИПЫ НАНОУСТРОЙСТВ ДЛЯ ДЕТОКСИКАЦИИ 
В МЕДИЦИНЕ
Исходя из общих принципов, для детоксикации ис-
пользуют:
а) антидотную терапию или обезвреживание токси-
ческих веществ; 
б) ускорение выведения токсинов из организма (ге-
модиализ, перитонеальный диализ и гемосорбция); 
в) симптоматическую терапию, т.е. восстановление 
нарушенных функций.
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Наносистемы как неспецифические антидоты
В настоящее время востребованы соединения и со-
ставы, способные предотвращать или уменьшать по-
бочные эффекты передозировки лекарств или нар-
котических веществ, так называемые антидоты. 
Эффективными могут быть и такие неспецифиче-
ские антидоты, как липидные эмульсии, липосо-
мы и наногубки, способные захватывать молекулы 
лекарственных веществ за счет неспецифических 
взаимодействий (водородное связывание, гидрофоб-
ный эффект, электростатические взаимодействия). 
Таким образом, неспецифические антидоты будут 
обладать широким спектром действия при детокси-
кации и при передозировке наркотиков. 

Наноэмульсии. Известно, что при передозировке 
липофильных препаратов рекомендуется примене-
ние липидной реанимационной терапии, а именно, 
использование в качестве неспецифических анти-
дотов липидных эмульсий (ЛЭ) – внутривенно вво-
димых наноразмерных капель типа «масло в воде» 
[35]. ЛЭ применяют при передозировке и для сни-
жения концентрации липофильных антиаритмиче-
ских, психотропных, противомалярийных препара-
тов, местных анестетиков, блокаторов кальциевых 
каналов, таких, как пропранолол [36], кокаин [37, 
38], дилтиазем [39], бупренорфин, фентанил и бу-
торфанол [40], бупивакаин [41], ивермектин [42, 
43], ропивакаин [44, 45]. Использование ЛЭ быстро 
снижает порог судорожной активности, токсично-
сти амоксапина [46], улучшает сердечную деятель-
ность при трансплантации сердца [47]. ЛЭ приме-
няют при остром отравлении нейротоксическими 
фосфорорганическими соединениями [48]. Недавно 
был представлен подход, при котором активные 
токсичные молекулы удаляют из биологических 
тканей с помощью наноносителя – липофильно-
го амина, способного реагировать с токсином (кар-
го-альдегидом) внутри ЛЭ, образуя липофильный 
конъюгат имина в масляном ядре. Успешное выве-
дение из клеток высокотоксичного алифатического 
альдегида 4-гидроксиноненаля позволило получить 
доказательство в пользу концепции детоксикации 
живых клеток [34].

Схема механизма действия ЛЭ в организме пред-
ставлена на рис. 1. Видно, что ЛЭ захватывают хо-
рошо растворимые в жирах препараты из органов 
с высокой перфузией, таких, как сердце, мозг и поч-
ки, а в дальнейшем транспортируют их в печень 
и мышцы, что приводит к усиленному перераспре-
делению токсинов. 

В настоящее время принят динамический муль-
тимодальный механизм действия ЛЭ. ЛЭ не толь-
ко захватывают токсины/лекарства, но и изменяют 

Рис. 1. Механизм действия ЛЭ в организме, а именно, 
извлечение токсинов из органов с высокой перфузи-
ей, таких, как сердце, мозг и их дальнейший транс-
порт в печень и мышцы, что приводит к их усиленному 
перераспределению. Адаптировано из [49]

Липидная 
эмульсия

Кровеносный 
сосуд 

Сердце 

Мозг 
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их фармакокинетические характеристики, а так-
же проявляют эффект посткондиционирования на-
ряду с кардиотоническими и сосудосуживающими 
свойствами, оказывают положительный инотропный 
эффект, снижают высвобождение оксида азота, ос-
лабляют митохондриальную дисфункцию, фосфо-
рилирование киназы-3β-гликогенсинтазы и т.д. [50]. 
Влияние ЛЭ на фармакокинетические характери-
стики лекарственных средств может быть ориенти-
ром для их клинического применения [33]. Несмотря 
на то, что ЛЭ используются для купирования широко-
го спектра интоксикаций липофильными препаратами, 
тем не менее, к настоящему моменту не определены 
оптимальная дозировка, продолжительность введения, 
порядок начала лечения и введения ЛЭ [51].

Нанокапсулы. Нанокапсулы (масляное ядро/оболочка 
из диоксида кремния) были синтезированы с целью 
детоксикации [52]. Авторы [52] обнаружили, что на-
нокапсулы меньшего диаметра более эффективно 
поглощали токсины, чем нанокапсулы большего раз-
мера, т.е. распределение лекарственного вещества/
токсина в нанокапсулах пропорционально площади 
межфазной поверхности и не зависит от концен-
трации масляной фазы. Кроме того, распределение 
препарата уменьшалось по мере увеличения тол-
щины оболочки, так как при более толстой оболоч-
ке происходило снижение проникновения лекарства 
в нанокапсулу [52]. С целью лечения алкогольной 
интоксикации разработаны имитирующие гепатоци-
ты антидоты-нанокапсулы для доставки ферментов 
(алкогольоксидазы, каталазы и альдегид-дегидроге-
назы) в печень. Алкогольоксидаза и каталаза обе-
спечивали быстрое удаление спирта, а образующийся 
ацетальдегид эффективно окислялся альдегид-деги-
дрогеназой. Введение разработанного антидота мы-
шам в состоянии алкогольного опьянения обеспечи-
вало значительное снижение концентрации алкоголя 
в крови без накопления ацетальдегида [53]. 
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Наногубки. Наногубки представляют собой разла-
гающийся естественным образом трехмерный кар-
кас, образованный в растворе небольшими моле-
кулами, называемыми сшивающими агентами [54]. 
Впервые подход с наночастицами-наногубками, по-
крытыми природной клеточной мембраной и функ-
ционирующими посредством биомимикрии (рис. 2), 
был предложен Zhang L. [55]. «Наногубка действу-
ет как приманка для токсина in vivo и это новый 
способ удаления токсинов из кровотока», – сооб-
щает Zhang L. «Вместо того, чтобы создавать спе-
циальные средства для лечения отдельных токси-
нов, мы разрабатываем платформу, которая может 
нейтрализовать токсины, продуцируемые широким 
спектром патогенов». Наногубка, созданная Zhang 
L. и его коллегами, представляет собой полимерное 
ядро из сополимера молочной кислоты с гликолевой 
кислотой (PLGA) с внешней оболочкой мембраны 
из эритроцитов, притягивающих токсины как при-
манка. В тестах на мышах профилактическое вве-
дение наногубок приводило к снижению уровня 
смертности до 11%, по сравнению со 100% уровнем 
смертности без лечения. Введение наногубок по-
сле инъекции токсина снижало смертность до 56%. 
Наногубки с изолированным токсином, предположи-
тельно, накапливались в печени, где в отсутствие 
каких-либо повреждений токсин безопасно метабо-
лизировался и удалялся из организма [55, 56]. 

Наногубки эффективно применялись для детокси-
кации бактериальных токсинов [57, 58]. Кроме того, 
такие наносистемы эффективно связывают и нейтра-
лизуют низкомолекулярные соединения [59], ауто-
иммунные антитела [60], воспалительные цитокины 
[61], бактерии и вирусы [62, 63], нейротоксины (те-
тродотоксин, ботулинический токсин и сакситоксин) 
[64]. Наногубки, обеспечивающие нейтрализацию 
нейротоксинов, состоят из полимеров, покрытых 
мембраной нейронов, а именно клеток Neuro-2a; при-
менение этой клеточной линии, полученной из нерв-
ного гребня мыши, повышало выживаемость мышей 
при лечении и профилактике при отсутствии острой 
токсичности [64]. Более эффективным был механизм 
двухмодальной детоксикации с наногубками, содер-
жащими масляное ядро и покрытие эритроцитарной 
мембраной (Oil-NS) [65]. Полученная конструкция 
Oil-NS сочетает в себе специфическую связываю-
щую способность биологических рецепторов, при-
сутствующих на клеточной мембране, с неспецифи-
ческой абсорбционной функцией масляного ядра, 
которые совместно повышают общую детоксикаци-
онную способность. Таким образом, нейтрализация 
токсинов осуществляется благодаря совместной ра-
боте мембраны и масляного ядра. Гибридная систе-
ма наногубка-гель способна нейтрализовать токсины, 

а ее применение как в терапевтических, так и в про-
филактических целях приводит к значительному 
улучшению при поражении кожи токсинами [66]. 
Предметом дальнейшего изучения является стра-
тегия биомиметической детоксикации, основанная 
на создании наночастиц, покрытых мембраной тром-
боцитов, перспективных в качестве дополнительной 
терапии пациентов с инфекцией MRSA (метицил-
линрезистентный золотистый стафилококк) [67]. 

Эритролипосомы. Эритролипосомы (RM-PL) пред-
ставляют собой биомиметическую платформу, скон-
струированную из искусственных липидных мем-
бран и природных мембран эритроцитов. Такие 
системы успешно применяют для нейтрализации 
различных гемолитических порообразующих ток-
синов [68]. Токсины, поглощенные RM-PL, попадали 
в печень и селезенку, а затем подвергались эндоци-
тозу и перевариванию макрофагами. В результате 
утрачивалась первоначальная токсичность для ор-
ганов-мишеней, что позволяло животным выжить.

Биомиметические гибридные системы. Микро-
моторы Янус – частицы магния и золота, покрытые 
мембранами эритроцитов (RBC-Mg), действующие 
как приманки и обладающие способностью поглощать 
и нейтрализовать биологические токсины в воде 
и биологических средах. Показана возможность при-
менения наномоторов RBC-Mg для быстрой деток-
сикации α-токсина и метилпараоксона – моделей 
мембраноповреждающих токсинов и боевых отрав-
ляющих веществ соответственно [69, 70]. Гибридные 
биомембранные нанороботы с акустическим приво-
дом и мембраной, состоящей из двух типов клеток 
(эритроциты и тромбоциты), эффективно связыва-
лись и c токсинами, и с патогенами в крови. Для од-
новременного элиминирования патогенных бактерий 
и токсинов были применены белки, находящиеся 
в гибридной мембране. Последние способствовали 
связыванию с патогенами и нейтрализации поро-

Мембрана 
эритроцитов 

Полимерное 
ядро 

Мембраноактивные 
белки 

Рис. 2. Структура наногубки, представляющая собой 
полимерное ядро с мембранной оболочкой из эритро-
цитов. Адаптировано из [55]
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образующих токсинов [71, 72]. Опубликованы при-
меры [73] получения микророботов с наночастицами 
Fe3O4, покрывающими дрожжевые клетки, и созда-
ния цеолитного имидазолатного каркаса-67 (ZIF-67) 
для нейтрализации микотоксинов (рис. 3). 

Нанодиализные системы для улучшения 
выведения токсинов 

Липосомы. Использование липосомальных диали-
затов – это зарождающаяся область исследований. 
Липосомы, не загруженные лекарством, – «пустые» 
липосомы, использовали в качестве поглотителей эк-
зогенных и эндогенных токсичных молекул, и часть 
из этих исследований достигла клинических испыта-
ний. Вполне возможно, что в следующем десятиле-
тии липосомы будут использоваться в качестве на-
ноантидотов в клинике [74]. При введении «пустых» 
липосом in vitro происходит образование резервуара 
для связывания токсина. Липосомы обладают способ-
ностью связывать токсин за счет электростатических 
взаимодействий и гидрофобного эффекта в мембра-
не или посредством захвата ионов в гидрофильном 
ядре. Внелипосомальные неионизированные моле-
кулы проникают в липосомы и захватываются ги-
дрофильным ядром с регулируемым значением рН. 
Например, слабоосновная лекарственная молекула, 
попадая в гидрофильное ядро липосомы с кислым 
значением pH, ионизируется и теряет способность 
диффундировать через липидный бислой (рис. 4).

Впервые гемодиализный метод, включающий ли-
посомы и антиоксиданты, был представлен как уни-
кальная стратегия удаления токсинов. In vitro на-
блюдали более заметное снижение содержания 
продуктов окисления и удаления тромбоцитов и би-
лирубина по сравнению с обычным гемодиализом 
[75]. Эксперименты in vivo на крысах с уремией 
подтвердили, что добавление липосом в диализат 
в качестве дополнения к обычному гемодиализу мо-
жет способствовать удалению связанных с белком 
уремических растворенных веществ. Разработанная 

наносистема обладает уникальными преимущества-
ми в сравнении с альбумином и другими альтерна-
тивными методами с применением сорбентов [76]. 
Липосомы, модифицированные линолевой кислотой 
[77], и декорированные полиэтиленимином, проде-
монстрировали значительно более высокие скоро-
сти связывания и быстрый клиренс уремических 
токсинов, связанных с белками [78]. Доклиническая 
оценка трансмембранных липосом с градиентом рН 
для концентрирования аммиака подтвердила спо-
собность перитонеального диализа с липосомами 
снижать уровень аммиака в плазме у свиней с ис-
кусственно индуцированной гипераммониемией [79].

Перитонеальный диализ с липосомами (LSPD), 
а именно диализат, обогащенный рН-градиентными 
липосомами, т.е. имеющими градиент рН между 
внутренней и внешней средой липосом (кислая – 
внутри, нейтральная – снаружи), облегчал сим-
птомы отравления на моделях животных [80, 81]. 
На крысах показано заметное повышение концен-
трации галоперидола, верапамила и амитриптилина 
в диализате при использовании LSPD по сравнению 
с перитонеальным диализатом без аугментации [80, 
81]. LSPD применяли для удаления токсинов – пре-
паратов, обладающих способностью сильно связы-
ваться с белками крови. Амитриптилин был выбран 
в качестве препарата, обладающего высокой способ-
ностью связываться с белками крови. Установлено, 
что диализаты, обогащенные липосомами, увеличи-
вают экстракцию амитриптилина in vivo [82]. 

Липосомы, модифицированные полиэтиленгликолем 
с инкапсулированным фосфатсвязывающим цитратом 
железа (III), представляли собой ловушки для ионов 
фосфата в кровотоке во внутреннем липосомальном 
ядре и снижали концентрацию свободных ионов фос-
фата в растворе и в сыворотке [83] (табл. 1).

ФЕРМЕНТАТИВНЫЕ НАНОУСТРОЙСТВА 
ДЛЯ ДЕТОКСИКАЦИИ 
Подробное описание наночастиц с инкапсулиро-
ванными ферментами представлено в недавно опу-

Рис. 3. Схема полу-
чения биомимети-
ческих гибридных 
систем для нейтрали-
зации микотоксинов. 
Адаптировано из [73]

Дрожжевые клетки 

Наночастицы Fe
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O

4
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бликованном нами обзоре, где рассмотрены типы 
и материал наночастиц, результаты клинических 
исследований и т.д. [85]. Поэтому в этой части об-
зора сосредоточимся на системах – ферментатив-
ных наноустройствах для нейтрализации токсинов. 
Инкапсулирование ферментов в наноносители от-
крывает возможность для создания наноустройств 
– нанореакторов, содержащих молекулы, осущест-
вляющие аномальную диффузию и кинетические 
законы. Такие системы способны осуществлять оди-
ночные и/или каскадные реакции, биосинтез, дегра-
дацию токсичных молекул [86]. Нанобиотехнология 
ферментных нанореакторов – это новая, активно 
развивающаяся область исследований. Например, 
недавно была исследована возможность перитоне-
ального диализа с липосомами, содержащими фер-
менты (алкогольоксидазу и каталазу). Удаление 
этанола дополнительно ускорялось добавлением 
H2O2, который быстро разлагался до O2 с помощью 
каталазы. В модели интоксикации грызунов этано-
лом ферментные липосомы усиливали метаболизм 
этанола, о чем свидетельствовала повышенная про-
дукция основного метаболита этанола – ацетальде-
гида [84]. 

Работы нашей группы сосредоточены, в частно-
сти, на проектировании и разработке инъекцион-
ных терапевтических ферментных нанореакторов 
для нейтрализации таких токсинов, как фосфо-
рорганические соединения (ФОС) [87]. Известно, 
что ферменты, способные нейтрализовать ФОС, 
могут быть использованы в качестве стехиометри-
ческих, псевдокаталитических или каталитических 

«биоловушек» [88, 89]. Такие ферменты, как фосфо-
триэстеразы и холинэстеразы, могут быть активны-
ми компонентами терапевтических наноустройств. 
Инкапсулирование ферментов в наноносители 
предназначено, в первую очередь, для преодоле-
ния быстрого клиренса и иммунного ответа после 
инъекции гетерологичных терапевтических фер-
ментов. Во-вторых, инкапсулирование фермента 
обеспечивает высокую концентрацию каталити-
ческого фермента в стабильных наноконтейнерах. 
Определение концентрации инкапсулированного 
фермента внутри наноносителей является важным 
этапом при конструировании эффективного наноре-
актора in vivo. В условиях инъекционного нанореак-
тора токсикант, присутствующий в кровотоке, диф-
фундирует через мембрану нанореактора, где далее 
в его герметичном отсеке проходит ферментативная 
реакция детоксикации [90]. Концентрация фермен-
та (E) внутри наноносителя может быть как низ-
кой, так и значительно превышать концентрацию 
токсиканта (Т). Реакция внутри нанореактора про-
текает в условиях либо первого ((E) << (T)), либо 
второго порядка, когда (E) ≈ (T). Возможны случаи, 
когда происходит лишь частичная инкапсуляция 
фермента, и на внешней поверхности нанореакто-
ров образуется ферментная «корона», что может 
осложнить процесс и привести к нежелательному 
быстрому клиренсу и возможным неблагоприятным 
иммунным ответам на гетерологичные ферменты. 
Таким образом, проницаемость мембраны наноре-
актора для субстратов и продуктов реакции, воз-
можные осмотические эффекты, эффекты вязкости 

З
ахват ио

но
в

Основание 

Кислота 

Липофильное соединение 

 PEG-липид 

Анионный липид 

Нейтральный липид 

Катионный липид 

Рис. 4. Схематическое изображение липосом, имею-
щих градиент рН между внутренней и внешней средой 
липосом (значения рН кислые/основные – внутри, 
нейтральный – снаружи). Адаптировано из [82]
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Таблица 1. Типы наноустройств для детоксикации, тип материала и библиотека ферментов / лекарственных веществ

Нано устройство Материал Нейтрализация In vivo модель Ссылка

ЛЭ

Липоамин Карго-альдегиды - [34]
Интралипид Пропранолол Белые кролики [36]
Интралипид Кокаин Клинические [37]
Интралипид Кокаин Собака [38]
Интралипид Дилтиазем Клинические [39]

Интралипид Бупренорфин, фентанил, 
буторфанол - [40]

Интралипид Бупивакаин Свиньи [41]
Интралипид Ивермектин Pogona vitticeps [42]
Интралипид Ропивакаин Свиньи [44]
Интралипид Севофлуран, изофлуран Крысы [45]
Интралипид Амоксапин Клинические [46]
Интралипид ФОС Клинические [48]

Нано капсулы

Полисилоксан, октадецилтриметоксисилан, 
этилбутират, лецитин, Tween-80 Хинолин - [52]

Акриламид, N-(3-аминопропил)- 
метакриламид, N,N’-метиленбисакриламид, 

ферменты (алкооксидаза, каталаза,  
альдегид-дегидрогеназа)

Этанол Мыши C57BL/6 [53]

Нано губки

Мембрана эритроцитов, PLGA
Бактериальные токсины 

(α-гемолизин, листериоли-
зин O, стрептолизин O)

- [57]

Мембрана эритроцитов, PLGA Бактериальные токсины Мыши CD-1 [58]
Мембрана эритроцитов, PLGA Дихлофос Мыши CD-1 [59]
Мембрана эритроцитов, PLGA Аутоиммунные антитела Мыши CD-1 [60]
Мембрана нейтрофилов, PGLA Воспалительные цитокины Мыши ICR  [61]
Бактериальная мембрана, PLGA  Бактерии Мыши C57BL/6  [62]

Мембрана легочных эпителиальных клеток/
мембрана макрофагов, PLGA  SARS-CoV-2 Мыши 

C57BL/6NHsd  [63]

Мембрана клеток Neuro-2a, PLGA  Тетродотоксин Мыши ICR [64]

Мембрана эритроцитов, оливковое масло
ФОС (параоксон, диизо-
пропил флуорофосфат, 

дихлофос)
Мыши ICR  [65]

Мембрана эритроцитов, PLGA, Pluronic F127 Порообразующие токсины Мыши ICR [66]
Мембрана тромбоцитов, PLGA  S. aureus Мыши CD-1 [67]

Эритро липосома Мембрана эритроцитов, холестерин,  
фосфатидилхолин, mPEG-DSPE Порообразующие токсины Мыши ICR [68]

Микро моторы 
Янус

Мембрана эритроцитов, Mg, Au, хитозан α-токсин - [69]
Мембрана эритроцитов, Au,  

лимонная кислота Мелиттин - [70]

Гибрид ные 
био мембран ные 

нано роботы

Мембрана эритроцитов, Au Порообразующие токсины - [71]

Мембрана эритроцитов и тромбоцитов, Au Порообразующие токсины - [72]

Микро роботы 
Янус

Мембрана дрожжевых клеток, Fe3O4,  
2-метилимидазол Микотоксины - [73]

Липо сомы

Лецитин, холестерин, дезоксихолат натрия Связанные с белками  
уремические токсины 

Крысы Sprague 
Dawley [76]

Лецитин, холестерин, Tween-80,  
линолевая кислота

Связанные с белками  
уремические токсины - [77]

Лецитин, холестерин, линолевая кислота,  
полиэтиленимин, Tween-80

Связанные с белками  
уремические токсины  - [78]

LSPD

DPPC, холестерин, mPEG-DSPE,  
лимонная кислота Аммиак Минипиг 

Göttingen [79]

DPPC, холестерин, DSPE-mPEG Аммиак Крысы Sprague 
Dawley [80]

DPPC, холестерин, DSPE-mPEG Амитриптилин Крысы Sprague 
Dawley [81]

DOPG, холестерин Амитриптилин Крысы Sprague 
Dawley [82]

Фосфатидилхолин, холестерин,  
DSPE-mPEG, цитрат железа  Ионы фосфата - [83]

DOPE-NHS, β-октилглюкозид, ферменты (алко-
гольоксидаза, каталаза) Этанол Крысы Sprague 

Dawley [84]
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и краудинга, образование ферментативной короны 
являются важными, еще не до конца решенными 
технологическими проблемам [90].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время наблюдается рост числа пу-
бликаций, посвященных созданию альтернативных, 
эффективных, многофункциональных, биомедицин-
ских систем, таких, как роботизированные наноу-
стройства для детоксикации. Обзор опубликованных 
данных показывает, что для доказательства выдви-
нутой концепции нанодетоксикации необходимы, 
прежде всего, междисциплинарный подход и объ-
единение знаний в области создания и технологии 
наносистем, биохимии, биотехнологии, микро- и оп-
тоэлектроники и т.д. Тем не менее, одним из воз-
можных направлений в терапии острых отравлений 
является создание наномедицинских препаратов 
без наполнителей, состоящих из материалов и ве-
ществ, одобренных к клиническому применению. 
Кроме того, использование наноустройств открывает 

новые возможности для детоксикации при бактери-
альных и вирусных инфекциях. 

Однако необходимо преодолеть еще долгий путь 
для создания высокочувствительных, легкоуправля-
емых и безопасных наноустройств и решить такие 
проблемы, как движение в узких и труднодоступ-
ных местах, например, капилляры кровеносных со-
судов, выполнять сложные функции, быть гибкими 
и экономически эффективными. 

Работа Т.Н. Пашировой, З.М. Шайхутдиновой 
и В.Ф. Миронова выполнена за счет 

государственного задания ФИЦ КазНЦ РАН.
Работа П. Массона (Ферментативные 

устройства для детоксикации) выполнена 
за счет средств субсидии, выделенной в рамках 

государственной поддержки Казанского 
(Приволжского) федерального университета 

в целях повышения его конкурентоспособности 
среди ведущих мировых научно-образовательных 

центров.
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РЕФЕРАТ Аутоиммунная пузырчатка – тяжелое социально значимое заболевание, обусловленное по-
явлением антител к десмоглеину 3-го типа. Пузырчатка встречается преимущественно у пациентов 
старше 18 лет, а летальность при этом заболевании может достигать 50% в зависимости от возраста 
пациента и ряда других факторов. На сегодняшний день отсутствует высокоселективная или персона-
лизированная терапия пузырчатки. Одним из известных средств терапии пузырчатки является ритук-
симаб – анти-CD20-антитело, которое приводит к истощению В-лимфоцитов в периферической крови. 
Для селективной элиминации B-лимфоцитов у пациентов с пузырчаткой целесообразно использовать 
специфические иммунолиганды, выбор которых основан на определении уровня аутоантител к раз-
личным фрагментам десмоглеина. В представленной работе установлено, что доля аутореактивных 
B-клеток у пациентов с диагностированной пузырчаткой составляет 0.09–0.16%, обнаружена положи-
тельная корреляция между уровнем антител к различным фрагментам десмоглеина и количеством 
аутореактивных B-клеток.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА десмоглеин, пузырчатка, таргетная терапия, иммунолиганды.

ВВЕДЕНИЕ
Вульгарная пузырчатка – наиболее распростра-
ненная форма буллезных дерматозов, при которой 
на видимо неизмененной коже и/или слизистых обо-
лочках возникают пузыри с серозным содержимым 
и тонкой вялой покрышкой, которые после вскры-
тия образуют длительно незаживающие болезнен-
ные эрозии.

По данным официального государственного ста-
тистического наблюдения ежегодно в Российской 
Федерации выявляют 1.9–2.4 новых случая пу-
зырчатки на 100000 взрослого населения (18 лет 
и старше), а распространенность этого заболева-

ния варьирует от 4.8 до 6.3 случая на 100000 на-
селения [1].

Ключевую патогенетическую роль в развитии пу-
зырчатки играют аутоантитела класса IgG, направ-
ленные против основного структурного белка десмо-
сом многослойного плоского эпителия – десмоглеина 
3 типа (Dsg3) [2]. В результате взаимодействия ау-
тоантител с внеклеточными доменами десмоглеина 
происходит разрушение десмосом с последующим 
развитием акантолиза (дегенеративного изменения 
шиповатого слоя эпидермиса, проявляющегося раз-
рушением межклеточных мостиков и приводящего 
к образованию интраэпидермальных пузырей) [3].
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Основной метод терапии пузырчатки в настоящее 
время состоит в длительном применении системных 
кортикостероидов в виде монотерапии или в комби-
нации с другими иммуносупрессивными препара-
тами, что вызывает ряд серьезных нежелательных 
эффектов и неэффективно при резистентных к си-
стемной терапии глюкокортикостероидами (ГКС) 
формах заболевания [4].

С целью снижения курсовых доз ГКС разраба-
тываются препараты моноклональных антител, 
позволяющие проводить таргетную терапию пу-
зырчатки и других аутоиммунных заболеваний, 
воздействуя на клетки-продуценты аутоантител 
(В-лимфоциты). Первый и пока единственный по-
добный препарат, рекомендованный к применению 
в клинической практике при пузырчатке – ритукси-
маб, действующим началом которого являются хи-
мерные моноклональные антитела к CD20-антигену 
В-лимфоцитов [5]. Однако серьезную проблему 
при использовании ритуксимаба представляет си-
стемное подавление как патологических (аутореак-
тивных), так и нормальных В-лимфоцитов, что ве-
дет к формированию системного иммунодефицита, 
связанного с недостатком циркулирующих имму-
ноглобулинов. Описан ряд случаев использования 
специфических иммуноактивных агентов для на-
правленной элиминации патологических лимфо-
цитов [6, 7]. Специфичность терапии определяется 
эффективностью взаимодействия иммуноактивного 
препарата с целевой популяцией аутореактивных 
B-клеток. Существуют данные о различиях в уров-
не специфических антител к разным доменам дес-
моглеина у пациентов с диагностированной пузыр-
чаткой [8, 9]. Этот факт может быть использован 
для увеличения специфичности иммунотерапии 
при адресной доставке иммуноактивных агентов, 
имеющих в своем составе заданный вариант фраг-
мента десмоглеина. В качестве одного из вариантов 
терапии предложен метод иммуносорбции, основан-
ный на элиминации из крови больных пузырчат-
кой аутореактивных антител с помощью высоко-
селективных иммуносорбентов [10]. Таким образом, 
возникает необходимость в определении корреля-
ции уровня антител и количества аутореактивных 
B-клеток к фрагментам десмоглеина и определении 
профиля специфичности аутореактивных B-клеток 
у пациентов с пузырчаткой.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Рекомбинантный полноразмерный внеклеточный 
фрагмент Dsg3 (EC1-EC5) человека и одиночные до-
мены EC1, EC2, EC3-EC4, слитые с Fc-фрагментом 
IgG1 человека, были получены в системе экспрессии 
клеток линии CHO с использованием генетических 

конструкций на основе вектора pcDNA3.4 (Thermo 
Scientific, США). Рекомбинантные белки очищали 
из культуральной среды на колонке MabSelect SuRe 
(GE Healthcare, США). Чистоту белков подтвержда-
ли методами эксклюзионной хроматографии и элек-
трофореза.

Суммарный уровень антител к Dsg3 в сыворотках 
пациентов был охарактеризован с использованием 
тест-системы «Набор реагентов для определения 
антител IgG к десмоглеину 3» (оригинальное на-
звание – Anti-Desmoglein 3 ELISA IgG; Euroimmun; 
Германия) и выражен в относительных единицах 
активности (RU/мл) по значениям оптического по-
глощения референсной сыворотки из комплектации 
набора. Полученные рекомбинантные белки исполь-
зовали для оценки иммунореактивности сывороток 
больных обычной пузырчаткой двухэтапным конку-
рентным иммуноферментным анализом (ИФА) [11]. 
Dsg3, а также его фрагменты EC1, EC2, EC3-EC4, 
слитые с Fc-фрагментом IgG1 человека, в концен-
трации 1 мкг/мл, а также бычий сывороточный аль-
бумин (БСА) в той же концентрации для контроля 
неспецифического связывания сорбировали в лун-
ках полистиролового планшета (Greiner Bio-One 
GmbH, Германия) в течение ночи при +4°C. После 
удаления сорбционных объемов лунки отмывали 1 
раз фосфатно-солевым буфером (PBS) и блокирова-
ли 0.1% раствором казеина. После блокировки лунки 
однократно отмывали фосфатно-солевым буфером, 
содержащим 0.005% Tween-20 (PBST). Исследуемые 
сыворотки крови разводили в соотношении 1 : 100 
в PBS, содержащем 1% БСА и инкубировали в те-
чение 18 ч в термостатируемом шейкере при +24°С 
и скорости 200 об/мин. После завершения инкуба-
ции образцы исследуемых сывороток в полном объ-
еме переносили в лунки планшета из комплекта 
референсной тест-системы для повторной оценки 
непрореагировавших антител в отношении полно-
размерного Dsg3. В дополнительные лунки вноси-
ли калибровочные образцы с активностями 20 и 200 
RU/мл и инкубировали в том же режиме как опи-
сано выше (18 ч, +24°С, 200 об/мин). После инку-
бации планшет промывали 3 раза раствором PBST 
и вносили антитела к каппа и лямбда легким цепям 
антител человека, конъюгированных с пероксида-
зой хрена. В планшет из комплекта референсной 
тест-системы вносили входящий в набор конъюгат 
кроличьих антител к полноразмерному IgG чело-
века. После 60 мин инкубации (+24oC, 200 об/мин) 
лунки планшета промывали 3 раза, добавляли суб-
стратный раствор (тетраметилбензидин, TMБ) и ин-
кубировали в темноте в течение 30 мин. Реакцию 
останавливали, добавляя 4 н раствор фосфорной 
кислоты, оптическое поглощение (ОП) в лунках 
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регистрировали при длине волны 450 нм (ОП450) 
на планшетном спектрофотометре. На основе ОП 
калибровочных образцов с активностями 20 и 200 
RU/мл референсного планшета строили калибровоч-
ную кривую, позволяющую определить активность 
каждой исследуемой сыворотки в относительных 
единицах активности (RU/мл). Полученные резуль-
таты использовали для расчета доли (%) аутореак-
тивных антител, специфически взаимодействующих 
с отдельными эпитопами молекулы Dsg3 и выявляе-
мых при постановке конкурентного ИФА: 

[1 – (АPos – АR) / (АPos – АNeg)] ×100, 

где АR – активность сыворотки после преинкубации 
в планшете с иммобилизированным белком-эпито-
пом; АPos – активность сыворотки после преинкуба-
ции с Dsg3 в референсной тест-системе; АNeg – ак-
тивность после преинкубации с БСА.

В данном исследовании использовали образцы ве-
нозной крови, полученные от трех пациентов с кли-
нически и лабораторно верифицированным диагно-
зом "L10.0 Пузырчатка обыкновенная". Все пациенты 
дали письменное информированное согласие на уча-
стие в исследованиях, работа проведена с соблюде-
нием действующих правовых и этических норм.

Количество аутореактивных B-клеток оценивали 
методом проточной цитометрии с использованием 
биотинилированных рекомбинантных белков – суб-
доменов EC1, ЕС2, EC3 и EC4, слитых с констант-
ным доменом иммуноглобулина человека.

Мононуклеарные клетки периферической крови 
больных и здоровых доноров выделяли в гради-
енте плотности фиколла (Ficoll-Paque PLUS (GE 
Healthcare)). Клетки отмывали, подсчитывали, ре-
суспендировали в фосфатно-солевом буфере c до-
бавлением агента, блокирующего Fc-рецепторы 

(Human Seroblock, Bio-Rad, США), 0.5% БСА 
и 2 мМ EDТА (2 миллиона клеток в 100 мкл рас-
твора) и инкубировали в течение 30 мин во льду. 
Для формирования тетрамерного комплекса очи-
щенные и химически биотинилированные с исполь-
зованием Sulfo-NHS-LC-Biotin реагента (Thermo 
Fisher Scientific, США) препараты антигенов 
EC1-Fc, EC2-Fc, EC3-4-Fc и Dsg3-Fc смешивали 
со Streptavidin-PE (Invitrogen, США) и Streptavidin-
Cy5 (Abcam, Великобритания) в молярном соот-
ношении 4 : 1 и инкубировали в течение 30 мин 
при +4ºС в темноте. Тетрамерный иммунокомплекс 
со Streptavidin-PE добавляли к окрашиваемым 
клеткам до концентрации 4 нМ, тетрамерный имму-
нокомплекс со Streptavidin-Cy5 – до концентрации 
10 нМ, инкубировали в течение 15 мин при +4ºС 
и постоянном помешивании. Далее к анализируе-
мым пробам добавляли флуоресцентные антитела 
анти-CD45-APC-Cy7 (в разведении 1 : 300 (Sony, 
США)), антитела анти-CD19-PE-Cy7 (в разведе-
нии 1 : 1000 (Biolegend, США)) и флуоресцентный 
маркер мертвых клеток SYTOXTMGreen (в разведе-
нии 1 : 1000 (Biolegend, США)). Инкубировали до-
полнительно в течение 30 мин при +4ºС в темноте. 
Далее образцы отмывали 0.5 мл PBS с 2 мМ EDТА. 
Интенсивность флуоресценции оценивали с по-
мощью проточного флуориметра ACEA Novocyte 
(ACEA Biosciences, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Количество аутореактивных к десмоглеину 3 
B-клеток определяли в венозной крови пациентов 
с диагностированной пузырчаткой (П1–П3), в ка-
честве контрольного образца использовали кровь 
здорового донора (ЗД). Из всех образцов выделяли 
мононуклеарные клетки для последующего окраши-
вания и цитометрического анализа (рис. 1).

Рис. 1. Схема анализа профиля антигенспецифичности B-клеток с использованием метода «двойной положитель-
ной» окраски
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Отдельно отбирали сыворотку крови для опре-
деления уровня антител к Dsg3 и его фрагментам 
(табл. 1).

Как видно из представленных в табл. 1 данных, 
пациенты имели различный профиль антительного 
ответа на полноразмерный белок и домены десмо-
глеина 3. При этом у пациента П2 был констати-
рован только слабый иммунный ответ на полнораз-
мерный Dsg3, равный диагностически значимому 
пороговому значению 20 RU/мл, а пациенты П1 
и П3 характеризовались выраженным иммунным 
ответом, по-разному распространяющимся на дис-
тальные (ЕС1, ЕС2) или проксимальные (EC3-4) вне-
клеточные домены этого белка.

Для поиска корреляции между уровнями антител 
к различным вариантам десмоглеина и количеством 
антигенспецифических аутореактивных B-клеток 
проведено окрашивание фракции мононуклеаров 
иммуноактивными лигандами и специфическими 
антителами к поверхностным антигенам B-клеток – 
CD19. Ранее было показано, что количество анти-
генспецифических B-клеток находится в пределах 
0.05–0.5% от всего пула B-лимфоцитов [12]. В ходе 
исследования применяли методику создания те-
трамерной формы иммунолиганда с использова-
нием молекулы стрептавидина, конъюгированного 
с флуоресцентным красителем (рис. 1). При этом 
одна молекула комплекса взаимодействует с не-
сколькими молекулами B-клеточного рецептора, 
повышая авидность лиганда и, как следствие, уве-
личивая эффективность окрашивания. Другой клю-
чевой особенностью было использование подхода 
«двойной положительной» окраски. В этом случае 
использовали два стрептавидин-антигенных ком-
плекса, содержащих различные флуоресцентные 
метки: фикоэритрин (PE) и цианиновый краситель 
Cy5. Такой подход позволил существенно снизить 
степень неспецифического окрашивания B-клеток. 
Представленный в данной работе принцип окраши-
вания может применяться для эффективного вы-

явления В-клеток к любым идентифицированным 
антигенам, в том числе при поиске антител к воз-
будителям вирусных инфекций. Финальная схе-
ма окрашивания/анализа каждого образца вклю-
чала: (i) выделение области по размеру клеток; (ii) 
выделение области, соответствующей живым лейко-
цитам, после совместного окрашивания красителем 
SYTOXTMGreen и анти-CD45-APC-Cy7; (iii) выделе-
ние области одиночных клеток; (iv) выделение об-
ласти CD19+ B-клеток; (v) оценку двойных положи-
тельных антигенспецифических B-клеток (рис. 2).

Таблица 1. Результаты иммуноферментного анализа 
сывороток пациентов с пузырчаткой с использовани-
ем полноразмерного десмоглеина и его фрагментов 
в качестве антигена, выраженные в RU/мл

Антиген П1 П2 П3

Dsg3 700 20 1500

EC1 588 - 300

EC2 203 - 450

EC3-4 98 - 750

Рис. 2. Выбор параметров (А) и цитометрический 
анализ B-клеток, специфичных к полноразмерному 
Dsg3 (Б). Параметры граничных условий для графика 
в координатах Streptavidin-Cy5 и Streptavidin-PE выби-
рали таким образом, чтобы количество положитель-
ных событий в сегменте с «двойным положительным» 
сигналом (+/+) составляло 0.05% в контрольном 
образце (здоровый донор, ЗД)
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(0.16%), при этом количество клеток к доменам 
EC1 и EC3-4 ниже – 0.12 и 0.11% соответственно. 
У пациента П2 отсутствовали EC1-специфичные 
клетки (на уровне контроля), при  этом доля 
клеток к доменам EC2 и EC3-4 составила 0.13 
и 0.10%. У пациента П3 доля B-клеток, специфич-
ных ко всем доменам, была сравнимой с долей 
у пациента П1, однако наибольшей была доля 
В-клеток, специфичных к доменам EC2 и EC3-4 
(0.15 и 0.16%).

Рис. 3. Цитоме-
трический анализ 
B-клеток, специ-
фичных к субдоме-
нам десмоглеина 
3 EC1 (А), EC2 (Б) 
и EC3-4 (В). Пара-
метры граничных 
условий для графи-
ка в координатах 
Streptavidin-Cy5 
и Streptavidin-PE 
выбирали таким 
образом, чтобы 
количество поло-
жительных событий 
в сегменте с «двой-
ным положитель-
ным» сигналом 
(+/+) составляло 
0.05% в контроль-
ном образце (здо-
ровый донор, ЗД)
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Согласно  результатам ,  представленным 
на pис. 2Б, наибольшая доля B-клеток, специфич-
ных к полноразмерному десмоглеину, обнаруже-
на у пациента П3, наименьшая – у пациента П2, 
что в целом соотносится с результатами ИФА 
(табл. 1). Доля B-клеток, специфичных к различ-
ным доменам десмоглеина, у всех пациентов также 
различалась (рис. 3).

У пациента П1 выявлено наибольшее коли-
чество B-клеток, специфичных к домену EC2 
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Рис. 4. Анализ профиля специфичности антител 
и B-клеток. Образцы, проанализированные на полно-
размерный десмоглеин 3 и его домены, отмечены 
цветом. Линиями соединены значения, относящиеся 
к одному и тому же пациенту

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, анализ профиля специфичности ан-
тител и B-клеток показал в целом положительную 
корреляцию между титром специфических антител 

в крови и долей антигенспецифических B-клеток 
(pис. 4).

При этом доля аутореактивных B-клеток у паци-
ентов с пузырчаткой составила 0.09–0.16%. Также 
обнаружен заметный уровень неспецифического 
окрашивания у здорового донора (0.05%), однако 
использование «двойного положительного» подхо-
да к окрашиванию клеток позволило детермини-
ровать профиль антигенспецифичности B-клеток 
у пациентов с пузырчаткой. Полученные результа-
ты важны для разработки стратегии персонализи-
рованной терапии пузырчатки цитотоксическими 
иммунолигандами на основе рекомбинантных до-
менов десмоглеина, слитых с константным доменом 
иммуноглобулина человека. Вероятно, что пациент 
П2 будет нечувствителен к терапии EC1-Fc, в то же 
время можно ожидать элиминацию аутореактивных 
B-клеток при использовании EC2-Fc и EC3-4-Fc 
у пациентов П1 и П3 соответственно. Применение 
профилирования B-лимфоцитов у пациентов с ауто-
иммунными заболеваниями, в частности обыкновен-
ной пузырчаткой, открывает широкие перспективы 
в выборе стратегии персонализированной терапии. 

Исследование выполнено в рамках Соглашения 
№ 05.607.21.0325 (уникальный идентификатор 

проекта RFMEFI60719X0325). Результаты 
исследований по дифференциальному 
окрашиванию и анализу количества 

аутореактивных B-клеток к фрагментам 
десмоглеина 3 получены за счет средств гранта 

РФФИ (проект № 20-04-60468).
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время аутофагия рассматривается 
как перспективная молекулярная мишень для те-
рапии раковых клеток. Известно, что аутофагия 
играет критическую роль на всех стадиях онкогене-
за, а именно, при диссоциации опухолевых клеток 
от первичной опухоли и, соответственно, при об-
разовании диссоциированных опухолевых клеток; 
в процессе эпителиально-мезенхимального перехода 
и, таким образом, в метастазировании; а также под-
держивает фенотип опухолевых стволовых клеток, 
обеспечивая резистентность опухоли и ее возобнов-
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РЕФЕРАТ Аутофагия – важная часть общего механизма, обеспечивающего внутриклеточный протеостаз, 
который определяет физиологические и фенотипические характеристики клеток. Многочисленными 
исследованиями установлено, что аутофагия играет центральную роль в поддержании жизнеспособ-
ности всех типов клеток, включая злокачественные. Опубликованы данные, показывающие, что ауто-
фагия во многом поддерживает стволовые черты опухолевых клеток. Исходя из этого, модулирование 
аутофагии рассматривается как одна из перспективных фармакологических мишеней для элиминации 
опухолевых стволовых клеток в процессе терапии. Однако аутофагия представляет собой многостадий-
ный внутриклеточный процесс, в котором участвуют многочисленные белки и который может парал-
лельно активироваться различными сигнальными модулями. Все это затрудняет выбор эффективного 
фармакологического препарата для воздействия на аутофагию. По этой причине продолжается поиск 
препаратов, направленных на элиминацию опухолевых стволовых клеток с помощью фармакологи-
ческого ингибирования аутофагии. В настоящей работе нами отобрана панель ингибиторов аутофагии 
(Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921, IITZ-01). Используя линию опухолевых клеток А549, 
способных экспрессировать коровые факторы стволовости Oct4 и Sox2, мы оценили воздействие этих 
препаратов на выживаемость и сохранение исходных свойств опухолевых стволовых клеток. Показано, 
что из выбранных препаратов только Autophinib обладает эффективным токсичным действием на опу-
холевые стволовые клетки. Согласно полученным результатам, ингибирование аутофагии посредством 
Autophinib приводит к снижению экспрессии белка Sox2 в клетках А549, что коррелирует со значи-
тельной индукцией апоптоза. Более того, обработанные Autophinib клетки А549 не способны к форми-
рованию сфероидов, что свидетельствует об ослаблении свойств стволовости. Таким образом, из числа 
исследованных препаратов только Autophinib может быть рассмотрен в качестве потенциального сред-
ства для элиминации раковых стволовых клеток. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА опухолевые клетки, раковые стволовые клетки, аутофагия, Sox2, Oct4, Autophinib.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ Vps34 (phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3, hVps34) – каталити-
ческая субъединица фосфатидилинозит-3-киназы классa 3.

ление. С учетом того, что аутофагия лежит в основе 
различных фенотипических и физиологических про-
явлений злокачественных клеток, в рамках настоя-
щей работы исследованы последствия ингибирования 
аутофагии на элиминацию опухолевых клеток in 
vitro. На основе опубликованных данных определена 
панель плохо изученных фармакологических пре-
паратов, которые блокируют аутофагию в клетках 
и в настоящее время рассматриваются как агенты, 
перспективные для терапии опухолей различных ти-
пов. Фармакологический агент Autophinib, синтези-
рованный в 2017 году, представляет интерес как но-
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вый перспективный ингибитор аутофагии (IC50 = 90 
и 40 нМ), действующий посредством ингибирования 
липидной киназы Vps34 (IC50 = 19 нM in vitro) [1, 2]. 
Липид-киназа Vps34 участвует в образовании пре-
аутофагосомальной мембраны, на основе которой 
формируются будущие аутофагосомы, и регулиру-
ется киназами Ulk1 и Ulk2 [3]. Киназы Ulk1 и Ulk2 
инициируют процесс аутофагии и, таким образом, 
подавление как Ulk1/2, так и Vps34 ингибирует ау-
тофагию на самом раннем этапе. В нашей работе 
использованы два ингибитора киназ Ulk1 и Ulk2 – 
SBI-0206965 (IC50 = 108 и 711 нМ для Ulk1 и Ulk2 
соответственно) и MRT68921 (IC50 = 2.9 и 1.1 нМ, 
для Ulk1 и Ulk2 соответственно). В 2015 году обнару-
жили, что MRT68921 и SBI-0206965 являются специ-
фичными ингибиторами аутофагии, далее они были 
определены как потенциальные противоопухолевые 
препараты [4–8]. В 2018 году показали, что IITZ-01 
действует как эффективный ингибитор аутофагии 
[9]. В опытах на моделях рака молочной железы in 
vitro и in vivo препарат IITZ-01 показал высокую 
противоопухолевую активность с ингибированием 
аутофагии посредством дестабилизации лизосом 
[9]. Препарат Siramesine был впервые синтезирован 
в 1995 году в качестве анксиолитика, так как он яв-
ляется селективным агонистом сигма-2-рецепторов, 
с которыми эффективно связываются различного 
класса психотропные соединения в мозге [10]. В на-
стоящее время показано, что Siramesine эффективно 
блокирует аутофагию посредством дестабилизации 
лизосом в опухолевых клетках [11]. Таким обра-
зом, Siramesine и IITZ-01 супрессируют аутофагию 
на поздних этапах ее развития, когда зрелые ауто-
фагосомы не способны слиться с лизосомами из-за 
повреждений последних для дальнейшей деградации 
внутриклеточного материала. Как правило, клетки, 
в которых аутофагия блокируется на поздних стади-
ях, характеризуются высокой аккумуляцией аутофа-
госомных структур в цитоплазме. 

Таким образом, согласно немногочисленным дан-
ным, указанные ингибиторы аутофагии способны 
эффективно элиминировать раковые клетки in vitro 
и in vivo, однако до сих пор эти препараты не из-
учены в достаточной степени для того, чтобы можно 
было на основе критической массы научных данных 
сделать вывод об их перспективе в использовании 
в терапии рака. Способность выбранных фарма-
кологических агентов эффективно элиминировать 
опухолевые клетки проверили на опухолевой ли-
нии А549, которая обладает свойствами стволово-
сти. Опухолевые стволовые клетки очень устойчи-
вы к химиотерапии, по этой причине они являются 
хорошей модельной системой in vitro для скрининга 
потенциальных противоопухолевых агентов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток
Клетки опухолевой линии А549 культивировали 
при 37°С и 5% CO2 в среде DMEM («Биолот», Россия), 
содержащей 10% сыворотки (FBS, Hyclone, США). 
Клетки этой линии получены из ЦКП «Коллекция 
культур клеток позвоночных». В работе использо-
вали следующие ингибиторы (Selleckhem, США): 
Autophinib (5 мкМ), SBI-0206965 (1 мкМ), Siramesine 
(0.5 мкМ), MRT68921 (1 мкМ), IITZ-01 (1 мкМ).

Трансдукция клеток и их анализ
Лентивирусный вектор, несущий репортер SORE6-
mCherry, любезно предоставлен Гордеевым С.А. 
(Институт цитологии РАН). Трансдукция кле-
ток А549 лентивирусным вектором осуществле-
на согласно протоколу [12]. Флуоресценцию белка 
mCherry детектировали на проточном цитометре 
Becton Dickinson FACscan (США) на канале ECD-A.

Образование сфероидов
Клетки A549 культивировали в висячих каплях 
в планшетах без адгезивного покрытия Sarstedt 
(Германия). Предварительно клетки обрабатыва-
ли ингибиторами аутофагии в указанных концен-
трациях в течение 3 дней. Далее клетки снимали 
с чашек с помощью раствора трипсина–версена 
(1 : 1) и высевали в плотности 4000 клеток в капле. 
Сфероидные колонии размером не менее 50 мкм 
анализировали через 7 дней с помощью инвертиро-
ванного микроскопа TS100-F (Nicon, Япония). 

Оценка жизнеспособности
Количество живых и мертвых клеток оценивали 
методом проточной цитометрии. Клетки снимали 
с чашек с помощью раствора трипсина–версена 
(1 : 1) и центрифугировали. Далее к суспензии жи-
вых клеток добавляли DAPI (1 мкг/мкл), инкубиро-
вали в течение 20 мин при комнатной температуре 
и анализировали на проточном цитометре Becton 
Dickinson FACscan (США). Краситель DAPI прони-
кал в пермеабилизованные клетки, что позволяло 
идентифицировать мертвые клетки. 

ОТ-ПЦР
Тотальную РНК выделяли с  использовани-
ем реагента TRIZOL («Евроген», Россия) соглас-
но протоколу производителя. Реакцию обратной 
транскрипции проводили согласно протоколу про-
изводителя («Евроген»), используя ревертазу MMLV, 
2.5 мкг РНК и 1 мкг случайных гексапраймеров. 
Количественную ОТ-ПЦР проводили с использова-
нием набора для ПЦР («Евроген») в реальном време-
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ни, содержащего краситель SYBR Green, на прибо-
ре 7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems, 
США). Были использованы следующие праймеры:
sox2 (F) – TTGCTGCCTCTTTAAGACTAGGA, 
sox2 (R) – CTGGGGCTCAAACTTCTCTC; 
gapdh (F) – GAGGTCAATGAAGGGGTCAT, 
gapdh (R) – AGTCAACGGATTTGGTCGTA.

Анализ активности каспазы-3 in vitro
Клетки лизировали в буфере, содержащем 50 мМ 
HEPES (ICN, США) pH 7.4, 0.1% CHAPS (Sigma), 
0.5% IGEPAL-100 (ICN), 5 мМ DTT (Sigma), в тече-
ние 30 мин при 4°С. В реакционную смесь (40 мМ 
HEPES pH 7.4, 0.1% CHAPS, 1 мМ DTT и 40 мкМ 
флуорогенного субстрата AcDEVD-AMC (Sigma)) 
добавляли равное количество белка из лизатов, ин-
кубировали в течение 1 ч при 37°С. Флуоресценцию 
измеряли на флуориметре GloMax®-Multi Jr. 

Иммуноблотинг
Клетки лизировали в PBS, содержащем 1% NP-40, 
0.5% дезоксихолата натрия, 0.1% SDS, ингибиторы 
протеаз и фосфатаз, и далее центрифугировали. 
Количество белка в пробах измеряли по методу 
Брэдфорда; на гель наносили равное количество 
белка в каждой пробе. В качестве первичных ан-
тител использовали антитела к Oct4, Sox2 (Santa 
Cruz, США), LC3 (Cell Signaling, США), α-тубулин 
(Sigma). В качестве вторичных антител использо-
вали антитела кролика против иммуноглобулинов 
мыши и антитела козла против иммуноглобулинов 
кролика, конъюгированные с пероксидазой хрена. 
Белки выявляли методом усиленной хемилюми-
несценции (ECL, Amersham, Англия). Полученные 
результаты денситометрировали с использованием 
программы ImageJ. Значения нормированы на кон-
троль нагрузки (α-тубулин) и приведены к относи-
тельным единицам измерения.

Статистический анализ
Полученные результаты анализировали с помо-
щью программного обеспечения GraphPad Prism 8. 
Результаты представлены как среднее значение ± 
стандартная ошибка среднего. Средние значения 
сравнивали с использованием критерия Стьюдента 
с поправкой Бонферрони. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Фармакологический агент Autophinib оказывает 
выраженный цитотоксический эффект 
на опухолевые клетки А549
Рабочие концентрации фармакологических аген-
тов Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921, 

IITZ-01 были подобраны на основании опублико-
ванных данных таким образом, чтобы (1) выбранная 
концентрация не вызывала гибель более 50% клеток 
в течение суток; (2) выбранная концентрация по-
зволяла исследовать стволовые свойства выживших 
клеток после 3 дней обработки. Согласно полученным 
данным, Autophinib (5 мкМ), SBI-0206965 (1 мкМ), 
Siramesine (0.5 мкМ), MRT68921 (1 мкМ) и IITZ-01 
(1 мкМ) вызывали гибель не более 30% клеток А549 
после одного дня обработки (рис. 1А). Через 3 дня по-
сле обработки препаратами SBI-0206965, Siramesine, 
MRT68921 и IITZ-01 число погибших клеток А549 
увеличилось до 40% (рис. 1А). Ингибитор аутофа-
гии Autophinib проявил ярко выраженный цитоток-
сический эффект как на первые (чуть больше 30% 
мертвых клеток), так и на третьи сутки обработки 
(около 60% мертвых клеток) (рис. 1А). Анализ актив-
ности каспазы-3 in vitro показал, что все указанные 
модуляторы аутофагии вызывают активацию апоп-
тоза в клетках А549, при этом наиболее сильным 
про-апоптотическим действием обладает Autophinib 
(рис. 1Б). В то время как SBI-0206965, Siramesine, 
MRT68921 и IITZ-01 усиливали активацию каспазы-3 
приблизительно в 2 раза по сравнению с контролем 
через 1 сут после обработки, Autophinib увеличивал 
уровень активности каспазы-3 приблизительно в 3 
раза (рис. 1Б). Таким образом, из всех отобранных 
нами препаратов наибольшую способность элимини-
ровать опухолевые клетки А549 показал Autophinib. 

Чтобы выяснить, насколько фармакологиче-
ские агенты Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, 
MRT68921, IITZ-01 эффективно подавляют аутофа-
гию в диапазоне выбранных концентраций, были ис-
пользованы антитела против белка LC3. Известно, 
что вторая форма этого белка LC3-II образуется 
путем конъюгации цитозольного белка LC3 (LC3-I) 
с фосфатидилэтаноламином на поверхности зарож-
дающихся аутофагосом. По этой причине считает-
ся, что LC3-II относительно специфично маркирует 
аутофагосомы и аутофаголизосомы и может свиде-
тельствовать об интенсификации аутофагии в клет-
ках. Согласно полученным результатам, аутофаги-
ческая активность в клетках А549, индуцированная 
сывороточным голоданием в течение 4 ч, эффектив-
но подавляется агентами Autophinib, SBI-0206965 
и MRT68921 (рис. 1В). При действии препаратами 
Siramesine и IITZ-01 вторая форма белка LC3 на-
капливалась в клетках, так же как и при сыворо-
точном голодании в отсутствие указанных агентов. 
Вероятно, это связано с тем, что механизм ингиби-
рования аутофагии агентами Siramesine и IITZ-01 
преимущественно связан с дестабилизацией лизосом 
и по этой причине не препятствует активации ау-
тофагии на ранних стадиях вплоть до аккумуляции 
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аутофагосом, маркированных LC3-II. Интересно от-
метить, что среди используемых ингибиторов кина-
зы Ulk1/Ulk2 агент MRT68921 лучше подавлял ау-
тофагию в клетках А549 в условиях голодания, чем 
SBI-0206965 (рис. 1В). Фармакологический агент 
Autophinib полностью препятствует накоплению вто-
рой формы белка LC3 (LC3-II), что свидетельствует 
об эффективной супрессии этого процесса в клетках. 

В опухолевых клетках А549 Autophinib вызывает 
снижение экспрессии фактора Sox2
Транскрипционные факторы, обильно экспрессиру-
ющиеся в эмбриональных стволовых клетках, счи-
таются драйверами стволовых свойств опухолевых 
клеток. Кроме того, уровень экспрессии Sox2 и Oct4 
коррелирует c гистологической злокачественностью 
опухоли соответственно; эти белки часто служат 
прогностическими маркерами ответа злокачествен-
ных клеток на терапию и исход заболевания [13, 
14]. Для того, чтобы в полной степени охарактери-
зовать уровень экспрессии факторов Sox2 и Oct4 
в линии опухолевых клеток А549, эти клетки транс-
дуцировали лентивирусной конструкцией, несу-
щей флуоресцентный репортер SORE6-mCherry 
[12]. Флуоресцентный репортер SORE6-mCherry 

содержит шесть повторов промоторных регионов 
для связывания транскрипционных факторов Sox2 
и Oct4 с последующей индукцией транскрипции 
красного флуоресцентного белка mCherry. Он был 
сконструирован для детекции опухолевых стволо-
вых клеток [12]. Как видно на рис. 2A, трансдуци-
рованные клетки линии А549 имеют значительный 
уровень флуоресценции в красной области спектра, 
идентифицирующей активность белков Oct4 и Sox2. 
Согласно полученным результатам, лентивирусная 
трансдукция не изменяет уровень экспрессии фак-
тора Sox2 как на уровне гена, так и на уровне белка, 
что свидетельствует об адекватности используемой 
модели (рис. 2Б и В). Далее изучено влияние фар-
макологических агентов Autophinib, SBI-0206965, 
Siramesine, MRT68921 и IITZ-01 на уровень белков 
Oct4 и Sox2 в клетках линии А549 после трех дней 
обработки. Показано, что количество белка Oct4 
остается постоянным при воздействии всех типов 
фармакологических агентов, в то время как уро-
вень Sox2 снижается в клетках А549, обработан-
ных препаратом Autophinib, и остается постоянным 
при действии SBI-0206965, Siramesine, MRT68921 
и IITZ-01 (рис. 2Г). Оценка уровня экспрессии 
факторов Oct4 и Sox2 в А549, трансдуцирован-
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Рис. 1. Влияние ингибиторов аутофагии на выживаемость раковых клеток А549. А – анализ числа живых кле-
ток линии А549 в норме и при действии ингибиторов аутофагии Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921, 
IITZ-01. Представлены результаты проточной цитометрии с использованием красителя DAPI, который прони-
кает только в пермеабилизованные клетки. Подсчет клеток проводили на 1-й и 3-й дни обработки указанными 
агентами (n = 10000 событий). Планки погрешности отражают стандартную ошибку среднего (n = 3), *p <0.05, 
**p <0.05, ***p <0.005. Б – анализ активности каспазы-3 in vitro в контрольных клетках линии А549 и через сутки 
после обработки ингибиторами аутофагии Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921, IITZ-01. Планки по-
грешности отражают стандартную ошибку среднего (n = 3), *p <0.05, **p <0.025, ***p<0.005. В – иммунобло-
тинг клеточных лизатов, полученных из клеток А549 в норме и при действии сывороточного голодания в течение 
4 ч. А549 были обработаны агентами Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921, IITZ-01 в течение 4 ч в усло-
виях сывороточного голодания. Использованы антитела против белков LC3-I/II и α-тубулин
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ных лентивирусной конструкцией SORE6-mCherry, 
подтвердила ослабление свойств стволовости в опу-
холевых клетках при действии Autophinib (рис. 2Д). 
Трансформированные клетки А549 культивировали 
в течение 3 дней в присутствии ингибиторов аутофа-
гии Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921 
и IITZ-01 и далее анализировали с помощью про-
точной цитометрии. Согласно полученным данным, 
уровень флуоресценции репортерной конструкции 
SORE6-mCherry заметно снижается в клетках А549, 
обработанных Autophinib (рис. 2Д). На основании 
результатов вестерн-блотинга (рис. 2Г) можно пред-
положить, что снижение флуоресцентного свечения 
связано с уменьшением активности Sox2, но не Oct4, 
белковый уровень которого остается постоянным 
при действии Autophinib. При этом можно предпо-
ложить, что цитотоксическое действие Autophinib 

сопряжено с ослаблением свойств стволовости и по 
этой причине имеет ярко выраженный эффект. 
Таким образом, полученные данные демонстрируют, 
что из всей панели выбранных ингибиторов аутофа-
гии только препарат Autophinib изменяет стволовые 
характеристики клеток А549.

Обработка клеток А549 агентом Autophinib 
препятствует образованию опухолевых сфероидов 
Опухолевые сфероиды – это формируемые опухо-
левыми клетками трехмерные структуры, которые 
имитируют солидные опухоли in vivo во многих клю-
чевых аспектах, как например, гетерогенная архитек-
тура, внутренние градиенты сигнальных факторов, 
питательных веществ и оксигенации. Опухолевые 
сфероиды представляют собой более адекватную 
модель лекарственной устойчивости по сравнению 
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Рис. 2. Влияние ингибиторов аутофагии на уровень экспрессии белков Sox2 и Oct4 в опухолевых клетках линии 
А549. А – результаты проточной цитометрии нетрансдуцированных и трансдуцированных клеток линии А549 
репортерной конструкцией SORE6-mCherry. Флуоресценция детектирована на канале ECD-A. Б – анализ экс-
прессии мРНК Sox2 методом количественной ОТ-ПЦР контрольных и обработанных клеток А549 в течение 1 
и 3 дней указанными агентами. Экспрессия нормализована по GAPDH. В – иммуноблотинг клеточных лизатов 
на содержание белка Sox2 в клетках линии А549, нетрансдуцированных и трансдуцированных генетической 
конструкцией SORE6-mCherry. α-Тубулин приведен в качестве контроля нагрузки. Г – иммуноблотинг клеточных 
лизатов на содержание белков Sox2, Oct4, α-тубулин в клетках линии А549 в норме и после обработки указанны-
ми агентами в течение 3 дней. Результаты денситометрии представлены в виде среднего значения ± стандартная 
ошибка среднего (n = 3), *p<0.05. Д – анализ флуоресцентного свечения репортерной конструкции методом 
проточной цитометрии в клетках линии А549 в норме и после обработки указанными агентами в течение 3 дней. 
Результаты представлены в виде диаграммы. Среднее значение флуоресценции определено на основе трех 
независимых экспериментов с учетом клеточной аутофлуоресценции. Планки погрешности отражают стандарт-
ную ошибку среднего (n = 3), **p < 0.05 
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с монослойными культурами [15]. Для того, что-
бы оценить злокачественный потенциал выживших 
клеток А549 после обработки ингибиторами аутофа-
гии Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921 
и IITZ-01, оценили способность опухолевых клеток 
образовывать сфероиды. Клетки линии А549 пред-
варительно культивировали в присутствии указан-
ных агентов в течение 3 дней, затем диссоциировали 
и культивировали в условиях, необходимых для обра-
зования 3D-структур. Согласно полученным данным, 
клетки А549, обработанные препаратами SBI-0206965, 
Siramesine, MRT68921 и IITZ-01, способны к форми-
рованию сфероидных структур размером не менее 50 
мкм, хотя и в меньшей степени по сравнению с кон-
тролем (рис. 3). По всей видимости, уменьшенное 
количество сфероидов, образованных из предобра-
ботанных А549, может быть следствием инициируе-
мой этими агентами апоптотической программы, ко-
торая сохранилась в пересаженных для образования 
3D-структур клетках. Напротив, фармакологический 
агент Autophinib способен в значительной степени 
блокировать потенциал раковых клеток к формирова-
нию сфероидов, что может быть связано с серьезным 
нарушением внутриклеточного протеостаза А549. 
По всей видимости, влияние препарата Autophinib 
может иметь необратимые последствия для опухоле-
вых клеток, ведущие к неспособности восстановить 
гомеостаз и последующей элиминации. 

ОБСУЖДЕНИЕ
В последние годы разрабатывается множество ин-
гибирующих аутофагию химических соединений, 
применение которых, как ожидается, приведет к об-

ширной гибели раковых клеток и низкой токсично-
сти в отношении нормальных клеток человека [16, 
17]. Некоторые препараты, воздействующие на ау-
тофагию, уже применяются в клинике (рапамицин, 
хлорохин, гидроксихлорохин), в то время как дру-
гие находятся на стадии клинических испытаний, 
как например, ингибиторы киназы mTOR [17, 18]. 
Тот факт, что около 70% клинических исследова-
ний сосредоточены на роли аутофагии в онкогенезе, 
указывает на многообещающую роль модуляции ау-
тофагии в лечении рака [19]. 

В настоящей работе предпринята попытка оценить 
потенциальную терапевтическую значимость препа-
ратов Autophinib, SBI-0206965, Siramesine, MRT68921, 
IITZ-01 в элиминации опухолевых стволовых клеток 
А549. Показано, что среди указанных ингибиторов 
аутофагии только Autophinib обладает выраженны-
ми противоопухолевыми свойствами, ослабляя ство-
ловые свойства злокачественных клеток, индуцируя 
в них апоптоз и препятствуя возобновлению попу-
ляции. По всей видимости, детектируемые противо-
опухолевые эффекты препарата Autophinib достига-
ются посредством серьезного нарушения клеточного 
протеостаза, вызванного ингибированием белка Vps34 
и последующей блокадой не только аутофагии. Дело 
в том, что липид-киназа Vps34 является одним 
из основных продуцентов фосфатидилинозитол-
3-фосфата в клетке, который в свою очередь ре-
крутирует соответствующие белки на мембраны. 
По этой причине Vps34 не только играет ключевую 
роль в индукции аутофагии и образовании первич-
ной мембраны c привлечением мембранных белко-
вых комплексов, но и имеет решающее значение 
для осуществления эндоцитоза [20, 21]. Таким обра-
зом, ингибирование белка Vps34 приводит к подавле-
нию образования мембранных везикул, необходимых 
как для осуществления аутофагии, так и для эндо-
цитоза, что в целом повреждает внутриклеточный 
гомеостаз. Кроме того, эндоцитоз во многом опосре-
дует взаимодействие между опухолевыми клетками, 
и его нарушение может разобщать раковые клетки 
[22]. По всей видимости, неспособность клеток ли-
нии А549 образовывать сфероиды после обработки 
агентом Autophinib также связана с повреждени-
ем межклеточной коммуникации. Таким образом, 
противоопухолевое действие Autophinib связано 
не только с ингибированием аутофагии, но затра-
гивает и другие сигнальные пути. По этой причине 
фармакологические агенты SBI-0206965 и MRT68921, 
которые блокируют аутофагию посредством целена-
правленной супрессии белков Ulk1 и Ulk2, оказа-
лись менее токсичными для опухолевых стволовых 
клеток А549 по сравнению с Autophinib. Интересно, 
что препараты Siramesine и IITZ-01 также прояви-

Рис. 3. Влияние ингибиторов аутофагии на способность 
клеток линии А549 к образованию сфероидов. Резуль-
таты представлены в виде диаграмм размаха. Сферы 
размером не менее 50 мкм подсчитывали в одной капле
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ли слабый элиминирующий эффект против клеток 
А549, хотя их действие связано с дестабилизацией 
лизосом, которые необходимы как для аутофагии, 
так и для эндоцитарных путей. Тем не менее, инги-
бирование киназы Vps34 оказалось более эффектив-
ной стратегией в устранении опухолевых стволовых 
клеток в рамках проведенной работы, а также в дру-
гих описанных экспериментах. Показано, что актив-
ность киназы Vps34 необходима для экспансии опу-
холевых стволовых клеток печени, соответственно, 
РНК-интерференция этого белка приводит к проти-
воположному эффекту, препятствуя росту опухоли 
in vivo [23]. Кроме того, фармакологическое инги-
бирование Vps34 эффективно устраняет популяцию 
опухолевых стволовых клеток в печени, а также 
ингибирует рост опухолей in vivo [23]. Более того, 
подавление активности киназы Vps34 эффективно 
устраняет опухолевые стволовые клетки в условиях 
комбинированной терапии в модели опухолевых сфе-
роидов [24]. Показано, что комбинированное лечение 
с использованием 5-фторурацила и препарата 36-077, 
являющегося ингибитором Vps34, вызывает преиму-
щественное разрушение опухолевых клеток со ство-
ловым фенотипом [24]. 

На основе полученных результатов и опублико-
ванных данных становится очевидным, что фармако-

логический подход к ингибированию аутофагии в ра-
ковых клетках должен затрагивать перекрестные 
сигнальные пути. Монотерапия на основе блокады 
аутофагии в настоящее время уже признается не-
эффективной [19]. Основными причинами являются: 
(1) дуальная роль аутофагии в раке; (2) отсутствие 
терапевтически подходящих ингибиторов аутофагии; 
(3) не до конца изученные перекрестные взаимодей-
ствия между аутофагией и другими сигнальными 
путями в клетке. Показано, что совместное ингиби-
рование аутофагии и эндоцитарных путей на осно-
ве блокады Vps34 может быть хорошей стратегией 
в элиминации опухолевых стволовых клеток, и, со-
ответственно, изучение аутофагии в контексте вези-
кулярного транспорта можно рассматривать как пер-
спективную исследовательскую задачу. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования 
Российской Федерации (грантовое соглашение 

№ 075-15-2020-773). Клеточные линии 
получены из ЦКП «Коллекция культур 

клеток позвоночных», поддержанного грантом 
Минобрнауки Российской Федерации (соглашение 

№ 075-15-2021-683).
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РЕФЕРАТ Каталепсия – это особое состояние организма, сопровождающее тяжелые нейропсихические 
патологии, включая шизофрению, депрессивные расстройства, болезнь Паркинсона. У некоторых линий 
мышей каталепсия может быть вызвана зажиманием кожи загривка. Ранее методом анализа сцепления 
участок 105–115 млн п.н. на хромосоме 13 был определен как главный локус наследственной щипковой 
каталепсии у мышей. С целью поиска вероятных генов-кандидатов каталепсии мы провели полноге-
номное секвенирование мышей из линий, склонных и устойчивых к щипковой каталепсии. Нами уста-
новлено, что главный локус каталепсии ограничен участком 103.92–106.16 млн п.н. Гомологичный локус 
в геноме человека расположен на хромосоме 5 и содержит генетические и эпигенетические маркеры, 
ассоциированные с шизофренией. Кроме того, нами выявлен миссенс-вариант в гене Nln у мышей 
из линий, склонных к каталепсии. Nln кодирует фермент нейролизин, участвующий в расщеплении 
нейротензина – пептида, индуцирующего эпилепсию у мышей. Полученные данные указывают на Nln 
как на наиболее вероятный ген-кандидат, связанный со щипковой каталепсией у мышей, и на общие 
механизмы развития каталепсии у мышей и нейропсихических патологий у человека.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА каталепсия, мышь, геном, мозг, нейролизин.
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ВВЕДЕНИЕ
Каталепсия – естественное состояние организма, 
характеризующееся длительной реакцией зами-
рания и неспособностью изменить принятую позу, 
представляет собой одну из форм пассивно-оборо-
нительного поведения и встречается у большинства 
позвоночных. У человека каталепсия утратила свою 
защитную функцию и является симптомом ряда тя-

желых нейропсихических патологий, таких, как ши-
зофрения и депрессия [1, 2].

Каталепсия у грызунов может быть вызвана бло-
кадой дофаминовых D2-рецепторов нейролепти-
ками, такими, как галоперидол или морфин [3–6]. 
Немедикаментозная (щипковая) каталепсия у мы-
шей (Дополнительный файл 1. Мышь со щипко-
вой каталепсией (видеофайл) см. по ссылке https://
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evolgenomics.org/catalepsy/) может быть вызвана за-
жиманием кожи загривка [7], при этом предраспо-
ложенность разных линий мышей к данному типу 
каталепсии значительно различается. Мыши наи-
более распространенных инбредных линий, таких, 
как C57BL/6J, DBA/2, AKR/J, устойчивы к щипко-
вой каталепсии, тогда как около 50% мышей линии 
CBA/Lac демонстрируют наследственную каталеп-
сию [8–11].

Главный локус наследственной каталепсии 
у мышей был недавно картирован методами QTL-
анализа в дистальной части (61–70 сМ) хромосомы 
13 [12]. Генетическое сцепление подтверждено экс-
периментами по селективному скрещиванию [13] 
и путем переноса дистального фрагмента хромосо-
мы 13, расположенного между генетическими мар-
керами D13Mit74 и D13Mit214, из линии CBA в ге-
ном устойчивой к каталепсии линии AKR. Около 
50% мышей конгенной линии AKR.CBA-D13Mit76 
проявляли выраженную каталепсию, как и мыши 
линии СВА [10]. Линия ASC/Icg (антидепрессант-
чувствительная каталепсия) была создана путем се-
лективного возвратного скрещивания CBA × (CBA 
× AKR) и отбора мышей, склонных к каталепсии. 
Показано, что наследственная каталепсия у мышей 
линии СВА ассоциирована с депрессивноподобными 
чертами и чувствительностью к хронической тера-
пии антидепрессантами [2, 9, 11, 14]. Около 80–85% 
мышей ASC проявляют каталепсию [13], но гены, 
ответственные за щипковую каталепсию, в этой ли-
нии все еще не выявлены.

Мы провели полногеномное секвенирование 
устойчивых к каталепсии (AKR/J) и склонных к ка-
талепсии линий мышей (CBA, AKR.CBA-D13Mit76 
и ASC) для поиска предполагаемых генов-кандида-
тов или хромосомных локусов, связанных с разви-
тием наследственной щипковой каталепсии у мы-
шей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные
В работе использовали мышей из устойчивых 
(AKR/J) и  предрасположенных к  каталепсии 
(CBA/LacJ) линий, более 50 лет содержавшихся 
в Институте цитологии и генетики (Новосибирск, 
Россия) ,  а   также животных из  конгенной 
AKR.CBA-D13Mit76 линии с CBA-производным 
фрагментом хромосомы 13, содержащим главный 
ген каталепсии, который был перенесен в геном 
AKR, и мышей из линии ASC с наследственной 
предрасположенностью к каталепсии. Проведение 
исследований одобрено Этическим комитетом 
Института цитологии и генетики РАН, все экспери-

ментальные процедуры соответствовали Директиве 
Совета Европейских сообществ от 24 ноября 1986 
года (86/609/EEC). Животных тестировали на ка-
талепсию (в том числе AKR/J на отсутствие ката-
лепсии), как описано ранее [15]: тест считали по-
ложительным, если мышь сохраняла неизменной 
позу не менее 20 с. Для анализа отбирали животных 
с положительной реакцией на щипок (за исключе-
нием контрольной линии AKR). 

Полногеномное секвенирование
Геномную ДНК выделяли из фрагментов длиной 
3–4 мм хвостов мышей. По фрагменту хвоста от од-
ного животного использовали для выделения ДНК 
из линий AKR и D13Mit76C; по два хвоста исполь-
зовали для выделения ДНК из животных линий 
ASC и CBA. ДНК очищали с использованием ко-
лонок QIAamp DNA Mini (QIAGEN, Hilden, ФРГ). 
1.5 мкг геномной ДНК использовали для подготов-
ки фрагментных геномных библиотек с использо-
ванием набора TruSeq DNA Sample Preparation 
kit v2 (Illumina, Сан-Диего, Калифорния, США). 
Приготовленные фрагментные библиотеки со сред-
ней длиной вставки 350 п.н. были секвенированы 
на платформе Illumina HiSeq2000 в режиме парных 
прочтений длиной 101 н. Полученные в результа-
те секвенирования геномные данные депонированы 
в базу NCBI SRA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra, 
PRJNA900682).

Анализ данных секвенирования и статистика
Прочтения, полученные в результате секвениро-
вания, картировали на референсный геном мыши 
(GRCm38/mm10) с использованием программ BWA 
v. 0.7.17 [16] и Sarek v.2.7.1 [17]. ПЦР-дупликаты мар-
кировали с помощью инструмента Picard (http://
broadinstitute.github.io/picard/). Генетические ва-
рианты были предсказаны с использованием про-
граммного пакета GATK v.4.1.7.0 [18] и аннотирова-
ны с помощью VEP [19]. Предсказание структурных 
вариантов выполнено с помощью Manta 1.6.0 [20]. 
В результате секвенирования получено среднее ге-
номное покрытие каждого образца 17–33× (табл. 1). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Точное картирование главного локуса щипковой 
каталепсии мышей
Наследственная каталепсия, как показано ранее, яв-
ляется гомозиготным рецессивным состоянием [8], 
поэтому для поиска генов-кандидатов каталепсии 
мы использовали только гомозиготные варианты, 
обнаруженные в дистальном фрагменте хромосомы 
13 у мышей всех трех линий, предрасположенных 
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к каталепсии (CBA, D13Mit76C и ASC), и отсутству-
ющие у мышей линии AKR.

Ранее показали, что основной локус, связанный 
со щипковой каталепсией у мышей, расположен 
на дистальном конце хромосомы 13 мыши. Этот 
фрагмент, маркированный D13Mit76, был перенесен 
из линии CBA в линию AKR, что привело к соз-
данию рекомбинантной линии AKR.CBA-D13Mit76. 
С помощью метода микросателлитного картирова-
ния основной ген каталепсии был картирован меж-
ду 105.8 и 115.3 млн п.н. хромосомы 13 мыши [10]. 
Однако границы перенесенного фрагмента могут 
быть определены неточно в связи с недостаточно 
высокой разрешающей способностью использован-
ного метода. Чтобы уточнить координаты основного 
локуса каталепсии, мы проанализировали распре-
деление родительских (AKR и CBA-специфических) 
гомозиготных вариантов в линиях ASC и AKR.CBA-
D13Mit76 на дистальном фрагменте хромосомы 13 
с использованием данных геномного секвенирования 
и обнаружили гомозиготные варианты, специфич-
ные для линии CBA, на участке 103.92–106.16 млн 
п.н. как в линии ASC, так и у мыши из линии 
AKR.CBA-D13Mit76.

Нами определено, что этот локус на хромосоме 
13 мыши гомологичен участку 63.24–65.93 млн п.н. 
на хромосоме 15 человека (в соответствии с вер-
сией GRCh38 генома человека). С использованием 
данных полногеномного анализа ассоциаций, пред-
ставленных в базе GWAS Catalog [21], мы выявили 
статистически строго значимые ассоциации поли-
морфных вариантов в этом локусе с когнитивными 
и образовательными способностями (P < 5 × 10-8), 
а также нестрого значимые ассоциации (P < 10-6) 
с шизофренией и депрессивными расстройствами 
(Дополнительная таблица S1. Генетические ассо-
циации хромосомного локуса в геноме человека, го-
мологичного главному локусу каталепсии у мыши). 

Нами также проведен анализ данных ацетили-
рования маркера активного энхансера – гистона 
H3K27ac – в мозге пациентов с шизофренией [22]. 
Обнаружено изменение эпигенетического статуса 
пяти из 76 энхансеров в нейрональных клетках пре-
фронтальной коры в локусе хромосомы 15 человека 
при шизофрении, а также семи из 114 энхансеров 
тотальной ткани префронтальной коры человека 
(Дополнительная таблица S2. Изменения эпигенети-
ческого статуса энхансеров (H3K27ac), выявленные 
при шизофрении в локусе, гомологичном главному 
локусу каталепсии у мышей). В целом, эти данные 
позволяют предположить общие молекулярные ме-
ханизмы щипковой каталепсии у мышей и нейро-
психических патологий у человека.

Кодирующие варианты в локусе хромосомы 13, 
сцепленном с каталепсией
Всего в главном локусе наследственной щипковой 
каталепсии мышей выявлены 13147 полиморфных 
геномных позиций, содержащих однонуклеотидные 
замены или короткие инсерционно-делеционные 
варианты. Среди них 6087 вариантов представлены 
в гомозиготном состоянии во всех трех секвениро-
ванных геномах линий мышей, склонных к ката-
лепсии, и отсутствуют в некаталептической линии 
(Дополнительная таблица S3. Однонуклеотидные 
варианты, выявленные в главном локусе каталеп-
сии у мыши). В этом локусе обнаружены также 
239 структурных вариантов, из которых 21 вариант 
специфичен для мышей из линий, склонных к ката-
лепсии (обнаружены во всех трех линиях и отсут-
ствуют в геноме мыши AKR), но ни один из струк-
турных вариантов не изменяет белок-кодирующих 
последовательности (Дополнительная таблица S4. 
Структурные варианты, выявленные в главном ло-
кусе каталепсии у мыши).

Мы проанализировали однонуклеотидные замены 
в белок-кодирующих участках локуса, сцепленного 
с каталепсией, и обнаружили, что девять из них при-
водят к изменению аминокислотной последователь-
ности соответствующих белков у мышей, склонных 
к каталепсии, по сравнению с мышью линии AKR 
без каталепсии (табл. 2). Дополнительно мы прове-
ли анализ этих девяти вариантов в референсных ге-
номах 14 линий мышей, представленных в GenBank 
(линии DBA_2J_v3 ,  BALB_cJ_v3 ,  A_J_v3 , 
CBA_J_v3, C3H_HeJ_v3, AKR_J_v3, NOD_ShiLtJ_v3, 
FVB_NJ_v3, Mm_Celera, LP_J_v1, PWK_PhJ_v3, 
WSB_EiJ_v3, CAST_EiJ_v3, C57BL/6J), включая 
известные линии устойчивых (C57BL/6J, DBA/1J) 
и  склонных к  каталепсии (C3H/HeJ, A/He, 
BALB/cLac) мышей [8]. В геноме линии C3H/HeJ, 
мыши которой склонны к каталепсии, выявлены все 

Таблица 1. Статистика геномного секвенирования мы-
шей четырех линий

Образец 
(линия)

Число  
прочтений

Прочтения,  
картированные 
на геном мыши 

(Grcm38/mm10), %

Среднее 
геномное 
покрытие

HT76 561995272 99.56 19 ×

ASC 720038088 99.35 23 ×

CBA 555706906 97.95 17 ×

AKR 986011514 99.49 33 ×
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девять миссенс-вариантов, как и в линии CBA, од-
нако в двух других линиях мышей с каталепсией 
(A/He, BALB/cJ) присутствует только один из этих 
вариантов – замена His146Arg в гене Nln. Таким об-
разом, в главном локусе щипковой каталепсии мы-
шей на хромосоме 13 выявлена единственная заме-
на T > C (rs50518036) в кодирующей области гена 
нейролизина Nln, присутствующая у всех исследо-
ванных мышей из линий CBA, AKR.CBA-D13Mit76 
и ASC, а также в геномах мышей из линий C3H/HeJ, 
A/He, BALB/cJ из GenBank, склонных к каталеп-
сии, и отсутствующая в геномах мышей, устойчивых 
к каталепсии (линии AKR/J, C57BL/6J, DBA/1J).

Нейролизин – это металлоэндопептидаза, уча-
ствующая в деградации нейротензина и брадикини-
на, которые являются фармакологическими индук-
торами каталепсии у мышей [24–27]. Во всех линиях 
мышей, склонных к каталепсии, в положении 146 
продукта гена Nln присутствует гистидин, в то вре-
мя как устойчивые к каталепсии линии, включая 
AKR, содержат аргинин. Данные, свидетельствую-
щие о связи вариантов в гене Nln с каталепсией, 
ранее не были получены, однако продукт этого гена 
участвует в расщеплении нейротензина, который 
может вызывать каталепсию у мышей [24]. Таким 
образом, ген Nln является наиболее вероятным 
кандидатом на роль основного гена наследственной 
щипковой каталепсии у мышей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате полногеномного секвенирования 
склонных и устойчивых к каталепсии линий мы-

шей мы показали, что связанный со щипковой 
каталепсией участок хромосомы 13 расположен 
в области 103.92–106.16 млн п.н., а также выяви-
ли мутацию в гене нейролизина Nln, сцепленную 
с каталепсией. Главный ген каталепсии, по ре-
зультатам проведенных ранее исследований, опре-
деляет около 20% пенетрантности признака [10]. 
Принимая во внимание, что каталепсия проявляет-
ся у 50% мышей рекомбинантной линии D13Mit76 
и у 80% животных склонной к каталепсии линии 
ASC, оставшаяся пенетрантность признака, ве-
роятно, является результатом влияния генов и/
или регуляторных локусов на других хромосомах. 
Полученные нами на мышиных моделях полноге-
номные данные наследуемых особенностей поведе-
ния, которые у человека являются характерными 
симптомами таких заболеваний, как шизофрения 
и депрессивные расстройства, могут в дальнейшем 
использоваться для идентификации генетических 
и эпигенетических факторов психических рас-
стройств у человека. 

Работа выполнена при частичной 
поддержке гранта РНФ № 19-75-30039 

(биоинформатический анализ  
баз данных и регуляторных локусов  

генома человека).

Дополнительный материал к этой статье 
можно найти онлайн по ссылке  
https://evolgenomics.org/catalepsy/

Таблица 2. Гомозиготные миссенс-варианты в главном локусе щипковой каталепсии мышей на хромосоме 13, 
выявленные в секвенированных геномах мышей трех линий, предрасположенных к каталепсии, и отсутствующие 
в геноме мыши из устойчивой к каталепсии линии

Вариант Идентификатор Ген Аминокислотная 
замена

Эффект, предсказанный 
с помощью SIFT [23]

13:104069202 T/C rs50518036 Nln H148R tolerated(0.35)

13:104111134 G/A rs51459950 Sgtb C7Y deleterious(0.01)

13:104111173 A/G rs50301687 Sgtb N20S tolerated(0.99)

13:104174454 T/C rs51569005 Shld3 I150V tolerated(0.41)

13:104174470 G/T rs219600951 Shld3 S144R tolerated(0.68)

13:104220239 T/C rs221133823 Ppwd1 E256G tolerated(0.23)

13:104220303 A/G rs49763463 Ppwd1 Y235H tolerated(0.11)

13:104230784 G/T rs48594661 Cenpk V43L tolerated(1)

13:104312759 T/A rs45772491 Adamts6 S226T tolerated(0.29)
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РЕФЕРАТ Бронхиальная астма (БА) – хроническое заболевание, до сих пор не имеющее исчерпывающе-
го протокола лечения. В связи с этим особое внимание привлекает поиск генетических предпосылок 
возникновения данного заболевания. Широкое распространение получило изучение ассоциаций гене-
тических полиморфизмов ряда генов с бронхиальной астмой. В результате анализа литературы нами 
отобраны 167 генов, ассоциированных с развитием бронхиальной астмы. С целью биоинформатической 
проверки ассоциаций известных полиморфизмов генов с развитием бронхиальной астмы и поиска 
новых была сформирована группа из 7303 человек, добровольно предоставивших свой биоматериал 
(венозную кровь) для исследований. Эту группу разбили на две когорты, состоящие из лиц с бронхи-
альной астмой в анамнезе и условно здоровых доноров. Каждую когорту разделили в свою очередь 
в соответствии с их гендерной принадлежностью. В каждой когорте проанализировали полиморфные 
варианты отобранных генов и выявили те, встречаемость которых в разных когортах различалась 
статистически значимо (уровень значимости менее 0.0001). В ходе исследования обнаружено 11 по-
лиморфизмов, влияющих на развитие БА: четыре генетических варианта (rs869106717, rs1461555098, 
rs189649077, rs1199362453), которые чаще встречаются у мужчин, болеющих бронхиальной астмой, 
чем у условно здоровых мужчин; пять генетических вариантов (rs1923038536, rs181066119, rs143247175, 
rs140597386, rs762042586), которые чаще встречаются у женщин с бронхиальной астмой в анамнезе, чем 
у условно здоровых женщин; два генетических варианта (rs1219244986, rs2291651), редко встречающихся 
у женщин с бронхиальной астмой в анамнезе.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бронхиальная астма, полиморфизм, фенотип-генотипические ассоциации, генетиче-
ские варианты.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БА – бронхиальная астма; ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения; 
ГДП – гиперактивность дыхательных путей; ГК – глюкокортикостероиды; ИГК – ингаляционные глю-
кокортикостероиды; ОФВ – объем форсированного выдоха; SNP – однонуклеотидный полиморфизм 
(single-nucleotide polymorphism); PAF – фактор активации тромбоцитов (platelet-activating factor).
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ВВЕДЕНИЕ
Бронхиальная астма (БА) – хроническое рециди-
вирующее заболевание, патогенез которого связан 
с измененной реактивностью бронхов, обуслов-
ленной как специфическими иммунологическими, 
так и неспецифическими механизмами. Основной 
(обязательный) клинический признак БА – присту-

пы удушья, возникающие вследствие бронхоспазма, 
гиперсекреции слизи и отека слизистой оболочки 
бронхов [1].

ВОЗ считает бронхиальную астму одним из са-
мых серьезных неинфекционных заболеваний 
с хроническим течением. Большинство летальных 
исходов, вызванных БА, наблюдается в странах 
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с низким и средним уровнем доходов населения, где 
выявление и лечение этого заболевания, как и здра-
воохранение в целом, находятся на недостаточно 
высоком уровне [2]. В настоящее время до 350 млн 
человек в мире страдают БА [1], к 2025 году этот 
показатель может увеличиться до 450 млн [3].

В Российской Федерации, по официальным дан-
ным, зарегистрировано 1.3 млн больных БА. Это 
означает, что распространенность данного заболева-
ния в РФ составляет менее 1%, а доля болеющих 
БА не достигает 0.4% от всех астматиков в мире. 
При этом, по данным Европейского общества пуль-
монологов, распространенность БА в ряде европей-
ских стран составляет 5% среди взрослого населения 
и более 7% среди детей. Во многих странах отмече-
на тенденция к росту инвалидизации и смертности 
в результате БА. Так, в Великобритании смертность 
от БА за последние 20 лет увеличилась в 7 раз, 
в Северной Америке – в 2–3 раза. В США от БА 
ежегодно умирает более 5000 человек.

Возникновение БА обусловлено рядом факторов, 
в том числе интенсивностью экспозиции аллергенов, 
разрушением среды обитания, иммунной реактивно-
стью и генетическими особенностями [3]. Показано, 
что у ребенка, один из родителей которого болен 
бронхиальной астмой, вероятность развития этого 
заболевания составляет 25%. Если больны оба ро-
дителя, то риск развития БА у ребенка возрастает 
до 50% [4]. Также доказана связь увеличения часто-
ты БА с повышением загрязнения почвы, воздуха 
и воды [5].

В 2018 году прямые затраты российского здра-
воохранения на лечение БА составили около 
8.5 млрд рублей, две трети из которых пришлись 
на оплату стационарного лечения. Кроме того, зна-
чительные средства требуются на выплаты по лист-
кам нетрудоспособности и пособиям по инвалид-
ности [6]. Ранняя диагностика и предупреждение 
развития БА помогут не только снизить эти затра-
ты, но и уменьшить распространенность бронхиаль-
ной астмы в России.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Формирование когорт
Манифестация и характер течения БА у женщин 
и мужчин существенно различаются, что в зна-
чительной мере обусловлено разной вовлеченно-
стью половых гормонов в патогенез БА [7]. В связи 
с этим участники данного исследования были раз-
делены на когорты, выделенные как по наличию БА 
в анамнезе, так и по половому признаку.

Из 7303 участников группы были сформированы 
четыре когорты:

1А – женщины с подтвержденным диагнозом БА 
(средний возраст 52 ± 10 лет), 218 человек;

2А – мужчины с подтвержденным диагнозом БА 
(средний возраст 41 ± 12 лет), 70 человек;

3Н – условно здоровые женщины, в анамнезе 
которых отсутствует БА, а также иные диагнозы 
со сходной клинической картиной (средний возраст 
52 ± 8 лет), 4015 человек;

4Н – условно здоровые мужчины, в анамнезе 
которых отсутствует БА, а также иные диагнозы 
со смежной клинической картиной (средний возраст 
44 ± 6 лет), 3000 человек.

Критерием включения в группы 1А и 2А служил 
диагноз бронхиальная астма в анамнезе. В груп-
пы 3Н и 4Н вошли условно здоровые женщины 
и мужчины, критериями не включения в эти ко-
горты служили записи в анамнезе о заболеваниях, 
симптомы которых сходны с такими проявлениями 
БА, как острый бронхит, эмфизема легких, аллер-
гический ринит, гастроэзофагеальный рефлюкс, 
пищеводно-трахеальный свищ, врожденный порок 
сердца, трахео- и бронхомаляция, муковисцидоз, 
первичная цилиарная дискинезия, бронхоэктазы 
другой этиологии, туберкулез, злокачественные 
новообразования легкого, сосудистое кольцо, сар-
коидоз, увеличение внутригрудных лимфоузлов, 
бронхолегочная дисплазия, аллергический брон-
холегочный аспергиллез, системная анафилаксия, 
первичный иммунодефицит, дисфункция голосовых 
связок, психогенный кашель, аффективно-респира-
торные приступы [8].

Сбор биоматериала и данные участников 
исследования
В данном исследовании использовали образ-
цы из ранее собранных коллекций ФГБУ «ЦСП» 
ФМБА России. Во всех случаях соблюдены задан-
ные методикой условия: наличие и корректность 
данных каждого донора, а именно: пол, возраст, 
регион проживания, национальность, анамнез; под-
писанное донором добровольное информирован-
ное согласие на забор, обработку, транспортировку 
и хранение биоматериала, а также использование 
его личных данных; обеспечение правильного за-
бора, обработки, транспортировки и хранения био-
материала (венозная кровь) в соответствии с ГОСТ 
Р53079.4-2008.

Все образцы, попавшие в финальную выборку 
исследования, прошли проверку на уникальность 
идентификационного кода донора и зашифрованной 
в этом коде информации, а также проверку на от-
сутствие признаков гемолиза и хилеза в биомате-
риале. Транспортировка образцов осуществлена 
при постоянном контроле температурного режима.
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Формирование перечня генов-кандидатов 
В настоящее время описано более 150 генов, ассо-
циированных с развитием БА. Среди них особый 
интерес представляют три условные группы генов:

гены атопии. К ним относятся IL4, IL5, IL13, 
IL4RA, CHI3L1, RAD50 и др., определяющие уро-
вень общего и специфических IgE в крови, а также 
наличие аллергических реакций;

гены бронхиальной гиперактивности, в том числе 
ADRB2, TNF, IL5, IL9, NOS1, NPSR1, TAC1, TACR2, 
TACR1, TACR3, ADAM33, ACE и др., определяющие 
повышенную реактивность бронхов, которая тесно 
связана с уровнем IgE в крови и воспалительными 
процессами;

гены воспаления, такие, как TNF, IL4, IL5, IL13, 
ORMDL3, SCGB3A2, CCL11, IRAK3, CSF2, ALOX5, 
CYSLTR1, CYSLTR2, LTC4S, STAT3, STAT6 и др., 
определяющие количество медиаторов воспаления 
за счет регуляции иммунного ответа и поведения 
клеток воспаления в биологических жидкостях [8].

На основании 107 источников сформирован пере-
чень из 167 генов-кандидатов для поиска фенотип-
генотипических ассоциаций. Перечень этих генов 
с кратким указанием функций кодируемых ими 
белков представлен в разделе «Обсуждение».

Выделение ДНК, подготовка геномных библиотек 
и секвенирование
ДНК из образцов цельной крови выделяли с по-
мощью набора MagAttract HMW DNA Kit (Qiagen, 
Германия). Протокол выделения ДНК автоматизи-
рован на Tecan Freedom EVO (Tecan, Швейцария). 
Концентрацию и чистоту выделенной ДНК изме-
ряли с помощью микропланшетного ридера Tecan 
Infinite® F Nano Plus (Tecan, Швейцария).

Геномные библиотеки для секвенирования под-
готовлены с использованием набора Nextera DNA 
Flex (Illumina, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. При этом каждый образец 
в проточной кювете метили с помощью индексов 
из набора IDT-ILMN Nextera DNA UD (Illumina, 
США).

Концентрации геномных библиотек измеряли 
на спектрофотометре Tecan Infinite® F Nano Plus. 
Размер геномных библиотек определяли с помо-
щью системы Agilent TapeStation 4200 с использо-
ванием набора Agilent DNA 1000 (Agilent, США). 
Библиотечные пулы, состоящие из 24 образцов, 
объединяли с использованием автоматизированной 
станции Tecan Freedom EVO.

Полногеномное секвенирование проведено с ис-
пользованием секвенатора NovaSeq 6000 и ком-
плекта реагентов S4 (300 циклов) (Illumina, США) 
для парноконцевых прочтений 2 × 150 п.н.

Биоинформатическая обработка данных 
полногеномного секвенирования
На первом этапе обработки первичных данных сек-
венирования осуществляли демультипликацию, 
при которой исходная выдача секвенатора NovaSeq 
6000 конвертирована из формата BCL в формат 
FASTQ с использованием программного обеспечения 
bcl2fastq v2.20 [9]. Качество секвенирования всей 
ячейки в целом контролировали с помощью про-
граммы Illumina Sequencing Analysis Viewer v2.4.7 
[10]. Качество отдельных прочтений контролировали 
с использованием биоинформатического инструмен-
та FastQC v0.11.9 [11].

В финальную выборку попали образцы крови, 
прошедшие контроль качества по показателю рав-
номерности распределения нуклеотидов в ридах 
и по GC-составу.

На втором этапе биоинформатической обработки 
с помощью DRAGEN [12] проведено выравнивание 
на референсный геном. В качестве референсного 
генома использовали последовательность GRCh38.
d1.vd1. Образцы крови, среднее покрытие которых 
по геному составляло менее ×30, из исследования 
исключали.

Наличие дубликатов в выборке проверяли с по-
мощью программы CrossСheck [13]. Все дубликаты 
образцов из исследования исключали.

Поиск малых генетических вариантов
Для обработки VCF-файлов и поиска малых вариан-
тов (SNP, индели до 50 п.н.) использовали программ-
ное обеспечение Strelka [14].

В 167 генах-кандидатах (7303 образца) обнаруже-
но 380 564 малых генетических варианта, из кото-
рых 253 628 встретились более одного раза.

Для выявления полиморфизмов, ассоциирован-
ных с развитием БА, использовали методику поис-
ка генетических вариантов, встречаемость которых 
статистически значимо различается в разных когор-
тах. Для определения степени значимости различий 
использовали точный тест Фишера.

За нулевую гипотезу принят случай, при котором 
встречаемость «нулевого» варианта во всех четырех 
когортах одна и та же. Уровень значимости, при ко-
тором отвергалась нулевая гипотеза, принят равным 
10-4. Расчеты проведены на языке R.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнение мужских когорт
В результате проведенного нами анализа в интро-
нах генов TACR3, ZNF257, FOXP1 и EGFR выявлены 
четыре генетических варианта, встречаемость кото-
рых статистически значимо различается (величина 
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p не превышает уровень значимости 10-4) в когорте 
мужчин с подтвержденным диагнозом БА и в ко-
горте условно здоровых мужчин. Эти генетические 
варианты в когорте 2А встречаются значимо чаще 
(более чем в 5 раз) (табл. 1), чем в когорте 4Н.

В гене TACR3, кодирующем рецепторы тахики-
нов и косвенно влияющем на тонус бронхов [15, 16], 
обнаружена делеция rs1461555098 (chr4:g.10362985
0_103629861del). По нашим расчетам, относитель-
ный риск развития БА при наличии этой делеции 
равен 6.9, тогда как в норме этот показатель со-
ставляет 1.0. Как оказалось, делеция rs1461555098 
(chr4:g.103629850_103629861del) встречается в когор-
те 2А 6.2 раза чаще, чем в 4Н.

В гене ZNF257 , кодирующем фактор транс-
крипции (белок с мотивом цинковых пальцев) 
[17], выявлен генетический вариант rs1199362453 
(chr19:g.22076863T>C), который в когорте 2А встре-
чается 3 раза и отсутствует в когорте 4Н.

В гене FOXP1, кодирующем фактор транскрип-
ции и экспрессирующемся в проксимальном эпите-
лии дыхательных путей [18], выявлен генетический 
вариант rs869106717 (chr3:g.71465326del), который 
в когорте 2А встречается в 33.6 раза чаще, чем в ко-
горте 4Н. Относительный риск развития БА у носи-
телей данной мутации равен 36.0.

В гене EGFR, кодирующем трансмембранный 
рецептор, связывающий внеклеточные лиганды 
из группы эпидермальных факторов роста [19], гене-
тический вариант rs189649077 (chr7:g.55168296G>T) 

в когорте 2А встречается в 143 раза чаще, чем 
в когорте 4Н. Относительный риск развития БА 
при данной мутации составляет 34.3.

Сравнение женских когорт 
Показано, что в когорте женщин с подтвержденным 
диагнозом БА пять генетических вариантов встре-
чаются более чем в 6 раз чаще, чем в когорте ус-
ловно здоровых женщин (величина p не превышает 
уровень значимости 10-4). Эти генетические вариан-
ты расположены в генах CYSLTR1, IL5RA, NRG1, 
HDC и DPP10 (табл. 2).

В гене CYSLTR1, кодирующем белок, влияю-
щий на выработку медиаторов воспаления – лей-
котриенов [16, 20], выявлен вариант rs1923038536 
(chrX:g.78306516G>A), который в когорте 1А встре-
чается в 45.8 раза чаще, чем в когорте 3Н. При этом 
относительный риск развития БА при наличии дан-
ной мутации равен 14.2.

В гене IL5RA, кодирующем субъединицу гете-
родимерного рецептора интерлейкина 5 – цитоки-
на, играющего важную роль в дифференцировке 
эозинофилов [21], найден генетический вариант 
rs181066119 (chr3:g.3102851A>G), который в когор-
те 1А встречается в 36.6 раза чаще, чем в когорте 
3Н. При этом относительный риск развития астмы 
при данной мутации составляет 13.2.

В гене NRG1, кодирующем белок, индуцирую-
щий продукцию муцинов клетками бокаловидного 
эпителия дыхательных путей [22], выявлен генети-

Таблица 1. Полиморфизмы, связанные с развитием бронхиальной астмы у мужчин

Хромосома Идентификатор  
полиморфизма Ген

Встречаемость 
p

когорта 2А, % когорта 4Н, %
chr3 rs869106717 (del) FOXP1 5.71 0.17 1.1× 10-5

chr4 rs1461555098 (del) TACR3 12.86 2.07 2.9× 10-5

chr7 rs189649077 (G>T) EGFR 4.29 0.03 2.4× 10-5

chr19 rs1199362453 (T>C) ZNF257 4.29 0.00 4.5× 10-5

Таблица 2. Полиморфизмы, связанные с развитием бронхиальной астмы у женщин

Хромосома Идентификатор  
полиморфизма Ген

Встречаемость 
p

когорта 1A, % когорта 3Н, %
chrX rs1923038536(G>A) CYSLTR1 2.29 0.05 6.7× 10-6

chr1 rs1219244986(T>C) MUC1 1.83 9.46 1.5× 10-5

chr3 rs2291651(G>C) MUC4 83.03 91.88 5.0× 10-5

chr3 rs181066119(A>G) IL5RA 1.83 0.05 9.5× 10-5

chr8 rs143247175(T>A) NRG1 1.83 0.05 9.5× 10-5

chr15 rs140597386(dup) HDC 4.13 0.67 6.0× 10-5

chr2 rs762042586(del) DPP10 1.83 0.05 9.5× 10-5
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ческий вариант rs143247175 (chr8:g.32692193T>A), 
который, как и предыдущий вариант, встречается 
в когорте 1А в 36.6 раза чаще, чем в когорте 3Н. 
Относительный риск развития БА при этой мута-
ции также равен 13.2.

Ген HDC кодирует фермент, катализирую-
щий синтез гистамина из L-гистидина [23]. В этом 
гене выявлен генетический вариант rs140597386 
(chr15:g.50261726dup), который в  когорте 1А 
встречается в 6.2 раза чаще, чем в когорте 3Н. 
Относительный риск развития БА у носителей дан-
ной мутации равен 5.0.

В гене DPP10, кодирующем мембранный белок 
семейства сериновых протеаз [16], выявлен гене-
тический вариант rs762042586 (chr2:g.115490670del), 
который в когорте 1А встречается в 36.6 раза чаще, 
чем в когорте 3Н. Относительный риск развития БА 
при наличии данной мутации равен 13.2. 

Генетические варианты rs2291651 (chr3 : 
g . 1 9 5 7 5 1 1 4 1G>C )  и   r s 1 2 1 9 2 4 4 9 8 6  ( c h r 1 : 
g.155189991T>C) в генах MUC1 и MUC4 у женщин-
астматиков встречаются существенно реже, чем 
у условно здоровых женщин. Это значит, что вы-
явленные варианты можно рассматривать как про-
тективные при БА [24]. Гены MUC1 и MUC4 ко-
дируют муцины. При этом ген MUC1 оказывает 
противовоспалительное действие при бронхоле-
гочных заболеваниях. MUC4 опосредованно влия-
ет на пролиферацию клеток эпителия дыхатель-
ных путей [25]. Генетический вариант rs2291651 
(chr3:g.195751141G>C) в гене MUC4 в когорте 1А 
встречается несколько реже, чем в когорте 3Н. 
При этом относительный риск развития БА при на-
личии данной мутации равен 0.5, тогда как в нор-
ме этот показатель равен 1.0. Это свидетельству-
ет о  снижении риска развития бронхиальной 
астмы у женщин, имеющих генетический вари-
ант rs2291651, в 2 раза. Относительный риск раз-
вития БА у женщин с генетическим вариантом 
rs1219244986 (chr1:g.155189991T>C) равен 0.2, т.е. 
ниже единицы, что соответствует снижению веро-
ятности развития заболевания в 5 раз.

Однако необходимо принять во внимание тот 
факт, что обнаруженные варианты в генах MUC1 
и MUC4 находятся в GC-богатых регионах. Такое 
расположение негативно влияет на качество секве-
нирования и, соответственно, определения генети-
ческих вариантов.

ОБСУЖДЕНИЕ
Нами проведен анализ генов, которые рассматрива-
ются как ассоциированные с БА. Выявлены 11 по-
лиморфизмов, встречаемость которых существенно 
различается у лиц с диагнозом БА и без такого диа-

гноза. При этом девять выявленных генетических 
вариантов увеличивают риск развития БА, тогда 
как два варианта снижают его. Эти девять вариан-
тов увеличивают риск БА в 5 раз и более. Данные 
варианты свойственны населению Российской 
Федерации.

Согласно [26], до 45% женщин, болеющих бронхи-
альной астмой, испытывают ухудшение состояния 
в предменструальный период. В 2020 году полимор-
физм rs2291651 в гене MUC4 был описан как один 
из сопутствующих признаков эндометриоза у жен-
щин в Южной Корее [27]. В этой работе анализи-
ровали взаимосвязь между однонуклеотидными 
полиморфизмами в генах MUC1 и MUC4 и риском 
развития эндометриоза. Проведение скрининга вы-
явило восемь генетических вариантов MUC4, в том 
числе rs2291651, присутствие которых коррелиро-
вало с развитием эндометриоза. Более легкие при-
ступы БА отмечены у женщин репродуктивного 
возраста, которые использовали некоторые ораль-
ные контрацептивы [28]. В ряде исследований [29, 
30] также показано, что колебания уровней эстра-
диола и прогестерона в ходе менструального цикла 
влияют на выраженность симптомов бронхиальной 
астмы. Это означает, что при изучении генетиче-
ской предрасположенности к тяжелому течению БА 
у женщин особое внимание следует уделять генам, 
связанным с женскими половыми гормонами.

В ходе исследования нами рассмотрено 167 ге-
нов-кандидатов, ассоциированных с бронхиальной 
астмой. В число этих генов входят HNMT, MS4A2, 
HRH1, HRH2, HRH3, HRH4, AOC1, HDC, кодирую-
щие гистаминовые рецепторы, которые участвуют 
в процессе регуляции высвобождения гистамина [16, 
23, 31–33].

Ген HDC кодирует фермент гистидиндекарбокси-
лазу, который катализирует образование гистами-
на из L-гистидина, а уровень мРНК HDC повышен 
у больных астмой [23];

IL3, IL4, IL4R, IL5, IL9, IL13, IL17, IL21R, IL18, 
IL18R1, IL2RB, IL1RL1, IL5RA, IL33, SCGB3A2, 
TNF, CCL11, IRAK3, CSF2, TSLP кодируют цито-
кины, которые участвуют в воспалительных про-
цессах. Например, IL5 стимулирует высвобождение 
эозинофилов в кровоток, а IL5RA регулирует их ак-
тивность. Воздействие аллергенов на дыхательные 
пути увеличивает локальную концентрацию IL5, 
что коррелирует со степенью эозинофилии дыха-
тельных путей, а IL4RA кодирует альфа-цепь ре-
цептора IL4, который может связывать IL4 и IL13 
для регуляции выработки IgE [4, 16, 21, 23, 34–40];

IL17F кодирует провоспалительный цитокин, 
который участвует в патофизиологических прояв-
лениях астмы. Исследования in vivo и in vitro по-
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казали, что IL17F участвует в патогенезе аллерги-
ческого воспаления дыхательных путей [41];

ADRB2 кодирует бета-2-адренорецепторы, играю-
щие важную роль в контрактильности дыхательных 
путей. Бета-2-адренорецепторы являются мишенью 
для β2-агонистов, обладающих выраженной бронхо-
дилатирующей и бронхопротективной активностью, 
что имеет значение для оценки эффективности те-
рапии БА [16];

PLA2G7 кодирует ацетилгидролазу фактора ак-
тивации тромбоцитов. Этот фермент катализиру-
ет расщепление PAF путем гидролиза ацетильной 
группы до биологически неактивных продуктов [31];

ALOX5, CYSLTR1, CYSLTR2, LTC4S кодируют 
белки, влияющие на выработку медиаторов вос-
паления – лейкотриенов, способствующих разви-
тию различных аллергических реакций и реакций 
гиперчувствительности. Показано, что изменение 
экспрессии некоторых из них может вызывать 
бронхоконстрикцию дыхательных путей и гиперре-
активность к бронхоконстрикторным агентам, таким, 
как гистамин, повышенная проницаемость сосудов, 
отек, повышение уровня эозинофилов и нейтро-
филов, пролиферация гладкой мускулатуры, отло-
жение коллагена и фиброз в различных тканевых 
участках, секреция муцина клетками бокаловидного 
эпителия, метаплазия бокаловидных клеток и ги-
пертрофия эпителиальных клеток органов дыха-
тельной системы [16, 20, 42];

PTGER2, PTGDR кодируют рецепторы проста-
гландинов и участвуют в патогенезе БА [16, 43];

TBX21, TBX5 кодируют белки – факторы акти-
вации транскрипции, экспрессия этих факторов 
снижена в T-клетках дыхательных путей больных 
астмой [16, 44];

STAT6 кодирует фактор активации транскрипции 
семейства STAT; экспрессия этого гена значительно 
повышена у больных тяжелой формой БА [16];

ген STAT3 кодирует фактор активации транс-
крипции семейства STAT, который опосредует 
клеточные ответы на интерлейкины и действует 
как регулятор воспалительного ответа [45, 46];

STAT4 кодирует фактор активации транскрип-
ции семейства STAT, экспрессия этого гена снижена 
у больных БА [47];

NPSR1 кодирует рецептор нейропептида S, по-
вышение экспрессии этого гена в эпителии дыха-
тельных путей вызывает активацию матриксных 
металлопротеиназ, которые участвуют в патогенезе 
БА [16, 48];

TAC1, TACR2, TACR1, TACR3 кодируют рецепторы 
тахикининов, которые содержатся в чувствительных 
нервных окончаниях, активируются под влиянием 
медиаторов воспаления (гистамина, фактора актива-

ции тромбоцитов, лейкотриенов) и включают в па-
тогенез астмы механизм аксон-рефлекс, тем самым 
увеличивая и распространяя первоначальное воспа-
ление. Тахикинины влияют на тонус бронхов и про-
ницаемость кровеносных сосудов [16];

CHI3L1 кодирует гликопротеин семейства глико-
зилгидролаз, играет роль в развитии воспалитель-
ной реакции по ТH2-типу [16, 49];

DENND1B кодирует белок, взаимодействующий 
с фактором некроза опухоли и играющий важную 
роль в подавлении Т-клеточных рецепторов на TH2-
клетках [50, 51];

ADAM33 кодирует металлопротеазу. ADAM33 
экспрессируется в различных типах клеток дыха-
тельных путей. Экспрессия гена ADAM33 повыше-
на у пациентов с БА, а нарушение функций этой 
металлопротеазы может быть связано с гиперре-
активностью бронхов и ремоделированием стенки 
дыхательных путей, что способствует ранней мани-
фестации бронхиальной астмы [52];

ORMDL1, ORMDL2, ORMDL3 кодируют ORM-
подобные белки – ключевые регуляторы серин-
пальмитоилтрансферазы, которая катализиру-
ет начальный этап биосинтеза сфинголипидов. 
Сфинголипиды играют важную роль в передаче 
сигналов в ответ на стресс, а также влияют на меха-
нические свойства клеточных мембран. Нарушение 
регуляции биосинтеза сфинголипидов связано с не-
которыми заболеваниями, включая аллергические 
и воспалительные реакции, а также астму [53, 54];

VIP кодирует вазоактивный пептид, расслабляю-
щий гладкую мускулатуру [55];

гены семейства NOS кодируют синтетазы оксида 
азота. Мутации в гене NOS1 приводят к снижению 
концентрации оксида азота при неэозинофильном 
фенотипе, что является маркером бронхиальной 
астмы, и к бронхиальной гиперактивности [56–58];

ACE кодирует ангиотензин, который превращает 
ангиотензин I в вазоактивный ангиотензин II, уча-
ствует в патогенезе БА, вызывая пролиферацию 
и повышенную сократимость гладких мышц, вызы-
вая обструкцию легких [59];

белок RAD50, кодируемый геном RAD50, участву-
ет в репарации двухцепочечных разрывов ДНК. 
На трансгенных мышах показано, что фрагмент 
3’-концевой области этого гена является LCR (locus 
control region) TH2, регулирующим экспрессию генов 
цитокинов [60]; 

PTAFR кодирует рецептор фактора активации 
тромбоцитов – хемотаксического фосфолипидного 
медиатора, который обладает сильной воспалитель-
ной, сократительной и гипотензивной активностью 
в отношении гладких мышц. Рецептор PAF участву-
ет в различных патологических процессах, таких, 
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как аллергия, астма, септический шок, артериаль-
ный тромбоз и воспалительные процессы [16];

OPN3 кодирует рецептор, связанный с G-белком. 
Повышенная экспрессия OPN3 выявлена в эпите-
лии бронхов, а также в иммунных клетках. Мутации 
в гене OPN3 повышают риск развития бронхиаль-
ной астмы [20, 61];

GSDMB кодирует белок, сверхэкспрессия которо-
го в клетках бронхиального эпителия увеличивает 
экспрессию генов, важных как для ремоделирова-
ния дыхательных путей, так и для их гиперреак-
тивности [16, 62];

PKN2 кодирует серин/треониновую протеинкина-
зу, регулирует формирование апикального соедине-
ния в бронхиальном эпителии человека [63];

PTK2 кодирует тирозиновую протеинкиназу, 
играет важную роль в гиперреактивности и ремо-
делировании дыхательных путей [63];

ALPP кодирует плацентарную щелочную фосфа-
тазу, катализирующую гидролиз моноэфиров фос-
форной кислоты, уровень экспрессии этого гена ас-
социирован с детской БА [63];

PTEN кодирует фосфатидилинозитол-3,4,5-
трифосфат-3-фосфатазу [20]. Низкая экспрессия 
гена PTEN рассматривается как один из независи-
мых факторов развития БА [64];

PRMT1 кодирует важный эпигенетический регу-
лятор – белок-аргинин-метилтрансферазу-1, кото-
рая способствует воспалению и ремоделированию 
дыхательных путей при БА [65];

HSPD1 кодирует белок теплового шока, который 
может модулировать иммунные и воспалительные 
реакции, участвовать в патогенезе и/или быть мар-
кером риска и прогноза развития некоторых забо-
леваний, включая БА [66];

TLR2 и TLR4 кодируют белки, входящие в се-
мейство Toll-подобных рецепторов, необходимые 
для распознавания патогенов и активации врожден-
ного иммунитета. Некоторые полиморфизмы в этих 
генах связаны с риском развития БА [67];

ZNF208, ZNF257, ZNF676, ZNF729, ZNF98, 
ZNF492, ZNF99, ZNF723, ZNF728, ZNF730, ZNF91 
кодируют белки с мотивами «цинковых пальцев», 
локализованные в области кластера факторов 
транскрипции, связанных с патогенезом БА [17]; 

B4GALT1 кодирует бета-1,4-галактозил транс фе-
разу, связан с атопическими фенотипами и воспа-
лительными состояниями [68];

IGFBP3 кодирует белок, связывающий инсули-
ноподобный фактор роста, блокирующий специфи-
ческие физиологические последствия астмы IGF-
независимым образом [69];

гены семейства MUC кодируют муцины. MUC7 
кодирует муцин слюны, частота аллеля MUC7 с пя-

тью тандемными повторами значительно снижена 
при астме [20, 70]. На поздних стадиях бактериаль-
ной инфекции MUC1 играет противовоспалительную 
роль в дыхательных путях, которая инициируется 
и опосредуется подавлением передачи сигналов Toll-
подобного рецептора [24]. Муцин MUC4 идентифи-
цирован как лиганд, активирующий рецепторную 
тирозинкиназу, которая модулирует пролиферацию 
эпителиальных клеток дыхательных путей при аст-
ме [25], MUC19 экспрессируется в основном в клет-
ках подслизистых желез трахеи и слюнных желез, 
при аллергическом рините и хроническом среднем 
отите этот ген экспрессируется в эпителии. MUC5AC 
экспрессируется в бокаловидных клетках трахеаль-
ного и бронхиального эпителия. MUC5B также экс-
прессируется в эпителии и протоках подслизистой 
железы и, в меньшей степени, в бокаловидных клет-
ках как трахеального, так и бронхиолярного эпите-
лия. У многих индивидов с подтвержденным диа-
гнозом бронхиальная астма повышен уровень мРНК 
MUC5AC, но понижен уровень мРНК MUC5B [71];

NRG1 кодирует белок, который индуцирует выра-
ботку муцинов MUC5AC и MUC5B бокаловидными 
клетками эпителия дыхательных путей человека, 
поэтому его ингибирование можно рассматривать 
как новый терапевтический подход к снижению ги-
персекреции слизи при респираторных заболевани-
ях [22];

DACT1, DACT2 и DACT3 кодируют белки, уча-
ствующие в патогенезе БА. В тканях больных аст-
мой значительно повышены уровни мРНК DACT1, 
DACT2 и DACT3 [72];

группа генов CYP кодирует белки цитохромов, ко-
торые вовлечены в метаболизм многих лекарствен-
ных средств, включая нестероидные противовоспа-
лительные средства, пероральные антикоагулянты 
и антагонисты рецепторов ангиотензина, в синтез 
холестерина, стероидов и других липидов [20, 70, 
73–77]; 

CHML кодирует Rab геранилгеранилтрансфе-
разу, регулирующую внутриклеточный транспорт 
мембранных структур. Полиморфизмы в этом гене 
ассоциированы с развитием БА [61];

GSTT2 и GSTP1 кодируют глутатион-S-транс-
феразу тета-2 и глутатион-S-трансферазу P, по-
лиморфизмы в этих генах могут быть факторами 
риска развития БА [78];

NAT2 кодирует N-ацетилтрансферазу 2, полимор-
физмы в этом гене ассоциированы с развитием ато-
пической астмы [79];

PYHIN1 кодирует интерферон-индуцируемый 
белок HIN-200, который принимает участие в вы-
работке провоспалительных цитокинов в эпители-
альных клетках дыхательных путей [80];
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промотор гена SMAD3 значительно гиперметили-
рован у пациентов, страдающих БА [81];

PGAP3 кодирует гликозилфосфатидилинозитол-
специфическую фосфолипазу, которая преимуще-
ственно локализуется в аппарате Гольджи. Белки 
PGAP3 и ORMDL3 могут способствовать развитию 
БА [82];

ERBB2 кодирует рецепторную тирозинкиназу 
эпидермального фактора роста. Экспрессия ERBB2 
ниже в свежевыделенных астматических клетках 
эпителия дыхательных путей, чем в клетках здоро-
вых людей [83];

COL15A1 кодирует альфа-цепь коллагена типа 
XV, входящего в семейство коллагенов FACIT [16], 
вовлечен в метаболизм лекарственных средств, при-
меняемых при заболеваниях легких [84];

FOXP1 кодирует фактор транскрипции семейства 
FOXO, экспрессирующийся в проксимальном эпи-
телии дыхательных путей в легких, снижение экс-
прессии FOXP1 ингибирует раннюю дифференци-
ровку секреторных клеток [18];

ACOT7 кодирует белок из семейства ацилкоэн-
зимов, эпигеномное ассоциативное исследование 
продемонстрировало связь степени метилирования 
с развитием бронхиальной астмы [85];

MTHFR кодирует фермент метилентетрагидрофо-
латредуктазу. Полиморфизмы гена MTHFR ассоци-
ированы с предрасположенностью к бронхиальной 
астме и эффективностью глюкокортикостероидов 
у людей [86];

DICER1 кодирует РНК-хеликазу, участвующую 
в продукции цитокинов и передаче сигналов при БА 
[87];

SERPINC1 кодирует антитромбин III, выступаю-
щий ингибитором факторов свертывания крови, из-
менение уровня которого может приводить к тром-
бообразованию, легочной эмболии [88];

SYNM кодирует промежуточный филамент, суще-
ствует предположение об участии уровня метилиро-
вания этого гена в развитии БА [89];

GATA3 кодирует транскрипционный фактор се-
мейства GATA. Экспрессия GATA3 значитель-
но возрастает в дыхательных путях при астме. 
Увеличение экспрессии GATA3 коррелирует с изме-
нением экспрессии IL5 и появлением гиперактив-
ности бронхов [90];

FOXP3 кодирует фактор активации транскрипции, 
экспрессия этого гена снижена у больных астмой [91];

CCDC80, DAPK3, LOXL1, PROC, FUCA2, SP100, 
ITCH кодируют белки, связанные с презентаци-
ей антигена Т-лимфоцитам. Выявлено повышение 
уровня метилирования этих генов при астме [76];

ген VDR кодирует рецептор витамина D3. У де-
тей с БА часто встречаются генетические вариан-

ты в гене VDR, которые отрицательно коррелируют 
с тяжестью течения астмы [92];

DPP10 кодирует мембранный белок семейства се-
риновых протеаз. Мутации в этом гене повышают 
риск развития БА [16, 93];

генетические варианты в генах PHF11, SPP1, 
PLAUR ассоциированы с повышением уровня IgE 
[94];

SLC22A5 кодирует переносчик органических 
катионов, уровень экспрессии этого гена снижен 
в бронхиальном эпителии больных астмой [95];

EPHX1 кодирует микросомальную эпоксидгидро-
лазу. Высокий уровень экспрессия EPHX1 связан 
с повышенным риском развития БА в течение жиз-
ни [96];

CTLA4 кодирует один из белков суперсемейства 
иммуноглобулинов. Результаты проведенного мета-
анализа показывают, что некоторые полиморфизмы 
в этом гене выступают в роли факторов риска раз-
вития БА [16, 97];

MMP9 кодирует матриксную металлопротеазу, 
участвующую в локальном протеолизе внеклеточ-
ного матрикса, миграции лейкоцитов и ремоделиро-
вании дыхательных путей [98];

SOCS5 кодирует белок, принадлежащий се-
мейству супрессоров цитокиновой сигнализации. 
Однонуклеотидные полиморфизмы, идентифици-
рованные в этом гене, ассоциированы с развитием 
БА [99];

полиморфизмы в гене FCER2, кодирующем CD23, 
ассоциированы с атопией, повышенным риском обо-
стрений у пациентов с астмой и высокими уровнями 
IgE в сыворотке [100];

VEGFA кодирует гепаринсвязывающий белок, 
один из факторов роста PDGF/VEGF. При БА на-
блюдается повышение экспрессии этого гена [101];

ASB3 кодирует белок, который участвует в про-
лиферации клеток гладкой мускулатуры и в раз-
витии мышечных клеток. Полногеномное ассо-
циативное исследование выявило связь между 
полиморфизмами в этом гене и развитием БА 
[102];

CRISPLD2 кодирует секреторный белок LCCL, ко-
торый увеличивает чувствительность к глюкокорти-
костероидам и регулирует иммунный ответ [103];

по данным полногеномного ассоциативного ис-
следования полиморфизмы в генах APOBEC3B, 
APOBEC3C, EDDM3B ассоциированы с обострения-
ми БА [104];

полногеномное ассоциативное исследование вы-
явило связь между полиморфизмами в гене BBS9 
с эффективностью терапии астмы у детей [105];

PRKG1 кодирует циклоGMP-зависимую проте-
инкиназу – ключевого медиатора сигнального пути 
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оксида азота (NO)/сGMP – и играет роль в рассла-
блении тонуса гладкой мускулатуры [16];

DNAH5 кодирует белок динеин. Экспрессия 
DNAH5 снижена в бронхиальном эпителии больных 
астмой по сравнению с группой контроля [106];

JAK1 и JAK2 кодируют тирозинкиназы, участву-
ющие в сигнальных путях воспалительных цитоки-
нов, связанные с увеличенной частотой обострений 
бронхиальной астмы и повышенной восприимчиво-
стью к аллергической сенсибилизации и антигенам 
окружающей среды [107, 108];

CHRNA1 и CHRNA3 кодируют никотиновые аце-
тилхолиновые рецепторы. Полиморфизмы в этих 
генах относятся к генетическим факторам риска 
бронхиальной обструкции [109];

TGF-β кодирует секретируемый лиганд надсемей-
ства белков TGF-β. Изоформы TGF-β играют роль 
в регуляции воспаления дыхательных путей и про-
цесса их ремоделирования [110];

варианты в гене HHIP ассоциированы с хрониче-
ской обструктивной болезнью легких [111];

SOD3 кодирует супероксид-дисмутазу. Экспрес-
сия SOD3 повышена у больных БА, а некоторые 
генетические варианты этого гена влияют на рас-
пределение внеклеточной супероксид-дисмутазы 
в легких и снижают вероятность проявления сим-
птомов БА [112];

EGFR кодирует трансмембранный рецептор, свя-
зывающий внеклеточные лиганды из группы эпи-
дермальных факторов роста. В биоптатах больных 
астмой часто выявляют участки повреждения эпи-
телия, которые иммуноокрашиваются EGFR, по-

вышенная экспрессия EGFR наблюдается также 
в морфологически интактном «астматическом» эпи-
телии [19];

SLC11A1 кодирует белок-переносчик двухвалент-
ного железа и марганца. В ряде исследований уста-
новлена связь полиморфизмов в этом гене с разви-
тием заболеваний легких [113];

ZPBP2 кодирует белок, который экспрессируется 
в железистом эпителии бронхов. Уровни метилиро-
вания этого гена различаются у здоровых и боль-
ных БА [114].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обнаруженные в ходе исследования генетические 
варианты ряда генов, повышающие и снижающие 
относительный риск развития БА, могут помочь 
в ранней диагностике бронхиальной астмы, а так-
же способствовать правильной постановке диагноза 
в спорных случаях. В перспективе анализ образцов, 
полученных от жителей разных регионов, поможет 
оценить географическое распространение генети-
ческих вариантов риска и картировать не только 
заболеваемость БА, но и адекватно распределить 
по регионам потоки финансовых и материальных 
средств, а также квалифицированные медицинские 
кадры. Заблаговременное, в том числе пренатальное, 
выявление лиц, склонных к БА, а также корректная 
постановка диагноза повысят качество медицин-
ской помощи, снизят инвалидизацию и смертность 
от бронхолегочных событий, уменьшат прямые 
и косвенные финансовые затраты на борьбу с брон-
хиальной астмой. 
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РЕФЕРАТ Глутаматные рецепторы NMDA-подтипа играют важную роль в ноцицепции в норме и при па-
тологии. На периферии они могут взаимодействовать с ионными каналами TRPV1, блокада которых 
приводит к снижению вызванной NMDA гипералгезии, а антагонисты NMDA-рецепторов подавля-
ют болевую реакцию при введении капсаицина, агониста TRPV1. Ионные каналы TRPV1 и NMDA-
рецепторы способны функционально взаимодействовать на периферии, поэтому интерес представ-
ляет изучение возможности их взаимодействия на уровне ЦНС, чему и посвящена данная работа. 
Установлено, что в тесте отдергивания хвоста у мышей, воспроизводящем спинальный флексорный 
рефлекс, капсаицин при однократном его подкожном введении в дозе 1 мг/кг повышает порог болевой 
чувствительности к тепловому раздражителю, что объясняется его способностью вызывать длитель-
ную десенситизацию ноцицепторов. Превентивно введенные неконкурентные антагонисты NMDA-
рецепторов (высокоаффинный MK-801, 20 мкг/кг и 0.5 мг/кг подкожно; низкоаффинный гимантан, 
40 мг/кг внутрибрюшинно), как и селективный антагонист TRPV1 BCTC (20 мг/кг внутрибрюшинно), 
препятствуют вызываемому капсаицином повышению порога болевой чувствительности. Введение 
капсаицина (однократно подкожно в дозе 1 мг/кг) приводит к кратковременной гипотермии у мышей, 
механизм которой объясняется запускаемыми гипоталамусом вегетативными реакциями. Этот эффект 
предупреждает введение BCTC, но не неконкурентных антагонистов NMDA-рецепторов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА NMDA-рецепторы, ионные каналы TRPV1, капсаицин, мыши, ноцицепция, термо-
регуляция.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МК-801 – (5S,10R)-(+)-5-метил-10,11-дигидро-5H-дибензо[a,d]циклогептен-
5,10-имин гидро малеат; BCTC – 4-(3-хлор-2-пиридинил)-N-4-(1,1-диметилэтил)фенил-1-пиперазин-
карбоксамид.
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ВВЕДЕНИЕ
Взаимодействие глутамата с глутаматными ре-
цепторами имеет ключевое значение для переда-
чи возбуждения в центральной нервной системе 
(ЦНС) и играет важную роль в ноцицепции в нор-
ме и при патологии. В частности, при длительной 
активации ноцицепторов при повреждении тканей, 
нервов и воспалении происходит непрерывное вы-
деление глутамата, который совместно с высвобож-
даемыми нейропептидами может вызвать долговре-
менную деполяризацию мембраны, ликвидировать 
потенциалзависимую блокаду ионного канала глута-
матных рецепторов NMDA-подтипа магнием и обе-
спечить их активацию [1]. Глутаматные рецепторы 
NMDA-подтипа представлены на первичных аф-
ферентах [2–5], и их стимуляция приводит к акти-

вации или сенсибилизации ноцицепторов [2, 6–9]. 
На периферии глутаматные рецепторы NMDA-
подтипа способны взаимодействовать с ионными 
каналами TRPV1 в каскадах кальций/кальмоду-
лин-зависимой протеинкиназы типа II (CaMKII) 
и протеинкиназы С (PKC); а введение AMG9810, 
антагониста ионных каналов TRPV1, подавляет 
вызванную NMDA (N-метил-D-аспарагиновой кис-
лотой) механическую гипералгезию у крыс [10]. 
Введение антагонистов ионотропных NMDA, AMPA 
и метаботропных mGluR1 глутаматных рецепторов 
в плантарную область крыс снижает вызванную 
капсаицином, агонистом ионных каналов TRPV1, 
термическую гипералгезию и предотвращает по-
вышение уровня глутамата в подкожном перфу-
зате, наблюдаемое после инъекции капсаицина 
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в область плюсны животных [11]. Неконкурентные 
антагонисты NMDA-рецепторов – высокоаффинный 
(5S,10R)-(+)-5-метил-10,11-дигидро-5H-дибензо[a,d]-
циклогептен-5,10-имингидромалеат (MK-801) и низ-
коаффинный N-(2-адамантил)-гексаметиленимина 
гидрохлорид (гимантан) – снижают длительность 
болевой реакции мышей на подкожную инъекцию 
раствора капсаицина в область плюсны при на-
кожной аппликации, системном (внутрибрюшинном 
для гимантана и подкожном для МК-801) и подкож-
ном интраплантарном введении [12].

Ионные каналы TRPV1 – неселективные кати-
онные потенциалзависимые каналы, которые экс-
прессируются первичными афферентными нейро-
нами, активируются «ванилоидными» соединениями, 
низким pH (pH<6.5), изменениями осмолярности, 
метаболитами арахидоновой кислоты, эндоканна-
биноидами, температурой выше 42°С [13–17] и рас-
сматриваются в качестве «интегратора сигналов» 
при патологических состояниях, о чем, в частности, 
свидетельствует возможность их функционально-
го взаимодействия с глутаматными рецепторами 
NMDA-подтипа в афферентных нейронах трой-
ничного нерва при механической гипералгезии [10]. 
Как и глутаматные рецепторы NMDA-подтипа, ион-
ные каналы TRPV1 широко представлены в ЦНС 
[17]. Учитывая способность ионных каналов TRPV1 
и глутаматных рецепторов NMDA-подтипа функци-
онально взаимодействовать на периферии, изучение 
их взаимодействия в ЦНС представляет значитель-
ный интерес. 

Цель данной работы состояла в оценке спо-
собности неконкурентных антагонистов NMDA-
рецепторов – высокоаффинного MK-801 и низ-
коаффинного гимантана – влиять на эффекты 
капсаицина – агониста ионных каналов TRPV1, 
которые реализуются на уровне ЦНС: изменение 
порога болевой реакции в тесте отдергивания хво-
ста и ректальной температуры у мышей. Влияние 
антагонистов NMDA-рецепторов изучали в сравне-
нии с проникающим через гематоэнцефалический 
барьер (ГЭБ) [18] селективным антагонистом ион-
ных каналов TRPV1 4-(3-хлор-2-пиридинил)-N-4-
(1,1-диметилэтил)фенил-1-пиперазинкарбоксамидом 
(BCTC).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные
В работе использовали половозрелых мышей-сам-
цов ICR массой 23–26 г, полученных из питомни-
ка лабораторных животных филиала «Столбовая» 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских техноло-
гий ФМБА» (Московская область). Работы проводи-

ли в соответствии с ГОСТ 33216-2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными живот-
ными. Правила содержания и ухода за лаборатор-
ными грызунами и кроликами», ГОСТ 33215-2014 
«Руководство по содержанию и уходу за лабора-
торными животными. Правила оборудования по-
мещений и организации процедур» и Директивой 
2010/63/EU Европейского парламента и Совета 
Европейского союза от 22.09.2010 по охране живот-
ных, используемых в научных целях. Проведение 
экспериментов одобрено Комиссией по биомеди-
цинской этике ФГБНУ «НИИ фармакологии имени 
В.В. Закусова» (протокол № 01 от 28.01.2022).

Объекты исследования, дозы, способы введения
Антагонисты NMDA-рецепторов – неконкурент-
ный высокоаффинный антагонист (5S, 10R)-(+)-5-
метил-10,11-дигидро-5H-дибензо[a,d]циклогептен-
5,10-имингидромалеат (МК-801; Sigma Aldrich, 
США), неконкурентный низкоаффинный антаго-
нист N-(2-адамантил)-гексаметиленимина гидрох-
лорид (гимантан; синтезирован и предоставлен 
химико-технологической лабораторией ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова»). 
Антагонист ионных каналов TRPV1 – 4-(3-хлор-
2-пиридинил)-N-4-(1,1-диметилэтил)фенил-1-
пиперазинкарбоксамид (BCTC; Sigma Aldrich, 
США). Соединения вводили за 30 мин до введения 
раствора капсаицина: МК-801 – подкожно в дозах 
20 мкг/кг и 0.5 мг/кг; гимантан – внутрибрюшин-
но в дозе 40 мг/кг, BCTC – внутрибрюшинно в дозе 
20 мг/кг. 

Агонист ионных каналов TRPV1 капсаицин 
(Sigma Aldrich, США), разведенный в смеси физио-
логического раствора и этанола (9:1, v/v), вводили 
подкожно в дозе 1 мг/кг, в которой он вызывает кра-
тковременную гипотермию у мышей [14]. 

Тест отдергивания хвоста от воздействия 
теплового излучения (tail-flick)
Тест отдергивания хвоста основан на спинальном 
флексорном рефлексе в ответ на прогрессивно уве-
личивающееся воздействие теплового излучения 
на кожную поверхность и широко используется 
при оценке анальгетического эффекта различных 
веществ [19, 20]. В этом тесте последовательно ак-
тивируются терморецепторы, С-волокна полимо-
дальных ноцицепторов, Аd-волокна полимодальных 
ноцицепторов, высокопороговые механорецепто-
ры. Болевое раздражение наносили на хвост ло-
кально, воздействуя тепловым излучением с по-
мощью анальгезиметра TSE-system (Германия). 
Интенсивность воздействия составляла 27%, что со-
ответствовало постепенному увеличению темпе-
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ратуры от 51 до 61°C в течение 15 с. Латентный 
период (ЛП) отдергивания хвоста, равный 15 с, рас-
сматривали в качестве максимально допустимого 
времени нанесения раздражителя. Рассчитывали 
величину максимально возможного эффекта (МВЭ) 
по формуле:

МВЭ (%)=(ЛПоп – ЛПконтр)×100/ 
(MAXвремя – ЛПконтр), где

ЛПоп – латентный период реакции мышей через 
30 мин после введения раствора капсаицина или ан-
тагонистов NMDA-рецепторов и ионных каналов 
TRPV1. 

ЛПконтр – латентный период контрольной груп-
пы мышей, которым вводили растворитель,

MAXвремя – максимально допустимое время на-
несения раздражителя (15 с).

Экспериментальную работу по изучению влияния 
неконкурентных антагонистов NMDA-рецепторов 
на вызванное капсаицином (агонист ионных ка-
налов TRPV1) изменение порога болевой реакции 
в тесте отдергивания хвоста проводили в два эта-
па. На первом этапе оценивали влияние BCTC, ан-
тагониста ионных каналов TRPV1, и антагонистов 
NMDA-рецепторов на чувствительность мышей 
к наносимому на хвост термическому раздражению 
через 30 мин после их введения. На втором этапе 
оценивали их влияние на повышенный при введе-
нии капсаицина порог болевой реакции животных 
через 30 мин после введения агониста ионных кана-
лов TRPV1. В качестве контрольных групп исполь-
зовали мышей, которым подкожно вводили раство-
рители в эквивалентном объеме (10 мл/кг). В первом 
эксперименте растворителем служил физиологиче-
ский раствор. Во втором эксперименте в качестве 
растворителя для BCTC, гимантана и MK-801 ис-
пользовали физиологический раствор, для капсаи-
цина – смесь физиологического раствора и этанола 
(9:1, v/v), т.е. контрольные животные получали вме-
сто BCTC, гимантана и MK-801 физиологический 
раствор, вместо капсаицина – смесь физиологиче-
ского раствора и этанола (9:1, v/v). 

Ректальную температуру у мышей регистрировали 
с помощью ректального цифрового термометра про-
изводства Kent Scientific Corp. (США). В экспери-
мент включены группы животных, которым вводили 
растворители – физиологический раствор и смесь 
физиологического раствора и этанола (9:1, v/v); 
физиологический раствор и капсаицин; и группы 
животных, которым спустя 30 мин после введения 
изучаемых антагонистов NMDA-рецепторов и ион-
ных каналов TRPV1 вводили капсаицин. Кроме 

того, сравнивали влияние антагонистов NMDA-
рецепторов и ионных каналов TRPV1 на ректаль-
ную температуру с группой мышей, которым вво-
дили только физиологический раствор. Ректальную 
температуру регистрировали до введения раствори-
теля, капсаицина, антагонистов NMDA-рецепторов 
и BCTC и через каждые 30 мин после введения рас-
творителя, антагонистов NMDA-рецепторов, BCTC, 
капсаицина (2 ч) или через каждые 30 мин после 
введения капсаицина при его введении с антагони-
стами NMDA-рецепторов и BCTC (2 ч).

Статистическую обработку результатов экспе-
риментов осуществляли с помощью программы 
Statistica 10.0. Нормальность распределения дан-
ных проверяли с помощью критерия Шапиро–
Уилка с последующей оценкой межгруппового 
равенства дисперсий критерием Левена. При нор-
мальном распределении в группах и соблюдении 
межгруппового равенства дисперсий дальнейшую 
статистическую обработку проводили с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа с после-
дующим сравнением групп с помощью критерия 
Ньюмана–Кейлса. При отсутствии нормального 
распределения использовали критерий Краскела–
Уоллиса, который является непараметрической 
альтернативой однофакторного дисперсионного 
анализа. При обнаружении статистически значи-
мых различий между группами с помощью кри-
терия Краскела–Уоллиса проводили парное срав-
нение выборок, используя критерий Манна–Уитни. 
Различия между группами считали статистически 
значимыми при p <0.05. Рисунки выполнены с по-
мощью программы GraphPad Prism V. 8.4.3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Экспрессия ионных каналов TRPV1 максимальна 
в задних корешках спинного мозга крыс [21]; их 
кратковременная стимуляция вызывает длительное 
повышение пресинаптического уровня ионов каль-
ция (Ca2+) и сопутствующее усиление выделения 
глутамата в синаптическую щель [22]. В свою оче-
редь, активация глутаматных рецепторов NMDA-
подтипа задних рогов спинного мозга необходима 
для инициации центральной сенситизации [23–26].

Спинальный флексорный рефлекс выбран в ка-
честве ноцицептивной реакции, реализующейся 
на уровне спинного мозга, в механизме которой за-
действованы ионные каналы TRPV1 и глутаматные 
рецепторы NMDA-подтипа. Воспроизводящий его 
тест отдергивания хвоста [20, 27] позволяет оцени-
вать способность антагонистов NMDA-рецепторов 
влиять на обусловленное активацией TRPV1 из-
менение чувствительности животных к тепловому 
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раздражителю. Известно, что у мышей VR-/- (у ко-
торых отсутствуют ионные каналы TRPV1) нару-
шена реакция на болевое термическое воздействие. 
C-волокна мышей VR-/- характеризуются сни-
женным порогом ответа на тепловое воздействие, 
а латентный период отдергивания хвоста в тесте 
тепловой иммерсии хвоста при погружении в горя-
чую воду (tail immersion) температурой 50 и 52°С 
(но не 46 и 48°С) и реакции животных в тесте 
«Горячая пластина» температурой 52.5, 55 и 58°С (но 
не 50°С), наоборот, значимо повышен [14]. Поэтому 
в проведенном нами эксперименте – тесте отдерги-
вания хвоста – термическое раздражение осущест-
вляли, воздействуя на хвост животных тепловым 
излучением с постепенным увеличением темпера-
туры от 51 до 61°C (в течение 15 с).

Установлено, что однократное внутрибрюшин-
ное введение BCTC (антагониста ионных каналов 
TRPV1) в дозе 20 мг/кг значимо повышало ЛП 
отдергивания хвоста мышей на 36.4% по сравне-
нию с контрольной группой; величина максималь-
но возможного эффекта (МВЭ) соответствовала 
15.09% (табл. 1). Известно, что антагонисты ион-
ных каналов TRPV1 обладают анальгетическим 
действием [28]. В частности, полученные резуль-
таты согласуются с данными об эффективности 
однократного внутрибрюшинного введения BCTC 
в дозах 3, 10 и 30 мг/кг на модели тепловой гипер-
алгезии у крыс [29].

Низкоаффинный антагонист NMDA-рецепторов 
гимантан в дозе 40 мг/кг (внутрибрюшинно) по-
вышал ЛП отдергивания хвоста мышей на 63.6% 
по сравнению с контрольной группой; МВЭ соот-
ветствовал 26.42%. Значимой разницы между груп-
пами животных, которым вводили BCTC в дозе 20 
мг/кг и гимантан в дозе 40 мг/кг, выявлено не было 
(табл. 1). Гимантан при однократном внутрибрю-
шинном введении в дозах 20 и 40 мг/кг дозозависи-
мо уменьшал длительность болевой реакции мышей 
на подкожную инъекцию раствора капсаицина в об-
ласть плюсны, поэтому в проведенном исследовании 
препарат использовали в дозе 40 мг/кг [12]. 

Высокоаффинный антагонист NMDA-рецепторов 
MK-801 при однократном подкожном введении 
мышам в дозе 20 мкг/кг, в которой он снижал 
длительность капсаицин-индуцированного бо-
левого поведения мышей [12], и в большей дозе 
(0.5 мг/кг) не оказывал значимого влияния на по-
рог чувствительности мышей к болевому тепловому 
воздействию в тесте отдергивания хвоста (табл. 1). 
Примечательно, что однократное введение MK-801, 
высокоаффинного антагониста NMDA-рецепторов, 
вызывало как проноцицептивный [30], так и анти-
ноцицептивный эффект у крыс [31]. 

Капсаицин при однократном подкожном вве-
дении в дозе 1 мг/кг выраженно повышал порог 
чувствительности мышей к болевому тепловому 
воздействию. ЛП отдергивания хвоста при введе-
нии капсаицина был на 67.4% выше, чем у мышей 
контрольной группы, которым вводили раствори-
тели – физиологический раствор + смесь физио-
логического раствора и этанола (9:1, v/v) (табл. 2). 
Зарегистрированный эффект капсаицина в тесте 
отдергивания хвоста у мышей объясняется его спо-
собностью вызывать длительную десенситизацию 
ноцицепторов [32].

Капсаицин не повышал порог чувствительно-
сти мышей, которым превентивно вводили BCTC 
– селективный антагонист ионных каналов TRPV1, 
или антагонисты NMDA-рецепторов гимантан 
и МК-801, к болевому тепловому воздействию. 
Эффективность BCTC, введенного мышам за 30 мин 
до подкожной инъекции капсаицина, была практи-
чески такой же, как в группе, получавшей толь-
ко BCTC. Так, ЛП отдергивания хвоста в группе 
«BCTC, 20 мг/кг + капсаицин, 1 мг/кг» был значи-
мо выше (на 38.04%), чем в контроле (группа «Физ. 
р-р + физ. р-р/этанол»); МВЭ соответствовал 16.83%. 
Гимантан в дозе 40 мг/кг, введенный за 30 мин 
до инъекции капсаицина, повышал ЛП отдергивания 
хвоста у мышей на 21.7% по сравнению с контроль-
ной группой, МВЭ соответствовал 9.62% (табл. 2). 
Хотя значение ЛП отдергивания хвоста у животных, 

Таблица 1. Влияние антагонистов NMDA-рецепторов 
(гимантана и МК-801) и антагониста ионных кана-
лов TRPV1 BCTC на порог болевой чувствительности 
в тесте отдергивания хвоста от теплового излучения 
у мышей ICR. Медиана (Q1; Q3)

Группа
Число 
мышей 

в группе

ЛП отдерги-
вания хвоста, 

с
МВЭ, % 

Контроль 10 4.40  
(3.90; 5.10)

0.00  
(-4.72; 6.60)

BCTC,  
20 мг/кг 8 6.00  

(5.20; 7.35)*
15.09  

(7.55; 27.83)*

Гимантан,  
40 мг/кг 8 7.20  

(6.30; 10.05)*
26.42  

(17.92; 53.30)*

MK-801,  
20 мкг/кг 9 4.60  

(4.10; 5.20)
1.89  

(-2.83; 7.55)

МК-801,  
0.5 мг/кг 9 4.00  

(3.80; 4.40)
-3.77  

(-5.66; 0.00)

Примечания: контроль – физиологический раствор; 
МВЭ – максимально возможный эффект.
*p <0.05 по сравнению с группой «Контроль», крите-
рий Манна–Уитни.
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которым гимантан вводили до инъекции капсаицина, 
было ниже, чем у животных, которым вводили толь-
ко гимантан, значимых различий между показате-
лями МВЭ в этих группах не выявлено (табл. 1, 2). 
Введение МК-801 в обеих дозах за 30 мин до инъ-
екции капсаицина не повышало порог болевой чув-
ствительности мышей к тепловому раздражителю 
в тесте отдергивания хвоста (табл. 2).

В группах мышей, которым антагонисты NMDA-
рецепторов (гимантан и МК-801) и BCTC вводили 
до инъекции капсаицина, ЛП отдергивания хвоста 
был значимо ниже, чем в группе мышей, которым 
вводили капсаицин и физиологический раствор 
(табл. 2).

Таким образом, в группах животных, которым 
превентивно (до инъекции капсаицина) вводили 
селективный антагонист TRPV1 ионных каналов 
BCTC или антагонисты NMDA-рецепторов гиман-
тан и МК-801, порог болевой чувствительности 
к тепловому раздражителю был значимо ниже, 
чем в группе мышей, которым вводили капсаицин 
и физиологический раствор. Это свидетельствует 
о сходном влиянии антагонистов NMDA-рецепторов 
и BCTC – антагониста ионных каналов TRPV1. Эти 
соединения препятствовали действию капсаицина 
на ионные каналы TRPV1, приводящему к их де-

сенситизации и, соответственно, к выраженному по-
вышению порога болевой чувствительности к тепло-
вому раздражителю. 

Одна из функций TRPV1 – участие в терморе-
гуляции, в реализацию которого вовлечены цен-
тральные и периферические механизмы [33–35]. 
Системное введение капсаицина приводит к быстро-
му кратковременному снижению температуры тела, 
которое объясняют запускаемыми гипоталамусом 
вегетативными реакциями, такими, как возодилята-
ция и гиперсаливация [14, 36].

Глутаматные рецепторы бледного ядра шва 
(raphe pallidus nucleus, RPa) опосредуют термоге-
нез бурой жировой ткани, вызванный активацией 
нейронов дорсомедиального гипоталамуса: микро-
инъекции NMDA или каиновой кислоты в RPa вы-
зывают повышение температуры бурой жировой 
ткани у крыс [37]. Превентивное введение селек-
тивного антагониста NMDA-рецепторов LY 235959 
ослабляет вызванную агонистом ионных каналов 
TRPM8 и TRPA1 ицилином (Icilin, AG-3-5) гипер-
термию у крыс [38]. 

В нашем эксперименте однократное подкожное 
введение мышам капсаицина в дозе 1 мг/кг вызы-
вало кратковременную гипотермию, которую реги-
стрировали через 30 мин после введения: ректаль-
ная температура снижалась на 2°С по сравнению 
как с фоновым значением (до введения капсаицина), 
так и со значением в контрольной группе мышей, 
которым вводили растворители – физиологический 
раствор + смесь физиологического раствора и эта-
нола (9:1, v/v). Через 60 мин после введения кап-
саицина регистрировали нормализацию ректальной 
температуры (рис. 1). 

Проникающий через ГЭБ селективный анта-
гонист ионных каналов TRPV1 BCTC [18] при его 
однократном внутрибрюшинном превентивном вве-
дении в дозе 20 мг/кг препятствовал появлению 
гипотермического эффекта капсаицина. У мышей, 
которым последовательно вводили BCTC, а затем 
подкожно капсаицин, ректальная температура че-
рез 30 и 60 мин после введения была значимо выше, 
чем в группе животных, которые получали капса-
ицин и физиологический раствор – на 2.5 и 0.8°С 
соответственно (рис. 1А). BCTC, как и другие ан-
тагонисты ионных каналов TRPV1, вызывает ги-
пертермию, механизм формирования которой пока 
не ясен [32]. Так, в проведенном нами эксперименте 
значимое повышение ректальной температуры (по 
сравнению с контрольной группой животных) у мы-
шей, которым однократно внутрибрюшинно вводили 
BCTC в дозе 20 мг/кг, было зарегистрировано через 
30, 90 и 120 мин после введения на 1, 0.6 и 0.5°С со-
ответственно (рис. 2А).

Таблица 2. Влияние антагонистов NMDA-рецепторов 
(гимантана и МК-801) и антагониста ионных каналов 
TRPV1 (BCTC) на повышение порога болевой чувстви-
тельности у мышей ICR, вызванное введением капсаи-
цина. Медиана (Q1; Q3)

Группа 
Число 
мышей 

в группе

ЛП  
отдер-
гивания 
хвоста, с

МВЭ, % 

Физ. р-р +  
физ. р-р/этанол 11 4.60 (4.50; 

4.80)
0.00 (-0.96; 

1.92)

Физ. р-р +  
капсаицин, 1 мг/кг 13 7.70 (6.80; 

15.00)*
29.81 (21.15; 

100.00)*

BCTC 20 мг/кг + 
капсаицин, 1 мг/кг 8 6.35 (5.90; 

7.45)*#
16.83 (12.50; 

27.40)*#

Гимантан 40 мг/кг + 
капсаицин, 1 мг/кг 11 5.60 (4.90; 

9.20)*#
9.62 (2.88; 
44.23)*#

MK-801 20 мкг/кг + 
капсаицин, 1 мг/кг 14 4.60 (3.90; 

4.90)#
0.00 (-6.73; 

2.88)#

МК-801 0.5 мг/кг + 
капсаицин, 1 мг/кг 13 3.80 (3.40; 

4.60)*#
-7.69 (-11.54; 

0.00)*#

*p <0.05 по сравнению с группой «Физ. р-р + 
физ. р-р/этанол», критерий Манна–Уитни.
#p <0.05 по сравнению с группой «Физ. р-р + капсаи-
цин, 1 мг/кг», критерий Манна–Уитни.
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Неконкур ен т ные  а н т а г о ни с ты  NMDA-
рецепторов – высокоаффинный MK-801 и низкоаф-
финный гимантан – при однократном превентив-
ном введении не предупреждали гипотермический 
эффект капсаицина, зарегистрированный на 30 мин 
после его инъекции. Ректальная температура мы-
шей, которым вводили высокоаффинный антаго-
нист NMDA-рецепторов MK-801 в дозах 20 мкг/кг 
и 0.5 мг/кг до инъекции капсаицина, через 30 мин 
после инъекции была равна соответственно 35.18 
и 35.36°С; у животных группы «Капсаицин» рек-
тальная температура была равна 35.16°С (рис. 1Б,В). 
При этом MK-801, как и BCTC, в обеих дозах вызы-

вал гипертермию у мышей (рис. 2А,Б). Ректальная 
температура у животных, которым вводили высо-
коаффинный антагонист NMDA-рецепторов в дозе 
0.5 мг/кг, была значимо выше, чем в контрольной 
группе мышей с 30 по 120 мин регистрации; в дозе 
20 мкг/кг – через 30, 90 и 120 мин после введе-
ния MK-801 (рис. 2Б). Известно, что МК-801 спо-
собен вызывать у крыс как гипертермию в дозах 
до 1.2 мг/кг [39, 40], так и гипотермию – при по-
вышении дозы до 3 мг/кг [40]. Зарегистрированное 
в проведенном нами эксперименте повышение рек-
тальной температуры мышей при введении вы-
сокоаффинного антагониста NMDA-рецепторов 
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Рис. 1. Влияние антагониста ионных каналов TRPV1 BCTC (A) и антагонистов NMDA-рецепторов гимантана (Г)
и МК-801 (Б, В) на вызванное введением капсаицина снижение ректальной температуры у мышей. *p <0.05 
по сравнению с группой «Физ. р-р / физ. р-р+этанол», критерий Ньюмена–Кейлса. #p <0.05 по сравнению 
с группой «Физ. р-р / капсаицин 1 мг/кг», критерий Ньюмена–Кейлса
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MK-801 может быть обусловлено его дофамин-
позитивным действием. На синаптосомах стри-
атума крыс показано, что как неконкурентный 
антагонист NMDA-рецепторов MK-801, так и кон-
курентный антагонист NMDA-рецепторов (+/-)-
CPP (3-(2-карбоксипиперазин-4-ил)-пропил-1-
фосфоновая кислота) ингибируют обратный захват 
дофамина [41]. Дофаминергическая система играет 
важную роль в регуляции температуры тела, агони-
сты D1- и D2-дофаминергических рецепторов вы-
зывают гипертермию у крыс [42].

Гимантан при его однократном превентивном 
внутрибрюшинном введении в дозе 40 мг/кг за 30 
мин до инъекции капсаицина значимо усиливал 
вызванную капсаицином гипотермию: гимантан 
на 1.1°С значимо снижал ректальную температу-
ру мышей по сравнению с группой «Капсаицин» 
через 30 мин после введения агониста TRPV1 
(рис. 1Г). При этом гимантан при однократном 
внутрибрюшинном введении в дозе 40 мг/кг ин-
тактным животным вызывал значимое снижение 
ректальной температуры на 1°С через 30 мин по-
сле введения; спустя 60 мин после введения ги-
мантана ректальная температура мышей повы-
шалась до значения, не отличавшегося значимо 
от ректальной температуры в контрольной группе 
(рис. 2А). Следовательно, капсаицин при введении 
через 30 мин после гимантана увеличивает дли-
тельность гипотермического действия гимантана 
до 60 мин. Через 60 мин после введения капсаи-
цина значимой разницы ректальной температуры 

у животных, которым вводили гимантан, не зафик-
сировано ни по сравнению с контрольной группой, 
ни по сравнению с группой «Капсаицин» (рис. 1Г).

Ранее было установлено, что однократное внутри-
брюшинное введение гимантана в дозе 20 мг/кг при-
водит к снижению уровня серотонина и его метабо-
лита 5-гидроксииндолуксусной кислоты в стриатуме 
мышей C57Bl/6 [43]. Поэтому зарегистрированный 
гипотермический эффект гимантана, по-видимому, 
можно объяснить его влиянием на серотонинерги-
ческую систему, так как серотонинергические ней-
роны гипоталамуса контролируют температурный 
гомеостаз, а введение серотонина в термочувстви-
тельную зону переднего гипоталамуса вызывает ги-
пертермию [44].

В качестве механизма TRPV1-индуцированной 
гипотермии рассматривают возбуждение чувстви-
тельных к капсаицину периферических нервов (со-
матосенсорных афферентов в коже и афферентных 
волокон блуждающего нерва в брюшной полости), 
передающих сигналы по полисинаптическим путям 
в отвечающую за терморегуляцию преоптическую 
(preoptic/anterior) область гипоталамуса [35]. Кроме 
того, проникающий через ГЭБ капсаицин [45] спосо-
бен активировать ионные каналы TRPV1 нервных 
клеток гипоталамуса и за счет этого влиять на тер-
мочувствительность [35]. Так, введение капсаицина 
в преоптическую область гипоталамуса крыс вы-
зывает быстрое снижение температуры тела, вы-
раженность которого уменьшается при повторных 
инъекциях этого агониста TRPV1 [46].
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Предварительное применение антагонистов 
NMDA-рецепторов предупреждало повышение по-
рога болевой чувствительности, обусловленное вве-
дением капсаицина, в воспроизводящем спинальный 
флексорный рефлекс тесте отдергивания хвоста 
у мышей и снижало длительность их реакции (об-
лизывание лапы) на инъекцию раствора капсаици-
на в область плюсны в исследовании, проведенном 
нами ранее [12]. Внутрикожная инъекция капсаи-
цина в лапу крыс вызывала катализируемое про-
теинкиназой А (PKA) и PKC фосфорилирование 
субъединицы NR1 NMDA-рецепторов в нейронах 
дорсальных рогов спинного мозга и спиноталамиче-
ского тракта, зарегистрированное через 30 мин после 
инъекции капсаицина [47, 48]. Исходя из представ-
ленных фактов функционального взаимодействия 
NMDA-рецепторов и ионных каналов TRPV1, 
мы предполагали, что предварительное введение ан-
тагонистов NMDA-рецепторов MK-801 и гимантана 
снизит выраженность вызванной капсаицином гипо-
термии за счет ослабления передачи нервных им-
пульсов с периферии (в частности, в спинном мозге) 
в преоптическую (preoptic/anterior) область гипота-
ламуса. Однако этого не произошло: не зарегистри-
ровано предупреждение вызванной капсаицином 
кратковременной гипотермии при превентивном вве-
дении животным антагонистов NMDA-рецепторов. 
Следовательно, в механизме формирования вы-
званной капсаицином кратковременной гипотер-
мии у мышей не обнаружено функционального 
взаимодействия ионных каналов TRPV1 и NMDA-
рецепторов, подобного взаимодействию, выявленно-
му в экспериментах по оценке болевой реакции мы-
шей в тесте отдергивания хвоста или длительности 
реакции мышей при введении изучаемого агониста 
TRPV1 в область плюсны [12]. Поэтому полученные 
нами данные свидетельствуют в пользу способности 

капсаицина – селективного агониста ионных кана-
лов TRPV1 – проникать при системном введении 
через ГЭБ и действовать на нейроны в преоптиче-
ской (preoptic/anterior) области гипоталамуса, влияя 
таким образом на термочувствительность. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлено, что в тесте отдергивания хвоста у мы-
шей, воспроизводящем спинальный флексорный 
рефлекс, превентивно введенные неконкурентные 
антагонисты NMDA-рецепторов (высокоаффинный 
MK-801 и низкоаффинный гимантан), как и BCTC – 
селективный антагонист ионных каналов TRPV1, 
препятствуют вызываемому агонистом TRPV1 кап-
саицином повышению порога чувствительности 
к болевому тепловому раздражителю. Учитывая 
взаимодействие NMDA-рецепторов и ионных ка-
налов TRPV1 на периферии, эффект, зарегистри-
рованный в тесте отдергивания хвоста у мышей, 
можно объяснить влиянием изучаемых соединений 
на афферентную иннервацию. Оценка этого взаимо-
действия на уровне ЦНС требует проведения даль-
нейших исследований. 

Однократное подкожное введение капсаицина 
приводит к кратковременной гипотермии у мышей, 
и предварительное введение BCTC – селективного 
антагониста ионных каналов TRPV1, но не неконку-
рентных антагонистов NMDA-рецепторов МК-801 
и гимантана, отменяет этот эффект. Полученные 
данные подтверждают возможность функциональ-
ного взаимодействия NMDA-рецепторов и ионных 
каналов TRPV1 при вызванной капсаицином анти-
ноцицептивной реакции, но не подтверждают эту 
возможность при вызванной капсаицином кратко-
временной гипотермии, механизм которой объясня-
ют вегетативными реакциями, запускаемыми гипо-
таламусом. 
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ВВЕДЕНИЕ
Быстрое развитие технологий высокопроизводи-
тельного секвенирования позволило выявлять про-
странственные контакты между нуклеиновыми 
кислотами, включая контакты ДНК в трехмерной 
структуре хроматина [1–3], функциональные взаи-
модействия энхансеров с промоторами [4, 5], а также 
хроматин-ассоциированные контакты РНК с ДНК 
[6, 7]. Эти методы основаны на принципе лигирова-

ния пространственно сближенных молекул (ЛПБМ, 
proximity ligation assays) – разрезании и последу-
ющем стохастическом лигировании нуклеиновых 
кислот, входящих в состав макромолекулярных ком-
плексов, которое преимущественно происходит меж-
ду пространственно близкими участками. Глубокое 
секвенирование полученных химерных фрагментов 
дает сотни миллионов чтений, содержащих последо-
вательности взаимодействующих локусов.
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РЕФЕРАТ Конформационное секвенирование (КС) РНК – группа молекулярных методов высокопроиз-
водительного анализа пространственной сближенности РНК в живых клетках. Эти методы основаны 
на сшивке, фрагментации и последующем лигировании пространственно сближенных молекул. Чтения, 
получаемые в результате высокопроизводительного секвенирования, содержат два разных типа раз-
рывов, один из которых образуется в результате сплайсинга, а второй – в результате лигирования. 
Нами разработан RNAcontacts – универсальный вычислительный конвейер для обнаружения контактов 
РНК–РНК в данных КС РНК. RNAcontacts решает задачу картирования последовательностей с двумя 
различными типами разрывов с помощью двухпроходного выравнивания. На первом проходе из кон-
трольного эксперимента секвенирования РНК определяют экзон-экзонные соединения, которые затем 
передают картировщику на втором проходе как уже известные интроны. Этот подход позволяет с боль-
шей чувствительностью обнаруживать контакты РНК и обладает более высокой специфичностью в от-
ношении интронов, присутствующих в биологическом образце, по сравнению с уже существующими 
методами. RNAcontacts в автоматическом режиме извлекает контакты, кластеризует точки лигирова-
ния, вычисляет поддержку чтениями и визуализирует результаты. Он реализован в воспроизводимой 
и масштабируемой системе управления рабочими процессами Snakemake, которая позволяет быстро 
и единообразно обрабатывать сразу несколько наборов данных. Разработанный вычислительный кон-
вейер применим к любым данным КС, если одним из взаимодействующих партнеров является РНК. 
RNAcontacts доступен через репозиторий github по адресу https://github.com/smargasyuk/RNAcontacts/ 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА РНК, лигирование, сплайсинг, конформационное секвенирование. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ КС – конформационное секвенирование; RNA-seq – секвенирование РНК (RNA 
sequencing); ЛПБМ – лигирование пространственно близких молекул.
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В некоторых недавно разработанных методах 
для изучения взаимодействий РНК-РНК in vivo 
и in vitro применяется ЛПБМ [8, 9]. В некоторых 
из этих методов, таких, как PARIS [10], LIGR-seq 
[11], SPLASH [12] и COMRADES [13], использу-
ются производные псоралена для того, чтобы вы-
звать обратимое сшивание между дуплексами РНК 
для определения комплементарных взаимодействий. 
В протоколе конформационного секвенирования 
РНК in situ (RIC-seq) цепи РНК сшиваются через 
РНК-связывающие белки (РСБ) [14], что позволя-
ет не только устанавливать вторичные и третичные 
структуры РНК, но и помогает воссоздать трех-
мерные карты взаимодействий РНК с РСБ. Во всех 
этих случаях взаимодействия закодированы в хи-
мерных последовательностях РНК, полученных пу-
тем разрезания и последующего лигирования.

В отличие от взаимодействий ДНК с ДНК, прояв-
ляющихся в данных КС в виде чтений с разрывами, 
которые картируются только на два пространствен-
но близких геномных локуса, взаимодействия РНК 
с РНК дают чтения, которые могут картировать-
ся более сложным образом, поскольку пре-мРНК 
подвергаются сплайсингу. В частности, химерные 
фрагменты могут содержать как экзон-экзонные 
соединения (ЭЭС), так и продукты сшивки про-
странственно близких РНК, в результате чего об-
разуются как чтения с каноническими интронными 
GT/AG-разрывами, возникающими при сплайсинге, 
так и чтения с другими разрывами, возникающими 
при лигировании (рис. 1A). Точное картирование та-

ких чтений представляет сложную задачу, посколь-
ку большинство картировщиков может работать 
только с одним типом разрывов. Так, картировщик, 
имеющий только одну модель разрывов, был бы 
вынужден либо увеличивать штраф для разры-
вов без GT/AG-мотива для более точной иденти-
фикации координат канонических интронов, либо 
ослаблять требования к наличию GT/AG-мотива 
с целью более точного нахождения координат РНК-
контактов. Поэтому разработка вычислительного 
метода, позволяющего картировать короткие чтения 
с двумя различными типами разрывов, является ак-
туальной задачей биоинформатики. В данной рабо-
те представлен вычислительный конвейер, который 
позволяет достичь этой цели без разработки специ-
ализированного картировщика. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Геномы и их аннотации
Сборка генома человека hg19 (февраль 2009) и анно-
тация транскриптома GENCODE v34lift37 были за-
гружены с веб-сайта Genome Reference Consortium 
[15] и веб-сайта GENCODE [16] соответственно. 
Координаты интронов получены из выходных дан-
ных программы STAR (см. ниже). 

Данные высокопроизводительного 
секвенирования
Две реплики данных RIC-seq с  деплецией 
рРНК (GSM3629915 и GSM3629916) в клеточ-

Рис. 1. A – в протоколе RIC-seq [14] несплайсированный участок РНК может быть лигирован через 
РНК-связывающий белок (РСБ) с другим участком, содержащим экзон-экзонные соединения (ЭЭС). 
Последовательность, образованная в результате лигирования, выравнивается на геном с двумя разрывами: 
не-GT/AG-разрывом, соответствующим точке лигирования, и каноническим GT/AG-разрывом, соответству-
ющим сплайсингу. Б – схема RNAcontacts. На первом проходе чтения из контрольного эксперимента RNA-seq 
выравниваются на референсный геном для выявления экспрессируемых ЭЭС. Эти ЭЭС используются на втором 
проходе как известные интроны при выравнивании данных КС для обнаружения разрывов, которые кодируют 
контакты РНК–РНК 
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ной линии HeLa [14] были загружены из Gene 
Expression Omnibus в формате FASTQ (GSE127188). 
Соответствующий набор контрольных данных 
секвенирования РНК (RNA-seq) в клеточной ли-
нии HeLa был загружен из консорциума ENCODE 
(ENCLB555ASI и ENCLB555ASJ). На первом прохо-
де данные RNA-seq картировали на геном человека 
с помощью программы-картировщика STAR версии 
2.7.3a в парноконцевом режиме со следующими до-
полнительными параметрами:

--runMode a l ignReads --outSAMtype BAM 
SortedByCoordinate --chimOutType Junctions.

На втором проходе данные RIC-seq картировали 
на геном человека с помощью той же версии STAR 
со следующими дополнительными параметрами:

--chimSegmentMin 15 --chimJunctionOverhangMin 
1 5  - - c h i m S c o r e J u n c t i o n N o n G TA G  - 1 
- - s co reGapNoncan  -1  - - s co reGapATAC -1 
--scoreGapGCAG -1 --chimSegmentReadGapMax 
3  - - o u t F i l t e r M a t c h N m i n O v e r L r e a d  0 . 5 
--outFilterScoreMinOverLread 0.5

Параметр --chimSegmentReadGapMax 3 введен 
для пропуска при картировании дополнительного 
биотинилированного остатка цитозина в RIC-seq 
[14]. При втором проходе штраф снижается до -1 
для всех типов неканонических разрывов. 

Реализация метода
RIC-contacts реализован в популярной системе 
управления задачами Snakemake [17] и находится 
в свободном доступе на GitHub [18]. Пути к входным 
файлам указываются в конфигурационном файле 
в формате yaml, который также содержит настрой-
ки STAR и дополнительные параметры, контро-
лирующие минимальное расстояние между двумя 
точками лигирования в кластере и порог разброса, 
для визуализации коллинеарных разрывов через 
UCSC Genome Browser [19]. Коллинеарные чтения 
извлечены из BAM-файлов с помощью отдельных 
программ (neo.pl в репозитории RNAcontacts) и па-
кета samtools v1.14 [20]. Пакет bedops v2.4.41 ис-
пользовался для кластеризации точек разрыва [21]. 
Количество поддерживающих чтений подсчитано 
с помощью пакета bedtools v2.29.0 [22]. 

Визуализация результатов
Для визуализации карт контактов списки контак-
тов были конвертированы в формат ‘cool‘ с помо-
щью пакета ‘cooler‘ v0.8.11 с разрешением 100 п.н. 
Полученные карты визуализировали с помощью 

пакета pygenometracks v3.7. Визуализация чтений 
с разрывами выполнена с помощью IGV v2.11.2 
и UCSC Genome Browser [19]. По умолчанию 
в UCSC Genome Browser визуализируются только 
коллинеарные контакты с разбросом не более 50000 
нуклеотидов (см. также руководство [18]). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Метод RNAcontacts
Для анализа данных КС РНК нами разработан 
вычислительный конвейер RNAcontacts, который 
обходит проблему нескольких различных типов 
разрывов путем выравнивания коротких чтений 
в двухпроходном режиме (рис. 1Б). Метод основан 
на использовании картировщика STAR [23], кото-
рый на первом этапе выравнивает набор данных 
секвенирования РНК (RNA-seq) в парноконцевом 
режиме, чтобы определить интроны, которые экс-
прессируются в данном биологическом образце, ис-
пользуя строгий штраф для не-GT/AG-разрывов. 
Здесь RNA-seq представляет собой контрольный 
эксперимент, не содержащий химерных фрагментов, 
полученных в результате ЛПБМ. На втором про-
ходе чтения сгенерированные в эксперименте КС 
РНК выравниваются с использованием ослабленно-
го штрафа за не-GT/AG-разрывы, при этом на вход 
подается список разрывов, идентифицированных 
на первом проходе как интроны, так что картиров-
щик будет преимущественно делать разрывы в чте-
ниях по координатам из предоставленного списка. 
Поскольку данные КС РНК могут содержать химер-
ные чтения на произвольном геномном расстоянии 
или in trans, выравнивание на втором проходе вы-
полняется в одноконцевом режиме. Все выравнива-
ния с разрывами, полученные на втором проходе, 
анализируются для извлечения контактов РНК–
РНК и исключения интронов, полученных на пер-
вом проходе.

Программы выравнивания чтений с разрыва-
ми обычно генерируют два отдельных выходных 
файла, соответствующих коллинеарным и некол-
линеарным разрывам. В частности, программа-кар-
тировщик STAR сообщает о коллинеарных разры-
вах (одна и та же хромосома, одна и та же цепь, 
согласованный порядок картирования фрагмен-
тов) в стандартном выходном файле SAM/BAM, 
в то время как неколлинеарные разрывы помеща-
ются в отдельный выходной файл с химерными раз-
рывами, так как BAM-формат не позволяет пред-
ставить их с помощью одной CIGAR-строки [23]. 
RNAcontacts извлекает координаты неоразрывов, 
т.е. коллинеарных разрывов, найденных на втором 
проходе, из результатов SAM/BAM и объединя-
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ет их с химерными разрывами. Следует отметить, 
что не только trans-, но и cis-контакты могут быть 
закодированы как в нео-, так и в химерных раз-
рывах. Объединенный результат второго прохода 
состоит из нео- и химерных разрывов в чтениях, 
которые соответствуют точкам лигирования РНК.

В ходе эксперимента RIC-seq в клеточной линии 
HeLa [14] были картированы 94.3% из ~224 млн чте-
ний из двух реплик, где 72.0% картированных чте-
ний картированы уникально (табл. S1). При этом 
18.5% уникально картированных чтений содержали 
по крайней мере один разрыв, в то время как зна-
чения для LIGR-seq, PARIS и SPLASH, как сообща-
лось ранее, составили 3.5, 2 и 0.5% соответственно 
[24]. Отметим, что результаты работы программ кар-
тирования коротких чтений, учитывающих сплай-
синг, могут различаться. При использовании про-
токола RIC-seq небольшие различия в координатах 
разрывов могут возникать даже при сопоставлении 
чтений, которые перекрывают одну и ту же точ-
ку лигирования, поскольку картирование одной 
и той же последовательности на одну или другую 
цепь может приводить к смещению координат из-за 
отсутствия консенсусных последовательностей у то-
чек лигирования (рис. S1). Кроме того, различные 
копии одной и той же РНК разрезаются и повтор-
но лигируются стохастически, что приводит к еще 
большей вариабельности. Учитывая эту техниче-
скую и биологическую вариативность, мы ожидаем 
выявление кластеров точек лигирования, а не четко 
определенных сайтов, как это имеет место в случае 
сайтов сплайсинга в GT/AG-интронах. 

Распределение расстояний между двумя после-
довательными точками разрыва быстро убывает, 
причем приблизительно 50% расстояний составляет 
меньше 9 нуклеотидов и 90% расстояний – мень-
ше 21 нуклеотида (рис. S2). Поэтому точки разры-
ва были кластеризованы с использованием одно-
связной (single-linkage) кластеризации с порогом 
по расстоянию (δ) 10 и 20 нуклеотидов (рис. S3). 
Контакты определены как пары кластеров, соеди-
няемые хотя бы одним разрывом, а число чтений, 
поддерживающих контакт, определяли как суммар-
ное число чтений, поддерживающих все разрывы 
из кластера. 

Для каждого значения δ мы разделили контак-
ты на три группы: внутригенные (оба конца кон-
такта принадлежат аннотированному гену), кон-
такты in cis (на одной хромосоме, но не в одном 
гене) и контакты in trans (на разных хромосомах). 
Число контактов (n), длина кластера (s), расстоя-
ние между контактирующими кластерами (d, кото-
рое определяется только для внутригенных и cis-
контактов) и число поддерживающих чтений (r) 

незначительно различались для двух значений δ 
(табл. 1). В среднем мы обнаружили на 30% больше 
внутригенных контактов, чем контактов in cis, и бо-
лее чем двукратное обогащение контактов in trans 
по отношению к двум другим группам. При δ = 10 
большинство кластеров имели длину 10 нуклеоти-
дов (рис. S4), что указывает на то, что они состоят 
только из одной индивидуальной точки лигирова-
ния, окруженной с обеих сторон участками из 5 ну-
клеотидов. 

Расстояния между контактирующими кластера-
ми по-разному распределены в нео- и химерных 
разрывах в чтениях как по количеству собственно 
контактов, так и при взвешивании по количеству 
поддерживающих чтений (рис. S5). Примечательно, 
что распределения имеют две моды, причем первая 
мода d-~1000 соответствует внутригенным контактам, 
задаваемым как нео-, так и химерными разрывами. 
Химерные разрывы могут задавать внутригенные 
контакты, если лигирование произошло в обрат-
ной ориентации, как например, в кольцевых РНК 
[25]. Вторая мода для неоразрывов обусловлена ус-
ловием d≤250000, которое накладывает картиров-
щик STAR на коллинеарные разрывы, однако более 
длинные контакты in cis захвачены химерным рас-
пределением. При этом большинство контактов in 
cis и in trans поддерживается только одним чтени-

Таблица 1. Характеристика кластеров контактов 
РНК-РНК 

δ Метрика
Внутригенные 

кластеры  
контактов

in cis in trans

10

n 1369158 1061470 4881920

s 10.1±2.2 10.1±2.1 10.2±2.2 

log2d 10.8±3.3 17.6±4.4 нет

log2r 0.8±0.8 0.5±0.7 0.5±0.7 

20

n 1313727 1035656 4851697

s 20.2±2.4 20.2±2.3 20.3±2.4 

log2d 11.0±3.3 17.6±4.4 нет

log2r 0.8±0.8 0.5±0.7 0.5±0.7 

Примечание. Расстояние между кластерами, δ. Ко-
личество контактов, n. Длина кластера, s. Расстояние 
между контактирующими кластерами, d. Количество 
чтений, поддерживающих контакт, r. Показано сред-
нее значение ± стандартное отклонение.
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ем, в то время как большинство внутригенных кон-
тактов поддерживается двумя чтениями (рис. S6). 
Таким образом, поддержка чтениями в отдельных 
экспериментах RIC-seq довольно скудна даже после 
объединения контактов в кластеры. 

Чувствительность RNAcontacts
Чтобы сравнить производительность RNAcontacts 
с производительностью RICpipe (метод, изначаль-
но разработанный для анализа данных RIC-seq), 
мы проанализировали внутрихромосомные разры-
вы в чтениях с разбросом 50 нуклеотидов или бо-
лее. Мы исключили разрывы в чтениях, карти-
руемых на рРНК, из результатов RNAcontacts, 
поскольку RICpipe также удаляет чтения рРНК 
[14]. Только 40% (соответственно, 45%) разрывов, 
идентифицированных с помощью RNAcontacts 
(соответственно, RICpipe), имели точно такие же 
координаты, как и разрывы, идентифицирован-
ные другим методом, что указывает на различия 
в процедурах картирования (рис. 2A). Однако 
RNAcontacts удалось выровнять больше чтений, 
поддерживающих идентифицированные разрывы, 
по сравнению с RICpipe, что указывает на увели-
чение чувствительности примерно на 40% (рис. 2Б). 
При проведении сравнения с использованием окон 
размером 100 нуклеотидов, т.е. без точного совпа-
дения координат, мы заметили, что результаты 
двух методов в значительной степени согласованы, 
о чем также свидетельствуют визуально похожие 

карты контактов с немного большим количеством 
контактов, полученных RNAcontacts, по сравнению 
с RICpipe (рис. 2В).

Затем мы  проверили производительность 
RNAcontacts на данных RIC-seq в клеточной линии 
HeLa с первым проходом картирования и без него. 
Для этого мы отдельно выполнили второй проход 
RNAcontacts, предоставляя только аннотированные 
интроны из GENCODE [16], не добавляя специфич-
ные для клеточной линии HeLa интроны, найденные 
на первом проходе. В результате получен примерно 
1% ложных соединений лигирования, которые со-
ответствуют неаннотированным интронам в HeLa. 
Мы также обнаружили, что 16809 из ~3.5 млн раз-
рывов в чтениях, идентифицированных с помощью 
RICpipe, соответствуют экзон-экзонным соедине-
ниям. Хотя количество таких разрывов невелико, 
они поддерживаются значительной долей (>30%) 
чтений. Таким образом, двухпроходный метод обе-
спечивает более высокую специфичность (меньший 
процент ложноположительных результатов) при об-
наружении контактов РНК, особенно в условиях, 
когда экспрессируемый транскриптом значительно 
отличается от аннотированного. 

ОБСУЖДЕНИЕ И ВЫВОДЫ
В данной работе представлено концептуальное ре-
шение проблемы картирования чтений с двумя ти-
пами разрывов, характерными для экспериментов 
КС РНК. Несмотря на то, что представленное реше-

А

Б
В

RNAcontacts

RNAcontacts

RNAcontacts RICpipe

RICpipe

Genes

RICpipe

Рис. 2. Сравнение RNAcontacts и RICpipe. A – диаграмма Венна для координат разрывов, полученных 
по RNAcontacts и RICpipe. Б – то же, но координаты разрывов взвешены по их поддержке чтениями. В – карты 
контактов в гене PLEC-210, полученные из RNAcontacts (вверху) и RICpipe (внизу) 
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ние задействует картировщик STAR, предложенный 
подход не ограничивается использованием только 
этой программы, и вместо нее может быть исполь-
зована любая другая программа для выравниваний 
чтений с разрывами [26]. Мы продемонстрировали, 
что экзон-экзонные соединения составляют боль-
шую часть чтений с разрывами в данных RIC-seq, 
и RNAcontacts позволяет обнаруживать разрывы, 
соответствующие точкам лигирования в экспе-
риментах RIC-seq, с большей чувствительностью, 
чем RICpipe. Реализация RNAcontacts в воспроиз-
водимой и масштабируемой системе управления 
рабочим процессом Snakemake позволяет быстро 
и единообразно обрабатывать множество наборов 
однотипных данных КС. 

Данные экспериментов конформационного секве-
нирования РНК похожи по характеру на данные Hi-
C, но имеют важные отличия, связанные с разреше-
нием. Если для Hi-C обычной практикой является 
усреднение контактов хроматина на уровне тысяч 
или миллионов пар нуклеотидов, то обнаружение 
контактов РНК с помощью КС по своей сути наце-
лено на масштаб отдельных нуклеотидов. При этом 
поддержка известных контактов чтениями RIC-seq, 
например, в известной вторичной структуре в гене 
SF1, очень слаба (рис. 3). Большинство контактов 
RIC-seq in cis и in trans поддерживаются только 
одним чтением, в связи с чем возникает проблема 
оценки статистической значимости наблюдаемых 
контактов. Эта проблема, возможно, будет решена 
в исследованиях, анализирующих большие наборы 
экспериментов RIC-seq. Мы ожидаем, что в скором 
времени появится гораздо больше наборов данных 

экспериментов КС РНК, аналогичных RIC-seq, кото-
рые могут быть проанализированы представленным 
методом. 

Таким образом, RNAcontacts реализует вычис-
лительный конвейер анализа контактов РНК–РНК, 
учитывающий два типа разрывов, специфичных 
для метода КС РНК. Несмотря на то, что про-
граммное обеспечение разработано для протокола 
RIC-seq, область его применения распространяется 
на любой аналогичный метод КС, в котором одним 
из взаимодействующих партнеров является РНК.  
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ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ
Дополнительные данные и материалы доступ-
ны в репозитории Zenodo (https://zenodo.org/
record/7027475) [27]. 

Рис. 3. Разрывные чтения, поддерживающие структуру РНК в гене SF1 человека [28]. Комплементарные цепи 
показаны оранжевым цветом. Ниже показаны разрывные чтения (чтения из двух реплик показаны синим и зеле-
ным цветом) 

https://zenodo.org/record/7027475
https://zenodo.org/record/7027475
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РЕФЕРАТ Предложена модель перехода от разупорядоченного жидкого состояния к твердой фазе, ос-
нованная на установлении корреляции между концентрацией кластеров-прекурсоров в насыщенном 
растворе и особенностями образования твердой фазы. Справедливость модели проверена эксперимен-
тально путем параллельного исследования олигомерной структуры растворов белка лизоцима и осо-
бенностей образования твердой фазы из этих растворов. Показано, что в отсутствие в растворе кла-
стеров-прекурсоров (октамеров) твердая фаза не образуется; при небольшой концентрации октамеров 
образуются совершенные монокристаллы; при увеличении степени пересыщения (и концентрации ок-
тамеров) наблюдается массовая кристаллизация; еще большее увеличение концентрации октамеров 
приводит к образованию аморфной фазы.
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ВВЕДЕНИЕ
Переход от жидкого разупорядоченного состояния 
к твердому является важной областью физики кон-
денсированного состояния, составляющей предмет 
исследований в течение многих десятилетий [1, 2]. 
Проведено огромное количество эксперименталь-
ных исследований перехода к твердой фазе разно-
образных веществ: синтетических, металлических, 
диэлектрических, полупроводниковых, органиче-
ских, высокомолекулярных (в том числе белков) 
и пр. Для растворов известных соединений переход 
к твердой фазе наблюдается при достижении пере-
сыщения раствора. Также установлено, что степень 
пересыщения влияет на структуру образующейся 
твердой фазы. При небольших значениях пересы-
щения образуются монокристаллы. Дальнейшее уве-
личение степени пересыщения приводит к массовой 
кристаллизации, а затем к образованию аморфной 
фазы. Тем не менее, до настоящего времени не су-
ществует общепринятой модели этого перехода.

Классический путь кристаллизации, который 
когда-то считался применимым ко всем системам, 
постепенно уступает место неклассическому пути, 

который в настоящее время считается доминиру-
ющим механизмом кристаллизации из раствора 
и других систем [2–9]. В соответствии с классиче-
ской теорией роста кристаллов, рост любого кри-
сталла происходит за счет присоединения к его 
поверхности новых строительных единиц (атомов, 
ионов, молекул или их комплексов) из среды – рас-
твора, расплава, пара или твердого тела. В неклас-
сических моделях кристаллизации постулируется 
возможность роста кристаллов за счет присоеди-
нения к растущей поверхности не единичных ато-
мов, ионов или молекул, как в классической тео-
рии, а целых блоков твердой фазы. Стоит отметить, 
что в этих работах описаны образующиеся прекур-
соры, частицы, плотные жидкие капли, имеющие 
аморфную структуру, а также существенные осо-
бенности ряда случаев перехода от жидкого к твер-
дому, проявляющиеся в процессах, происходящих 
в масштабе десятков нанометров и больше. В этих 
работах отмечается необходимость исследования 
процессов, происходящих в насыщенных (кристал-
лизационных) растворах, в масштабе единиц и де-
сятков нанометров.
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В последние несколько лет структуры кристалли-
зационных растворов в масштабах единиц и десятков 
нанометров изучали с использованием методов ма-
лоуглового рассеяния рентгеновских лучей (МУРР) 
и нейтронов (МУРН), а также методов молекуляр-
ной динамики. Такие работы проведены прежде все-
го для насыщенных кристаллизационных растворов 
ряда белков [10–15] и дигидрофосфата калия [9]. 
В этих работах из кристаллической структуры ис-
следуемых соединений выделяли 3D-фрагменты, 
из которых мог строиться монокристалл. И эти упо-
рядоченные образования обнаружены в насыщен-
ных растворах лизоцима (октамеры [10–15]), термо-
лизина (гексамеры [16]), протеиназы (димеры [17]), 
аминотрансферазы (двенадцатимеры [18]), а также 
в растворах дигидрофосфата калия (октамеры [19]), 
что экспериментально подтвердило гипотезу о суще-
ствовании и структуре кластера-прекурсора в кри-
сталлизационном растворе. Методом молекулярной 
динамики установлено, что именно этот кластер ста-
билен в кристаллизационном растворе [20]. В част-
ности, для лизоцима установлено, что в кристал-
лизационном растворе существуют только димеры 
и октамеры белка, а другие олигомеры (тетрамеры, 
гексамеры, десятимеры и т.п.) нестабильны [21].

Подробно исследована зависимость концентра-
ции димеров и октамеров лизоцима от температу-
ры, концентрации осадителя, растворителя методом 
малоуглового рассеяния рентгеновских лучей либо 
нейтронов. В большой области изменения параме-
тров кристаллизационного раствора подтверждено, 
что структура раствора лизоцима включает моно-
меры, димеры и октамеры этого белка, соотношение 
между которыми зависит от степени пересыщения 
раствора [10–15].

В настоящей работе на примере лизоцима ис-
следована связь между концентрацией кластера-
прекурсора и особенностями образования твердой 
фазы. Для этого были проведены две серии работ. 
Методом малоуглового рассеяния рентгеновских лу-
чей была измерена олигомерная структура лизоци-
ма (соотношение между концентрацией мономеров, 
димеров и октамеров) в ~60 растворах лизоцима 
с различным составом осадителя. В этих же раство-
рах изучен переход к твердой фазе (кристаллиза-
цию проводили методом диффузии в парах в вари-
анте сидячей капли).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Приготовление кристаллизационных растворов 
белка лизоцима
Для приготовления образцов использовали лизоцим 
куриного яйца производства Sigma-Aldrich (CAS# 

12650-88-3, США). В качестве осадителей исполь-
зовали растворы из наборов для кристаллизации 
NeXtal-Tubes-Classics-Suite 1, NeXtal-Tubes-Classics-
Suite 2 (QIAGEN ®) и хлорид натрия (CAS 7647-14-
5) производства Helicon (Россия). Для приготовле-
ния натрий-ацетатного буфера использовали ацетат 
натрия (CAS 6131-90-4) производства Sigma-Aldrich 
и уксусную кислоту (CAS 64-19-7) производства 
PanReac AppliChem. (Далее растворы осадителей 
из наборов для кристаллизации будут обозначать-
ся как CS1 № и CS2 № соответственно, где вместо 
№ приведен номер конкретного раствора из набора.) 
Лизоцим и NaCl растворяли в 0.2 М натрий-ацетат-
ном буфере с рН 4.5, приготовленном с использова-
нием ультрачистой воды Millipore (сопротивление 
воды 18 Мом × см). Раствор белка перед смешением 
с осадителем центрифугировали в течение 10 мин 
с частотой 10 000 об/мин. Начальная концентрация 
маточного раствора белка – 80 мг/мл, затем этот 
раствор разбавляли буфером до достижения необ-
ходимой концентрации.

Перед проведением измерений МУРР лизоцим 
и маточные растворы осадителя смешивали в рав-
ных объемах.

Измерение структуры кристаллизационных 
растворов лизоцима методом МУРР

Измерения растворов лизоцима методом МУРР 
на станции P12 EMBL BioSAXS источника синхро-
тронного излучения PETRA III (DESY, г. Гамбург, 
Германия). Образцы с различным составом осадите-
лей из наборов CS1 и CS2 были измерены на стан-
ции P12 EMBL BioSAXS источника синхротронного 
излучения PETRA III (DESY, г. Гамбург, Германия) 
[22]. Энергия рентгеновского излучения составляла 
10 кэВ (λ = 0.124 нм). Сбор данных проводили с ис-
пользованием пиксельного двухкоординатного детек-
тора PILATUS 6M (Dectris, Швейцария) при расстоя-
нии образец–детектор 3.0 м, охватывающем диапазон 
вектора рассеяния 0.02 < s < 7.0 нм−1 (s = 4πsinθ/λ, 
где 2θ – угол рассеяния), что соответствует разреше-
нию 300–0.9 нм в реальном пространстве. Измерения 
проводили с использованием специализированной 
ячейки для образцов МУРР, состоящей из горизон-
тального термостатируемого (в диапазоне температур 
от 278 до 323 K) кварцевого капилляра с толщиной 
стенок 50 мкм и диаметром 1.7 мм, размещенно-
го в специализированном корпусе из нержавеющей 
стали для вакуумных измерений. Исследуемый рас-
твор равномерно продвигался по капилляру, при этом 
пучок попадал в одну и ту же точку на капилляре, 
но все время в новую часть образца. Для каждого 
измерения образца сделано 20 съемок. Время экспо-
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зиции составляло 50 мс. Объем образца в каждом из-
мерении составлял 40 мкл. Все измерения проводили 
при температуре 20°С и концентрации лизоцима 20 
мг/мл. 

Измерения растворов лизоцима методом МУРР 
на станции BM29 BioSAXS источника синхро-
тронного излучения ESRF (г. Гренобль, Франция). 
Образцы с различными концентрациями осадителя 
NaCl (в диапазоне от 5 до 30 мг/мл) были измере-
ны на станции BM29 BioSAXS источника синхро-
тронного излучения ESRF (г. Гренобль, Франция). 
Энергия рентгеновского излучения составляла 12.4 
кэВ, в качестве детектора сигнала использовали 
пиксельный двухкоординатный детектор Pilatus 1M 
(Dectris). Расстояние образец–детектор составляло 
2.9 м. Исследуемые образцы помещали в специаль-
ную термостатируемую роботизированную систему 
[23] в кюветы из полистирола объемом 200 мкл, на-
грев которых осуществляли одновременно. Образцы 
нагревали до 20°С и далее поддерживали эту тем-
пературу на постоянной основе. Далее раствор 
из кюветы автоматически поступал в проточный 
кварцевый капилляр диаметром 1.8 мм, который ис-
пользовали при измерениях. Исследуемый раствор 
равномерно продвигался по капилляру, при этом 
пучок попадал в одну и ту же точку на капилля-
ре, но все время в новую часть образца. За время 
движения образца по капилляру сделано 10 съемок. 
Время экспозиции каждого измерения составляло 
1 с, сечение пучка на образце – 700 мкм2.

Методика обработки экспериментальных данных 
МУРР
Усреднение сигнала от буферного раствора, вычи-
тание усредненного сигнала от буфера из экспери-
ментальных данных рассеяния раствором белков 
и нормировку на концентрацию белка выполняли 
с помощью программы PRIMUS, входящей в пакет 
программ ATSAS [24, 25]. В результате были полу-
чены экспериментальные кривые интенсивности 
рассеяния I(s) растворов белка в различных услови-
ях. Сравнение последовательных кривых рассеяния 
не выявило радиационного повреждения на иссле-
дуемых образцах. Добавление осадителя к раство-
ру лизоцима в определенных условиях приводит 
к изменению олигомерного состава раствора, когда 
наряду с мономерными частицами начинают обра-
зовываться мультимеры (олигомеры более высокого 
порядка: димеры, тетрамеры, гексамеры, октамеры). 
Вследствие этого анализ данных проводили с уче-
том присутствия нескольких компонентов в системе. 
После первичной обработки экспериментальные кри-
вые малоуглового рассеяния обрабатывали с помощью 

программы OLIGOMER [25] для определения объем-
ных долей мономеров и олигомеров разного поряд-
ка. Расчет теоретических кривых олигомерных ком-
понентов проводили с помощью программы CRYSOL 
[26]. В качестве мономерного компонента была взята 
кристаллографическая структура мономера лизоцима 
(PDB ID: 4WLD), а модели димера, тетрамера, гекса-
мера и oктамера получены по методике, описанной 
в [10]. Качество приближения оценивали с помощью 
минимизации невязки χ2 между экспериментальными 
данными и теоретическими модельными приближе-
ниями по формуле, приведенной в [14].

Кристаллизация лизоцима
Маточные растворы, приготовленные для измере-
ний методом МУРР на станции P12 EMBL BioSAXS 
(DESY, Гамбург, Германия), использовали также 
для кристаллизации лизоцима. Кристаллизацию 
осуществляли методом диффузии в парах в вари-
анте сидячей капли с помощью кристаллизационно-
го робота Mosquito-LCP (EMBL, Гамбург, Германия), 
объем каждой из трех капель составлял 200 нл 
(100 нл маточного раствора белка + 100 нл маточ-
ного раствора осадителя). Кристаллы выращивали 
в автоматизированной системе визуализации ROCK 
IMAGER при температуре 19°C. Система позволяет 
наблюдать рост кристаллов белков и фотографиро-
вать капли в течение длительного времени (в «ну-
левой» день (сразу после загрузки кристаллизаци-
онного планшета) и далее в 1, 3, 7, 14, 28, 54 и 84 
день). В качестве осадителей использовали те же 
растворы из наборов NeXtal-Tubes-Classics-Suite 1 
и NeXtal-Tubes-Classics-Suite 2, как и при исследо-
вании растворов с помощью МУРР. Кристаллизацию 
лизоцима осуществляли при двух концентрациях 
белка: 20 и 40 мг/мл. Обратим внимание, что иссле-
дование растворов методом МУРР было проведено 
при одной концентрации (20 мг/мл).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как упомянуто в вводной части, кристаллизацию 
можно описать как фазовый процесс перехода ве-
щества из жидкой фазы в твердую. Таким образом, 
кристаллизация представляет собой трехстадийный 
процесс (двухступенчатая кристаллизация), при ко-
тором раствор первоначально пребывает в жидком 
состоянии, затем образуется промежуточная фаза, 
а на завершающей стадии образуется твердая фаза.

Влияние концентрации осадителя на степень 
пересыщения и его связь с концентрацией 
октамеров
На степень пересыщения белкового раствора вли-
яют несколько факторов, в число которых входят 
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как физические параметры (например, темпера-
тура), так и химические (концентрация осадителя 
и белка в растворе, химический состав раствора, 
в том числе природа осадителя). В рамках данной 
работы изучено влияние концентрации и типа оса-
дителя на состав промежуточной фазы (содержание 
мономеров, димеров и октамеров, которые ее обра-
зуют). Результаты представлены в табл. 1.

Согласно уравнению (2) из [27], растворимость ли-
зоцима (Cs) и концентрация NaCl (CNaCl) в натрий-
ацетатном буфере (рН 4.6) при температуре 293 
К связаны следующим соотношением:

Cs = –0.0016C3
NaCl + 0.2146C2

NaCl – 9.6437CNaCl + 148.06

Пересыщение (σ) связано с растворимостью (Cs) 
и концентрацией лизоцима в растворе (C) соотноше-
нием: σ = C / Cs [24].

Рассчитанный график зависимости пересыщения 
раствора лизоцима с зависимостью концентрации 
октамеров от концентрации NaCl в растворе пред-
ставлен на рис. 1.

С увеличением концентрации NaCl увеличива-
ется как пересыщение, так и объемная доля окта-
меров, причем пересыщение увеличивается не по-
степенно, а, начиная с какого-то момента, почти 
экспоненциально. Точка наименьшего пересыщения 
и наибольшей растворимости при концентрации 
NaCl 5 мг/мл соответствует наименьшей объемной 
доли октамеров (0.3%), что делает кристаллизацию 
маловероятной.

С увеличением концентрации NaCl (от 15 до 30 
мг/мл) объемная доля октамеров в растворе увели-
чивается с 2.9 до 4.1%. В то же время с увеличени-
ем концентрации осадителя быстро увеличивается 
степень пересыщения, что указывает на ее неста-

бильность, где даже небольшое изменение внеш-
них условий способно сильно повлиять на степень 
пересыщения раствора. Иными словами, в области, 
где объемная доля октамеров превышает 4%, веро-
ятность появления монокристаллов должна умень-
шаться, а вероятность агрегации или появления 
аморфного осадка, наоборот, увеличиться.

Сопоставление результатов перехода в твердую 
фазу с концентрацией октамеров
Обработка полученных данных МУРР (олигомер-
ный состав растворов, радиус инерции (Rg) и зна-
чение невязки χ2) от кристаллизационных раство-
ров с наборами осадителей CS1 и CS2 приведена 
в табл. 2–4. В каждом случае указан химический 
состав осадителей и результат кристаллизации, ко-
торый в нашем случае мог быть представлен одним 
из четырех вариантов:
•  пустые капли (нет кристалла, результат «нет»);
•  кристалл вырос при исследованной концентрации 

20 мг/мл хотя бы в одной капле (результат «кри-
сталл»);

•  произошла агрегация (массовая кристаллизация, 
результат «агрегация»);

•  произошла денатурация (образовался аморфный 
осадок, результат «денатурация»).
Из всех 67 исследованных растворов таких слу-

чаев 55.
При использовании остальных 12 осадителей 

(CS1 13, CS1 55, CS2 16, CS2 14, CS2 15, CS1 36, CS1 
26, CS1 54, CS1 38, CS1 40, CS1 12, CS1 52) кри-
сталл не вырос в растворе с концентрацией бел-
ка 20 мг/мл, но вырос при концентрации 40 мг/мл 
в растворе с этим же осадителем. В подавляющем 

Таблица 1. Олигомерный состав кристаллизационного 
раствора лизоцима (объемные доли мономеров, ди-
меров и октамеров) с использованием NaCl в качестве 
осадителя, полученный методом МУРР 

Концентрация 
NaCl, мг/мл Rg, A

Мономер, 
%

Димер, 
%

Октамер, 
% χ2

30 21.0 85.6 10.3 4.1 1.46

25 20.7 87.3 8.9 3.8 1.41

20 20.3 88.8 7.7 3.5 1.30

15 19.5 92.0 5.1 2.9 1.43

5 15.5 95.2 4.5 0.3 1.78

Примечание. Измерения проводили при температуре 
20°С. R

g
 – радиус инерции. χ2 – качество приближения.

Рис. 1. Пересыщение лизоцима (красная кривая) 
и объемная доля октамеров (синяя кривая) в растворе 
лизоцима при разных концентрациях NaCl
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Таблица 2. Результаты исследования олигомерного состава кристаллизационных растворов лизоцима с осадите-
лями из наборов для кристаллизации CS1 и CS2, полученные методом МУРР

№ Осадитель Rg, Å
Димер, 

%
Октамер, 

% χ2 Результат  
кристаллизации

Состав раствора
осадителя

1 CS1 1 14.3 0 0 3.26 Нет
0.01 M хлорид кобальта

0.1 M ацетат натрия pH 4.6
1.0 M 1,6-гександиол

2 CS1 10 15.5 9.3 0 1.37 Нет
0.2 M хлорид магния

0.1 M HEPES натриевая соль pH 7.5
30% (v/v) изопропанол

3 CS1 11 15.0 5.4 0 1.25 Нет
0.2 M ацетат аммония
0.1 M Tрис-HCl pH 8.5
30% (v/v) изопропанол

4 CS1 14 14.3 0 0 6.97 Нет 25% (v/v) этиленгликоль

5 CS1 15 14.3 0 0 2.24 Нет
0.02 M хлорид кальция

0.1 M ацетат натрия pH 4.6
30% (v/v) MPD (2-метил-2,4-пентандиол)

6 CS1 16 14.5 1.7 0 1.18 Нет
0.2 M хлорид натрия

0.1 M ацетат натрия pH 4.6
30% (v/v) MPD

7 CS1 17 16.3 18.4 0 1.2 Нет
0.2 M ацетат аммония

0.1 M тринатрий цитрат pH 5.6
30% (v/v) MPD

8 CS1 2 16.3 18.4 0 1.69 Нет 0.1 M тринатрий цитрат pH 5.6
2.5 M 1,6-гександиол

9 CS1 21 15.6 10.9 0 1.43 Нет 0.2 M фосфат аммония
0.1 M Tрис pH 8.5 50% (v/v) MPD

10 CS1 23 14.3 0 0 2.17 Нет 0.1 M Tрис pH 8.5
25% (v/v) Tрет-бутанол

11 CS1 25 16 14.9 0 1.71 Нет 0.4 M фосфат аммония

12 CS1 3 14.3 0 0 1.08 Нет
0.2 M хлорид магния

0.1 M Tрис pH 8.5
3.4 M 1,6-гександиол

13 CS1 51 14.3 0 0 7.41 Нет 35% (v/v) диоксан

14 CS1 61 14.5 1.2 0 1.15 Нет 0.2 M формиат магния

15 CS1 18 14.3 0 0 1.17 Нет
0.2 M ацетат магния

0.1 M какодилат натрия pH 6.5
30% (v/v) MPD

16 CS1 20 17.1 25.9 0.1 1.73 Нет
0.5 M сульфат аммония

0.1 M HEPES pH 7.5 
30% (v/v) MPD

17 CS1 24 17.6 33.5 0.1 3.06 Нет 0.1 M тринатрий цитрат pH 5.6
35% (v/v) Tрет-бутанол

18 CS1 9 18 39.3 0.1 3.76 Нет
0.2 M тринатрий цитрат

0.1 M какодилат натрия pH 6.5
30% (v/v) изопропанол

19 CS2 13 14.3 0 0.1 1.35 Нет 0.3 М формиат магния
0.1 M Bis-Tрисs pH 5.5

20 CS1 56 17.5 20.8 0.6 1.14 Нет 0.1 M HEPES pH 7.5
20% (v/v) Джеффамин M-600

21 CS1 35 17.1 14.2 0.6 1.18 Нет 1.0 M имидазол pH 7

22 CS1 6 16 3.9 0.6 1.08 Нет
0.2 M хлорид кальция

0.1 M ацетат натрия pH 4.6
20% (v/v) изопропанол

23 CS1 8 18.1 29.6 0.7 1.76 Нет
0.2 M тринатрий цитрат 

0.1 M HEPES натриевая соль pH 7.5
20% (v/v) изопропанол

Примечание. Образцы расположены в порядке увеличения объемной доли октамеров (от 0 до 0.7%).
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Таблица 3. Результаты изучения олигомерного состава кристаллизационных растворов лизоцима с осадителями 
из наборов для кристаллизации CS1 и CS2, полученные методом МУРР

№ Осадитель Rg, Å
Димер, 

%
Октамер, 

% χ2 Результат  
кристаллизации

Состав раствора
осадителя

24 CS1 39 17.4 14.8 0.9 1.32 Кристалл
0.05 M сульфат кадмия

0.1 M HEPES pH 7.5
1.0 M ацетат натрия

25 CS2 17 18.5 28.9 1 1.08 Агрегация 1.26 M фосфат натрия
0.14 M фосфат калия

26 CS1 62 18.3 25.1 1 1.25 Кристалл 0.1 M MES pH 6.5
1.6 M сульфат магния

27 CS1 46 18.3 24.5 1.1 1.17 Кристалл
0.1 M HEPES натриевая соль pH 7.5

0.8 M фосфат натрия
0.8 M фосфат калия

28 CS1 50 18.3 20.5 1.2 1.28 Агрегация 1.6 M сульфат аммония
0.1 M MES pH 6.5 10% (v/v) диоксан

29 CS1 27 19.2 29.1 1.6 1.26 Кристалл 0.1 M Tрис-HCl pH 8.5
2.0 M фосфат аммония

30 CS1 37 19.1 24.5 1.7 1.28 Кристалл 0.1 M HEPES натриевая соль pH 7.5
0.8 M K/Na тартрат

31 CS1 58 19.5 28 1.9 1.28 Нет
0.01 M хлорид никеля

0.1 M Tрис pH 8.5
1.0 M сульфат лития

32 CS1 28 19.2 19.2 2 1.2 Кристалл 0.1 M HEPES pH 7.5
2.0 M формиат аммония

33 CS1 59 19.6 27.7 2.1 1.34 Агрегация 0.1 M HEPES натриевая соль pH 7.5
1.5 M сульфат лития

34 CS1 32 19.7 23.6 2.3 1.25 Агрегация
0.1 M хлорид натрия
0.1 M HEPES pH 7.5

1.6 M сульфат аммония

35 CS1 22 21.1 66.8 2.5 12.72 Кристалл 0.1 M HEPES pH 7.5
70% (v/v) MPD

36 CS2 22 19.9 22.8 2.5 1.18 Кристалл 0.8 M янтарная кислота pH 7.0

37 CS1 33 20.1 23.9 2.7 1.26 Агрегация
0.01 M хлорид кобальта

0.1 M MES pH 6.5
1.8 M сульфат аммония

38 CS2 18 20.5 32.6 2.9 1.14 Агрегация 0.49 M фосфат натрия
0.91 M фосфат калия

39 CS1 4 20.7 25.1 3.3 1.22 Агрегация 2.0 M сульфат аммония
5% (v/v) изопропанол

40 CS1 57 20.8 27.6 3.4 1.27 Агрегация
0.5 M сульфат аммония

0.1 M цитрат натрия pH 5.6
1.0 M сульфат лития

41 CS1 30 21.1 24.6 3.8 1.23 Агрегация 0.1 M Tрис-HCl pH 8.5
2.0 M сульфат аммония

42 CS2 19 21.4 29.8 4 1.06 Агрегация 0.056 M фосфат натрия
0.91 M фосфат калия

43 CS1 29 21.3 23.7 4 1.09 Агрегация 0.1 M ацетат натрия pH 4.6
2.0 M сульфат аммония

44 CS1 60 21.4 23 4.2 1.18 Нет 0.1 M BICINE pH 9.0
2.0 M хлорид магния

45 CS1 31 21.5 24.6 4.3 1.2 Агрегация 2.0 M сульфат аммония

46 CS1 47 21.6 22.4 4.4 1.13 Кристалл 0.1 M ацетат натрия pH 4.6
2.0 M формиат натрия

Примечание. Образцы расположены в порядке увеличения объемной доли октамеров (от 0.9 дo 4.4%).
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Таблица 4. Результаты изучения олигомерного состава кристаллизационных растворов лизоцима с осадителями 
из наборов для кристаллизации CS1 и CS2, полученные методом МУРР 

№ Осадитель Rg, Å
Димер, 

%
Октамер, 

% χ2 Результат кри-
сталлизации

Состав раствора
осадителя

47 CS1 43 18 0 4.9 23.69 Денатурация 0.1 M HEPES pH 7.5
4.3 M хлорид натрия

48 CS2 21 22.3 35.9 5.1 1.27 Денатурация 1.8 M цитрат аммония
pH 7.0

49 CS1 42 22.2 24.4 5.2 1.15 Агрегация

0.1 M фосфат натрия
0.1 M фосфат калия
0.1 M MES pH 6.5

2.0 M хлорид натрия

50 CS1 41 22.8 21.3 6.2 1.12 Агрегация 0.1 M ацетат натрия pH
4.62 M хлорид натрия

51 CS2 24 23.4 23.9 7.1 1.13 Денатурация 2.8 M ацетат натрия pH
7.0

52 CS1 34 23.5 25.1 7.4 1.17 Денатурация 0.2 M K/Na тартрат
0.1 M тринатрий цитрат pH 5.6

53 CS1 44 26.2 15.1 13.5 1.17 Денатурация 0.1 M HEPES натриевая соль pH 7.5
1.4 M тринатрий цитрат

54 CS1 45 26.8 20.5 16 1.42 Денатурация 1.6 M тринатрий цитрат
pH 6.5

55 CS1 48 28.2 0 21.1 18.85 Денатурация 4.0 M формиат натрия

Примечание. Образцы расположены в порядке увеличения объемной доли октамеров (от 4.9 дo 21.1%). 

большинстве случаев кристалл зафиксирован через 
очень длительный промежуток времени (по истече-
нии 28–56 дней) либо был зафиксирован всего лишь 
в одной капле из трех.

Крайне важно отметить, что во всех случаях, 
когда в растворе отсутствовали октамеры (присут-
ствовали только мономеры и димеры), кристаллы 
не были обнаружены; также не зафиксированы 
ни агрегация, ни денатурация (все три капли оста-
вались визуально чистыми в течение всего времени 
съемки). Наряду с ранее проведенными исследова-
ниями методом малоуглового рассеяния нейтронов 
[13] и найденной высотой ступеней роста грани (110) 
кристаллов сингонии тетрагональной сингонии – 
6 нм [28, 29], можно утверждать, что именно обра-
зование октамеров является ключевым этапом 
в процессе кристаллизации лизоцима [10], а ди-
меры не могут быть ключевым элементом белкового 
кристалла.

В целом суммарно мы можем выделить три слу-
чая, отражающих различный олигомерный состав 
кристаллизационного раствора и соответствующих 
разным участкам фазовой диаграммы:
1)  в растворе присутствуют только мономеры (низ-

шая точка ненасыщенной области);
2)  в растворе присутствуют мономеры и димеры 

(ненасыщенная область – приближение к насы-
щению);

3)  в растворе присутствуют мономеры, димеры 
и октамеры, причем концентрация октамеров из-
меняется приблизительно следующим образом 
в зависимости от степени пересыщения (всего 
четыре интервала):
1.  от 0 до 1% – в растворе отсутствуют кристаллы 

и другие твердые образования;
2.  от 1 до 5% – наблюдается рост монокристаллов 

и агрегация;
3.  от 5 до 7% – наблюдается агрегация или дена-

турация (аморфное образование);
4.  более 7% – наблюдается только денатурация.
На рис. 2 показаны пять экспериментальных кри-

вых МУРР для раствора лизоцима с осадителями 
CS1 18 (№ 15 в табл. 2), CS1 17 (№ 7 в табл. 2), 
CS1 28 (№ 32 в табл. 3), CS1 31 (№ 45 в табл. 3) 
и CS1 45 (№ 54 в табл. 4). Эти кривые представ-
ляют разные случаи олигомерного состава раство-
ра лизоцима и результат кристаллизации. В случае 
CS1 18, где в растворе наблюдались только мономе-
ры, были пустые капли (не образуются кристаллы 
или другая твердая фаза). В случае CS1 17 (присут-
ствуют мономеры и димеры, тогда как октамеры в 
растворе не обнаружены) также была пустая капля 
(результат «нет»). В случае CS1 28 (мономеры, ди-
меры и октамеры обнаружены в растворе), при кри-
сталлизации рос кристалл (результат «кристалл»). 
В CS1 31 и CS1 45, в кристаллизационных раство-
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кристалла при 20 мг/мл, второй – появление види-
мой агрегации (массовая кристаллизация) и тре-
тий – выпадение аморфного осадка (денатурация). 
Тогда вероятность будет рассчитываться как от-
ношение числа успехов (когда в капле наблюдал-
ся какой-то из трех случаев, перечисленных выше) 
к числу всех случаев с данной долей октамеров 
(табл. 5).

Рис. 2. Экспериментальные кривые МУРР (цветные 
линии) для кристаллизационных растворов лизоцима 
и (черные линии) теоретические приближения смесью 
олигомеров, рассчитанные с использованием про-
граммы OLIGOMER для следующих растворов: 1 – 
лизоцим с осадителем CS1 18 (только мономеры, нет 
кристалла), 2 – лизоцим с осадителем CS1 17 (димеры 
и мономеры, без кристалла), 3 – лизоцим с осадите-
лем CS1 28 (мономеры, димеры и октамеры, кри-
сталл), 4 – лизоцим с осадителем CS1 31 (мономеры, 
димеры и октамеры, агрегация), 5 – лизоцим с оса-
дителем CS1 45 (мономеры, димеры и октамеры, 
денатурация). Кривые смещены по вертикальной оси 
для лучшей визуализации
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рах которых наблюдались мономеры, димеры и ок-
тамеры, произошли агрегация и денатурация (CS1 
31 и CS1 45 соответственно).

Зависимость вероятности роста кристаллов 
от концентрации кластеров-прекурсоров 
в кристаллизационном растворе
После приготовления кристаллизационного раство-
ра белка существует несколько путей «эволюции» 
состояния этого раствора в зависимости от степени 
пересыщения:
1)  в белковом растворе после добавления осадите-

ля не образуются кластеры – прекурсоры, т.е. 
не происходит формирования промежуточной 
фазы и, следовательно, формирования какой-ли-
бо твердой фазы, в том числе и монокристаллов 
(наряду с мономерами в растворе могут присут-
ствовать димеры (ненасыщенная область – при-
ближение к насыщению));

2)  в растворе образуются кластеры-прекурсоры, 
формируется промежуточная фаза, которая за-
тем переходит в рост кристалла;

3)  степень пересыщения раствора становится на-
столько высокой и концентрация кластеров-пре-
курсоров настолько повышается, что в растворе 
происходит агрегация (состояние, которое может 
перейти и в кристалл);

4)  степень пересыщения превышает предельное 
значение, и белок в растворе переходит в аморф-
ное состояние, в котором может происходить 
даже частичная денатурация.
Сравнение результатов измерения концентра-

ции октамеров и особенностей перехода лизоцима 
из раствора в твердую фазу показывает их вза-
имосвязь. При отсутствии в растворе октамеров 
(когда в растворе зафиксированы только мономеры 
и димеры) и при концентрации октамеров ниже 1% 
не наблюдалось образование ни монокристаллов ли-
зоцима, ни какой-либо другой твердой или аморф-
ной фазы. В интервале концентраций октамеров 
1–5% наблюдается кристаллизация и агрегация, 
причем образование монокристаллов происходит 
преимущественно в диапазоне концентрации ок-
тамеров от 2 до 3%. При концентрации октамеров 
от 5 до 7% наблюдается агрегация или денатурация 
(аморфное образование), выше 7% – только денату-
рация белка (образование аморфных осадков).

Поэтому преобразуем данные к другому виду. 
Рассмотрим вероятность успешного роста кристал-
лов при различных долях октамеров в растворе, 
округлив доли октамеров до целого числа (с по-
мощью стандартной встроенной функции Exсel). 
Рассмотрим следующие случаи, для которых будем 
рассчитывать вероятность: первый случай – рост 
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Максимальная вероятность появления кристал-
ла лизоцима приходится на интервал концентраций 
октамеров 2–3% (рис. 3). После 7% не наблюдается 
ни образования кристаллов, ни агрегации, вероят-
ность денатурации в этих случаях равна 1. В це-
лом, общая закономерность между образованием 
определенной конденсированной фазы в результате 
кристаллизации и концентрацией октамеров в рас-
творе выглядит следующим образом: при объемной 
доле октамеров в растворе от 0 до 1% вероятность 
образования какой-либо твердой фазы равняется 0. 
При повышении объемной доли октамеров увеличи-
вается вероятность образования кристаллов и агре-
гации, причем максимальная вероятность появления 

кристалла наблюдается при концентрации окта-
меров 2%, а максимальная вероятность агрегации 
сдвигается в сторону больших концентраций окта-
меров и соответствует 4%. Вероятность появления 
аморфного состояния достигает своего максимума 
при концентрации октамеров больше 7%.

Отметим, что  на  данных, представленных 
на рис. 3, две точки, соответствующие округленной 
доли октамеров 6%, мы не включили в общие кривые 
вероятности для агрегации и денатурации. Причина, 
почему эти точки не вписались в кривые, может 
быть в маленькой статистике (всего два случая).

В разделе «Влияние концентрации осадителя 
на степень пересыщения и его связь с концентра-

Таблица 5. Вероятности, рассчитанные для роста кристалла при 20 мг/мл, появления видимой агрегации (массо-
вая кристаллизация) и денатурации

Доля октамеров 
(округленная 

до целого числа), %

Всего  
случаев

Кристалл Агрегация Денатурация

Успех Вероятность Успех Вероятность Успех Вероятность

0 24 0 0 0 0 0 0
1 12 3 0.25 2 0.16667 0 0
2 7 3 0.42857 2 0.28571 0 0
3 8 2 0.25 4 0.5 0 0
4 6 1 0.16667 4 0.66667 0 0
5 3 0 0 1 0.33333 2 0.66667
6 2 0 0 1 0.5 0 0
7 2 0 0 0 0 2 1
14 1 0 0 0 0 1 1
16 1 0 0 0 0 1 1
21 1 0 0 0 0 1 1

Рис. 3. Общие зако-
номерности, отража-
ющие поведение из-
менений вероятности 
роста кристалла, агре-
гации и денатурации 
лизоцима, в зависимо-
сти от целочисленной 
доли октамеров (на 
вставке интервал доли 
октамеров увеличен 
до 21%), в разных слу-
чаях образования кон-
денсированной фазы: 
кристаллы (зеленая 
линия), массовая 
кристаллизация (синяя 
линия) и аморфный 
осадок/денатурация 
(красная линия)
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цией октамеров», где проведено сравнение концен-
трации октамеров в зависимости от концентрации 
NaCl со степенью пересыщения и растворимостью, 
говорилось, что с увеличением концентрации NaCl 
(от 15 до 30 мг/мл) доля октамеров в растворе уве-
личивается от 2.9 до 4.1%. Исходя из изменения 
степени пересыщения с увеличением концентрации 
NaCl, было показано, что в области, где концентра-
ция октамеров превышает 4%, вероятность появле-
ния монокристаллов должна снизиться, а вероят-
ность агрегации или появления аморфного осадка, 
наоборот, увеличиться. Именно такое поведение ве-
роятности мы и наблюдаем на рис. 3, где при кон-
центрации октамеров больше 4% вероятность роста 
кристаллов снизилось до 0, а вероятности агрегации 
и денатурации начали увеличиваться.

Исходя из сопоставления полученных графи-
ков с областями на фазовой диаграмме мы можем 
сказать, что концентрация октамеров 0% (в рас-
творе присутствуют только мономеры или димеры 
и мономеры) соответствует ненасыщенной области 
на фазовой диаграмме. С увеличением объемной 
доли октамеров увеличивается степень пересыще-
ния, и область концентрации октамеров 1–5% при-
ходится на зону нуклеации. Концентрация октаме-
ров более 5% приходится на зону осаждения.

ВЫВОДЫ
Параллельное измерение концентрации олигомеров 
и образования твердой фазы в 67 растворах белка 
лизоцима показывает:
•  при малых концентрациях октамеров (меньше 

0.8%) кристаллы не образуются;
•  при концентрации октамеров в диапазоне от 0.7 

до 4% образуются или отдельные кристаллы 
или происходит массовая кристаллизация (агрега-
ция), причем вероятность агрегации растет с ро-
стом концентрации кластеров-прекурсоров (сте-
пени пересыщения раствора);

•  начиная с 6% октамеров, резко возрастает веро-
ятность получения аморфной (денатурированной) 
фазы.
На основании предыдущих результатов о вза-

имосвязи концентрации октамеров в растворе ли-
зоцима на начальной стадии кристаллизации и ре-
зультатов кристаллизации, которые могли быть 
монокристаллами, агрегатами или аморфными об-
разованиями, можно сказать, что концентрация 
наноразмерных кластеров-прекурсоров (в данном 
случае октамеров лизоцима) в растворе на началь-
ной стадии кристаллизации связана с тем, в какую 
форму твердой фазы белковый раствор трансфор-
мируется окончательно (рис. 4). Полученные данные 
позволяют сопоставить процессы, происходящие 

в области 3–20 нм, когда образуется промежуточная 
фаза кластеров-прекурсоров из 3D-кластеров с ре-
зультатами перехода к твердой фазе (для размеров 
1–10 мкм).

Как отмечено выше, концентрация кластеров-
прекурсоров определяет вид твердой фазы. За рам-
ками настоящей работы остался собственно переход 
от кластеров к кристаллам или к аморфной фазе. 
К настоящему времени это наименее исследованная 
область. Со времен Фарадея известно, что переох-
лажденная жидкость может существовать неопре-
деленное время, не переходя в твердое состояние. 
Обычно этот переход инициируется градиентами 
температур и концентраций, внесением посторон-
них объектов, способных играть роль затравки и т.п. 
В настоящей работе кристаллизация проводилась 
в условиях градиента концентраций, но при этом 
образование твердой фазы происходило спустя поч-
ти 3 месяца после приготовления раствора.

Рис. 4. Полиморфизм структур, формирующихся 
в процессе кристаллизации, в зависимости от кон-
центрации кластеров-прекурсоров на примере белка 
лизоцима в условиях кристаллизации тетрагональной 
сингонии
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Тем не менее результат настоящей работы позво-
ляет предсказывать вид твердой фазы на ранней 
стадии приготовления раствора (расплава) по изме-
рению (или вычислению) концентрации кластеров-
прекурсоров.

Также за рамками работы остается процесс заро-
дышеобразования [30], однако полученные резуль-
таты могут быть полезными и в понимании этого 
процесса. 

Работа выполнена при поддержке Министерства 
науки и высшего образования в рамках 

выполнения работ по Государственному 
заданию ФНИЦ «Кристаллография и фотоника» 

РАН в части исследования начальной стадии 
кристаллизации лизоцима во внешних условиях 
(различные условия по составу и концентрации 

осадителей) на линии BM29 в Европейском 
центре синхротронного излучения и обработки 

экспериментальных данных МУРР, в рамках 
выполнения работ по гранту № 075-15-2021-1362 
в части обработки экспериментальных данных 
МУРР и анализа результатов кристаллизации 

и Консорциума iNEXT [6938] в части «обеспечения 
финансовой поддержки сбора данных МУРР 
на линии P12, управляемой EMBL Hamburg 

на кольце PETRA III».
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щитной группы в аминосоединениях, традиционно 
проводимое каталитическим гидрированием, вос-
становлением натрием в жидком аммиаке, а также 
ацидолизом с помощью бромоводорода в уксусной 
кислоте [1, 2]. Среди ограничений и недостатков 
этих методов можно выделить следующие: активно 
используемый метод гидрирования на палладиевом 
катализаторе нельзя применить, если в структу-
ре соединения есть органические сульфиды, в том 
числе остатки цистеина или метионина [6]. Можно 
проводить деблокирование в присутствии цикло-
гексиламина или эфирата трехфтористого бора [7], 
однако метод не селективен при наличии восстанав-
ливаемых функциональных групп, таких, как C=C, 
C=O, CN, NO2, формильной, карбамоильной и др. [8]. 
Следует также принимать во внимание токсичность 
палладия и отсутствие методов надежного удаления 
его следов из конечного продукта, что чрезвычай-
но важно при синтезе лекарственных препаратов 
[9]. При восстановительном расщеплении натрием 
в жидком аммиаке [10] одновременно с бензилок-
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РЕФЕРАТ Изменение структуры N-ацильной группы в производных аминокислот существенным об-
разом влияет как на узнавание, так и на активность пенициллинацилаз в этом ряду субстратов. Тем 
не менее, как пенициллинацилаза из Alcaligenes faecalis, так и пенициллинацилаза из Escherichia coli 
способны снимать N-бензилоксикарбонильную защитную группу c производных аминокислот в мягких 
условиях без использования токсичных реагентов и могут быть использованы в органическом синтезе. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА cпецифичность пенициллинацилаз, ферментативное снятие защитных групп, 
N-бензилоксикарбонильные производные аминокислот.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ПА – пенициллинацилаза; ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хромато-
графия; PMSF – фенилметилсульфонилфторид; NIPAB – 6-нитро-3-фенилацетамидобензойная кислота; 
о-ФA – о-фталевый альдегид; NAC – N-ацетил-L-цистеин; Z – N-бензилоксикарбонильная группа.

ВВЕДЕНИЕ
Маскировка функциональных групп являет-
ся важной частью органического синтеза [1, 2]. 
Использование ферментов для введения и снятия 
защитных групп существенно расширяет возмож-
ности в этой области, вплоть до применения но-
вых реагентов и изменения условий проведения 
этих стадий. Так, в химическом пептидном синте-
зе, проводимом преимущественно в органических 
растворителях, используется один набор реаген-
тов, а при использовании ферментов, например, 
для маскировки аминогрупп, возможно применение 
фенилацетильных [3], фталильных [4], ацетильных 
[5] защитных групп. Использование биокатали-
за в органическом синтезе, особенно при получе-
нии лекарственных препаратов, направлено также 
на поиск ферментов, способных катализировать 
традиционные химические реакции и сделать их 
более привлекательными с экологической и эконо-
мической точки зрения. В качестве примера можно 
привести отщепление бензилоксикарбонильной за-
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сикарбонильным остатком отщепляются другие за-
щитные группы, сложные эфиры, хотя бы частично, 
превращаются в амиды, разрушаются остатки тре-
онина, частично деметилируются остатки метиони-
на, происходит расщепление некоторых пептидных 
связей. При ацидолитическом расщеплении идут 
побочные реакции переэтерификации, ацетилиро-
вания остатков треонина и серина, разрушаются 
остатки триптофана, нитроаргинина, бензиловые 
эфиры и амидные группы [11]. Наряду с оптими-
зацией условий проведения этих реакций с целью 
снижения вклада побочных процессов интерес пред-
ставляет разработка биокаталитических методов 
снятия N-бензилоксикарбонильной защиты амино-
групп. При развитии этого направления были обна-
ружены новые ферменты: уретангидролазы [12, 13], 
снимающие бензилоксикарбонильную защиту фер-
менты в Sphingomonas paucimobilis, Burkholderia 
phenazinium и Arthrobacter sp. [14–16], показана 
способность пенициллинацилазы из Escherichia coli 
расщеплять N-бензилоксикарбонильные произво-
дные аминокислот [17]. Целью данной работы было 
изучить как меняется специфичность пенициллин-
ацилаз из Alcaligenes faecalis и E. coli при измене-
нии структуры N-ацильной группы (замене фенил-
ацетильного остатка на бензилоксикарбонильный) 
в структуре субстрата и сравнить способности двух 
ферментов снимать защитную группу.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты
В  работе использовали фенилацетилхлорид 
(Sigma, США); фенилметилсульфонилфторид 
(Merck, ФРГ); ацетонитрил («Криохром», Россия); 
N-фенилацетильные производные α-аминокислот 
синтезировали как описано ранее [18]. Препарат 
пенициллинацилазы из E. coli выделяли как опи-
сано ранее [19], препарат пенициллинацилазы из A. 
faecalis предоставлен компанией ООО «Инновации 
и высокие технологии МГУ», концентрацию актив-
ных центров пенициллинацилаз определяли титро-
ванием фенилметилсульфонилфторидом (PMSF) 
как описано ранее [20, 21].

Определение kкат и KM гидролиза N-ацильных 
производных аминокислот под действием 
пенициллинацилаз
Кинетические эксперименты проводили в тер-
мостатируемой ячейке спектрофотометра 
Shimadzu UV-1601 при 400 нм и 25оС в 0.01 M 
фосфатном буфере pH 7.5 в  присутствии 0.1 
M KCl. Значения константы Михаэлиса (KM) 
для гидро лиза N-фенилацетильных и N-бензил-

окси карбонильных производных аминокислот 
определяли как константы конкурентного инги-
бирования гидролиза цветного субстрата NIPAB 
этими соединениями при анализе зависимости 
наблюдаемой константы Михаэлиса гидроли-
за NIPAB от концентрации N-фенилацетильного 
или N-бензилоксикарбонильного производного ами-
нокислоты. Определение каталитических констант 
ферментативного гидролиза N-фенилацетильных 
и N-бензилоксикарбонильных производных амино-
кислот проводили при насыщающей концентрации 
субстрата (численно равной 10 и 20 KM) для опре-
деления максимальной скорости ферментативной 
реакции. За протеканием реакции следили при по-
мощи отбора проб и спектрофотометрической ре-
гистрации образующихся аминогрупп после мо-
дификации о-фталевым альдегидом. В типичном 
эксперименте раствор N-ацильного производного 
аминокислоты в 0.01 M фосфатном буфере pH 7.5, 
содержащем 0.1 M KCl, помещали в термостатиру-
емую ячейку при 25оС и при перемешивании до-
бавляли необходимое количество фермента. Через 
определенное время отбирали пробы (15–30 мкл) 
реакционной смеси, смешивали их с 50 мкл 10 мМ 
раствора PMSF в изопропаноле для остановки ре-
акции, разбавляли до нужной концентрации и ана-
лизировали при помощи ВЭЖХ. Для определения 
начальных скоростей ферментативного гидролиза 
обычно отбирали 8–10 проб, степень превращения 
субстрата при этом не превышала 10%. 

ВЭЖХ-анализ с предколоночной модификацией 
аминогрупп о-фталевым альдегидом
Модификацию первичных аминогрупп проводили 
следующим образом: к 900 мкл 0.5 мМ раствора 
аминосоединения в 0.4 М боратном буфере pH 9.6 
при 25оС добавляли 50 мкл метанольного раствора, 
содержащего NAC (40 мМ) и о-ФA (20 мМ). Смесь 
перемешивали, через 15 мин разбавляли элюен-
том для хроматографии, центрифугировали в те-
чение 3 мин при 12000 об/мин и анализировали. 
Хроматографическая система состояла из моду-
ля подачи элюента Waters M6000, инжектора типа 
Reodyne 7 125 с петлей объемом 50 мкл, колонки 
для обращенно-фазовой хроматографии Nucleosil 
C1-8 Chrompack Varian (250×4 мм, 5 мкм) и де-
тектора Waters M481 LC. Хроматограммы реги-
стрировали на программно-аппаратном комплексе 
для сбора и обработки хроматографических данных 
Мультихром («Амперсенд», Россия). Скорость потока 
1 мл/мин. Образующиеся изоиндолы анализировали 
при 340 нм с использованием в качестве подвижной 
фазы 6 мМ фосфатного буфера pH 6.8, содержащего 
ацетонитрил (10–40% по объему). 
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Прямой ВЭЖХ-анализ компонентов 
реакционной смеси
ВЭЖХ-анализ компонентов реакционной смеси 
без предколоночной модификации образующихся 
аминогрупп проводили при помощи хроматографи-
ческой системы Waters, колонки Kromasil Eternity-
5-C18 column (Eka Chemicals, Швеция) с использова-
нием 6 мМ фосфатного буфера pH 3.0, содержащего 
ацетонитрил (30% по объему) и 0.1 г/л додецилсуль-
фата натрия, при 210 нм и скорости потока 1 мл/мин. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Схема ферментативного гидролиза N-фенил-
ацетиль ных и N-бензилоксикарбонильных про-
изводных аминокислот представлена на рис. 1. 
Необходимо отметить отличие продуктов в этих 
двух реакциях: при снятии N-фенил ацетильной 
защиты и выделении амино кислоты со свобод-
ной аминогруппой образуется фенил уксусная кис-
лота, в то время как при снятии N-бензилокси-
карбонильной защиты наряду с аминокислотой 
накапливается бензиловый спирт и выделяется СО2.

Отличие ацильных групп на один атом кислоро-
да приводит к существенному изменению в эффек-

Рис. 1. Реакции снятия фенилацетильной и бензилоксикарбонильной защитных групп, катализируемые пеницил-
линацилазами 
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тивности связывания субстратов в активном центре 
пенициллинацилаз, это характерно как для пеницил-
линацилазы из A. faecalis, так и для пенициллинаци-
лазы из E. coli. Изменение в структуре N-ацильной 
группы не меняет специфичность ферментов к бо-
ковому радикалу аминокислоты, о чем свидетель-
ствуют корреляции между значениями константы 
Михаэлиса в реакциях снятия N-фенилацетильной 
и N-бензилоксикарбонильной защиты, катализируе-
мых обеими пенициллинацилазами. В то же время 
оба фермента отличаются по своей специфичности 
к этому структурному фрагменту: если наименее эф-
фективно связывающимися субстратами пеницилли-
нацилазы из E. coli являются производные аспара-
гиновой кислоты (рис. 2), то для пенициллинацилазы 
из A. faecalis это производные аргинина (рис. 3). 

При замене фенилацетильного остатка на бен-
зилоксикарбонильный сродство обоих фермен-
тов к субстрату снижается более чем на порядок, 
при этом пенициллинацилаза из A. faecalis прояв-
ляет более высокое сродство к новым субстратам 
(значения KM в интервале 0.08–1.6 мМ).

В то время как сродство обоих ферментов к суб-
стратам зависит от природы боковой цепи амино-
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кислоты, этот структурный фрагмент по-разному 
влияет на реакционную способность пенициллина-
цилаз (рис. 4). Природа боковой цепи аминокислоты 
в ряду N-фенилацетильных производных амино-
кислот слабо влияет на каталитическую активность 
пенициллинацилазы из A. faecalis (верхний пра-
вый рисунок), в то время как реакционная способ-
ность пенициллинацилазы из E. coli сильно зависит 
от этого структурного фрагмента и падает в ряду 
N-Phac-Ala, Glu, Asp, Arg, Val более чем в 20 раз 
(верхний левый рисунок). При замене фенилаце-
тильного остатка на бензилоксикарбонильный сни-
жается реакционная способность ферментов. Так, 
активность пенициллинацилазы из E. coli падает 
в 10–49 раз в зависимости от структуры бокового 
радикала аминокислотного остатка, а пенициллина-
цилаза из A. faecalis еще более чувствительна к та-
кому структурному изменению: активность фермен-
та уменьшается на два порядка. Тем не менее, обе 
пенициллинацилазы способны снимать защитные 
N-бензилоксикарбонильные группы в производных 
аминокислот (рис. 5), а введением мутаций в струк-
туру ферментов можно увеличить каталитическую 

Рис. 4. Каталитическая 
активность пеницил-
линацилаз из E. coli (ле-
вые рисунки) и A. faecalis 
(правые рисунки) в реак-
циях гидролиза N-фенил-
ацетильных и N-бензил-
окси карбонильных 
производных аминокислот, 
выраженная как значение 
каталитических констант 
по отношению к произ-
водным аланина (в про-
центах): верхние рисунки 
показывают активность 
ферментов по отношению 
к N-фенил  ац етильным про-
изводным аминокислот, 
нижние – к N-бензил окси-
карбонильным произво-
дным аминокислот
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активность к неспецифическим субстратам. Опыт 
изучения пенициллинацилазы из E. coli показывает, 
что методами белковой инженерии удается повы-
сить как каталитическую активность, так и сродство 
фермента к субстратам [22].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что изме-
нение структуры N-ацильной группы в произво-
дных аминокислот существенным образом влияет 
как на узнавание, так и на активность пеницил-
линацилаз в этом ряду субстратов. Тем не менее, 
как пенициллинацилаза из A. faecalis, так и пе-

нициллинацилаза из E. coli способны снимать 
N-бензилоксикарбонильную защитную группу 
в производных аминокислот в мягких услови-
ях без использования токсичных реагентов и мо-
гут быть использованы в органическом синтезе. 
Эффективность такого биокаталитического снятия 
защитной группы может быть улучшена при ис-
пользовании современных методов рационального 
дизайна ферментов. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда (грант № 21-71-30003).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Kadereit D., Waldmann H. // Chem. Rev. 2001. V. 101. № 11. 
P. 3367–3396. 

2. Sartori G., Maggi R. // Chem. Rev. 2010. V. 113. P. 1–54.
3. Didziapetris R.J., Drabnig B., Schellenberger V., Jakubke 
H.-D., Svedas V.K. // FEBS Lett. 1991. V. 287. P. 31–33.

4. Costello C.A., Kreuzman A.J., Zmijewski M.J. // 
Tetrahedron Lett. 1996. V. 37. № 42. P. 7469–7472.

5. Simons C., van Leeuwen J.G.E., Stemmer R., Arends 
I.W.C.E., Maschmeyer T., Sheldon R.A., Hanefeld U. // J. Mol. 
Catal. B Enzym. 2008. V. 54. № 3–4. P. 67–71.

6. Sewald N., Jakubke H.-D. Peptides: Chemistry and 
Biology. 2nd еd. Weinheim: Wiley, 2009. 594 p.

7. Yajima H. // Chem. Pharm. Bull. Japan. 1968. V. 16. P. 1342.
8.Medzihradszky K., Medzihradszky-Schweiger H. // Acta 
Chem. Acad. Sci. Hung. 1965. V. 44. P. 15–18.

9. Ojha N.K., Zyryanov G.V., Majee A., Charushin V.N., 
Chupakhin O.N., Santra S. // Coordination Chem. Rev. 2017. 
V. 353. P. 1–57.

10. Sifferd R.H., Vigneaud V. // J. Biol. Chem. 1935. V. 108. 
P. 753.

11. Wunsch E., Drees F. // Chem. Ber. 1966. V. 99. P. 110.
12. Matsumura E., Shin T., Murao S., Sakaguchi M., Kawano 
T. // Agric. Biol. Chem. 1985. V. 49. № 12. P. 3643–3645.

13. Matsumura E., Yamamoto E., Kawano T., Shin T.H., Murao 
S. // Agric. Biol. Chem. 1986. V. 50. № 6. P. 1563–1571.

14. Patel R.N., Nanduri V., Brzozowski D., McNamee C., 
Banerjee A. // Adv. Synth. Catal. 2003. V. 345. P. 830–834.

15.Chu L.N., Nanduri V.B., Patel R.N., Goswami A. // J. Mol. 
Catal. B Enzym. 2013. V. 85–86. P. 56–60.

16. Maurs M., Acher F., Azerad R. // J. Mol. Catal. B Enzym. 
2012. V. 84. P. 22–26.

17. Alvaro G., Feliu J.A., Caminal G., Lopez-Santin J., Clapes P. 
// Biocatal. Biotransformation. 2000. V. 18. № 3. P. 253–258.

18. Guranda D.T., van Langen L.M., van Rantwijk F., Sheldon 
R.A., Svedas V.K. // Tetrahedron: Asymmetry. 2001. V. 12. 
P. 1645–1650.

19. Ясная А.С., Ямскова О.В., Гуранда Д.Ф., Щербакова Т.А., 
Тишков В.И., Швядас В.К. // Вестник МГУ. Серия 2. Хи-
мия. 2008. Т. 49. С. 127–133.

20. Швядас В.К., Марголин А.Л., Шерстюк С.Ф., Клесов А.А., 
Березин И.В. // Биоорган. химия. 1977. Т. 3. С. 546–554.

21. Švedas V., Guranda D., van Langen L., van Rantwijk F., 
Sheldon R. // FEBS Lett. 1997. V. 417. P. 414–418.

22. Shapovalova I.V., Alkema W.B.L., Jamskova O.V., de Vries 
E., Guranda D.T., Janssen D.B., Švedas V.K. // Acta Naturae. 
2009. V. 1. P. 94–98. 



74 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 1 (56) 2023

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Бактериальные инфекции, возбудители которых обладают множественной лекарственной 
устойчивостью, представляют серьезную проблему современной медицины, поэтому поиск и создание 
новых антибиотиков считаются одной из важнейших задач здравоохранения. Особый интерес вызы-
вают антибиотики на основе антимикробных пептидов (АМП) ввиду своей генетически-кодируемой 
природы. Отдельным преимуществом большинства АМП является прямой механизм их действия, обу-
словленный мембранолитическими свойствами. Низкая скорость формирования антибиотикорезистент-
ности, связанная с механизмом действия АМП, делает перспективными разработки в данной области. 
Рекомбинантные технологии позволяют получать генетически программируемые продуценты АМП 
для масштабной наработки рекомбинантных АМП (рАМП), а также направленного создания агентов 
биоконтроля. В данной работе метилотрофные дрожжи Pichia pastoris были генетически модифици-
рованы для секретируемой продукции рАМП. Показано, что конститутивная экспрессия нуклеотид-
ной последовательности, кодирующей зрелый АМП протегрин-1, позволяет получить штамм дрож-
жей, эффективно ингибирующий рост грамположительных и грамотрицательных бактерий-мишеней. 
Антимикробный эффект наблюдался также на уровне микрокультуры при коинкапсуляции дрожже-
вого продуцента и репортерной бактерии в каплях микрофлюидной двойной эмульсии. Полученные 
результаты показывают перспективность использования разработанной системы гетерологической 
продукции АМП для создания эффективных агентов биоконтроля, а также скрининга антимикробной 
активности с применением ультравысокопроизводительных технологий.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА антимикробные пептиды (АМП), дрожжи Pichia pastoris, гетерологическая экспрес-
сия, протегрин-1 (PG-1), микрофлюидная компартментализация, эмульсионное микрокультивирование.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АМП – антимикробные пептиды; рАМП – рекомбинантные антимикробные пеп-
тиды; АР – антибиотикорезистентность; ESKAPE – группа патогенов, в которую входят Enterococcus 
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 
и виды рода Enterobacter; МИК – минимальная ингибирующая концентрация; PG-1 – протегрин-1; 
rPG-1 – рекомбинантный протегрин-1; GAP – глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа; sfGFP – зеле-
ный флуоресцентный белок суперфолдер; МЛУ – множественная лекарственная устойчивость; AOX1 – 
алкогольоксидаза-1.
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ВВЕДЕНИЕ
Антибиотикорезистентность (АР) является се-
рьезным вызовом для мирового здравоохранения. 
По некоторым оценкам в 2019 году инфекции, 
вызванные резистентными штаммами бактерий, 
унесли жизни 4.95 миллиона человек [1]. Растет 

и число штаммов, приобретающих резистентность 
к антибиотикам, в том числе последней линии за-
щиты. Однако количество одобренных к примене-
нию в клинике новых антибиотиков с каждым го-
дом уменьшается, что не соответствует скорости 
распространения АР [2], и делает необходимым по-
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иск альтернативных подходов к борьбе с инфекци-
онными заболеваниями. 

Мировым сообществом выделены и объединены 
в акроним ESKAPE наиболее приоритетные патоге-
ны, новые подходы к борьбе с которыми необходимо 
разрабатывать в первую очередь [3]. К ним отно-
сятся Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa и виды рода Enterobacter. 
Антимикробные пептиды (АМП) способны особен-
но эффективно бороться с бактериальными ин-
фекциями, вызванными антибиотикорезистентны-
ми представителями данной группы бактерий [4]. 
АМП вырабатываются широким спектром орга-
низмов и обладают антибактериальной, антифун-
гальной и иммуномодулирующей активностями [5]. 
Механизмы действия и молекулярные мишени АМП 
отличаются от мишеней низкомолекулярных анти-
биотиков. АМП зачастую нацелены на мембрану, 
они формируют поры в липидном бислое или вли-
яют на процессы формирования клеточной стенки, 
так или иначе нарушая целостность бактериальных 
клеток, что приводит к гибели патогена [6]. Этот ме-
ханизм действия определяет более низкий уровень 
возникновения резистентности к АМП [7, 8]. 

В настоящее время количество АМП, доступ-
ных для терапевтического применения, ограниче-
но, однако, количество АМП, проходящих стадии 
доклинических и клинических испытаний, растет, 
что подтверждает перспективность развития дан-
ного направления [9, 10]. Стоимость производства 
АМП с помощью твердофазного синтеза может со-
ставлять 50–400 $ за грамм продукта, что является 
экономически выгодным в основном для коротких 
пептидов [11]. Также технологии химического син-
теза не позволяют проводить широкомасштабный 
скрининг антимикробной активности с использова-
нием принципов комбинаторной химии и биологии 
[12]. Альтернативным подходом является исполь-
зование гетерологических систем рекомбинантной 
продукции АМП. Гетерологические системы про-
дукции на основе метилотрофных дрожжей Pichia 
pastoris позволяют легко масштабировать производ-
ство рекомбинантных биопрепаратов, минимизируя 
издержки на их производство [13, 14]. 

Агенты биоконтроля – это живые организмы 
(природные или модифицированные), которые спо-
собны ингибировать распространение патогенов 
и вредоносных организмов [15]. Чаще всего этот 
термин используется в контексте создания био-
логических пестицидов. Поскольку дрожжевые 
клетки не являются мишенями большинства АМП, 
их можно использовать для создания агентов био-
контроля, секретирующих во внеклеточную среду 

активные АМП для подавления роста патогенных 
бактерий (рис. 1) [16] или фитопатогенных грибов 
[17]. Применение подобного подхода в борьбе с па-
тогенами, в том числе из группы ESKAPE, может 
стать перспективным для ограничения распростра-
нения антибиотикорезистентности. 

Данная работа посвящена генетическому про-
граммированию метилотрофных дрожжей P. pastoris 
с целью получения рекомбинантных агентов био-
контроля, в качестве активных компонентов в ко-
торых выступает антимикробный пептид. Получена 
генетическая конструкция, обеспечивающая кон-
ститутивную продукцию зрелого АМП, секретиру-
емого в культуральную среду. Дрожжи P. pastoris, 
трансфицированные данной конструкцией, проявля-
ли антимикробную активность в отношении и гра-
мотрицательных, и грамположительных бактерий-
мишеней. Выраженный антимикробный эффект 
наблюдали также в эмульсионной микрокультуре, 
имитирующей природные микрокомпартменты. 
Коинкапсуляция клеток бактерии-мишени и дрож-
жей-продуцентов АМП в каплях микрофлюидной 
двойной эмульсии приводила к эффективному пода-
влению роста бактерий, опосредованному гетероло-
гической продукцией рАМП – протегрина-1 (rPG-1). 
Разработанный подход к созданию рекомбинантных 
агентов биоконтроля представляет перспективную 
основу для дальнейшего развития альтернативных 
стратегий борьбы с антибиотикорезистентностью.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные и дрожжевые штаммы
В качестве гетерологического продуцента АМП 
использовали штамм P. pastoris GS115 (Invitrogen, 

Рис. 1. Схематическое представление генетического 
программирования штаммов дрожжей P. pastoris 
и создания рекомбинантного агента биоконтроля. 
Клетки дрожжей дикого типа (P. pastoris WT GS115) 
трансфицируют генетической конструкцией для про-
дукции секретируемой АМП; кокультивирование полу-
ченного агента биоконтроля (P. pastoris рАМП) с бак-
терией-мишенью приводит к гибели этой бактерии

P. pastoris  
WT (GS115)

P. pastoris 
рАМП

Агент 
биоконтроля

Культура 
бактерий

Гибель 
бактерий
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США). Антимикробную активность проверяли 
на штаммах бактерий Escherichia coli ΔlptD (лю-
безно предоставлены И.А. Остерманом) и Bacillus 
megaterium B-512 (любезно предоставлены 
С.А. Дубилей). Для получения репортерного штамма 
E. coli ΔlptD sfGFP клетки E. coli ΔlptD трансфор-
мировали плазмидой, конститутивно экспрессирую-
щей зеленый флуоресцентный белок sfGFP [18]. 

Конструирование плазмиды и трансфекция 
клеток дрожжей
Оптимизацию кодонов последовательности, кодиру-
ющей зрелый протегрин-1 (rPG-1), проводили с ис-
пользованием программного обеспечения GeneArt 
GeneOptimizer (Thermo Fisher Scientific Inc., США). 
Оптимизированную последовательность гена rPG-1 
клонировали в экспрессионный вектор pGAPZalpha 
A (Thermo Fisher Scientific Inc.) с помощью гомоло-
гичной рекомбинации. Полученную плазмиду pGAP-
PG-1 линеаризировали по сайту рестрикции AvrII 
и трансфицировали в клетки дрожжей с помощью 
электропорации [19]. Трансфицированные клоны от-
бирали на селективной агаризованной среде YPDS 
(2% пептона, 1% дрожжевого экстракта, 2% глюкозы, 
1 М сорбитол, 2% агар-агара) с добавлением антибио-
тика зеоцина до конечной концентрации 100 мкг/мл.

Определение зон ингибирования роста бактерии-
мишени
Для определения размера зон ингибирования роста 
клоны P. pastoris выращивали на чашках с YPD-
агаром (1% дрожжевого экстракта, 2% пептона, 2% 
глюкозы, 100 мМ фосфат калия pH 6.0, 1.8% агара) 
в течение 2 дней при 30°С. Мягкий агар (8 г/л трип-
тона, 2.5 г/л NaCl, 5 г/л дрожжевого экстракта, 0.5% 
агара) расплавляли, охлаждали до 42°С и инокули-
ровали клетки E. coli ΔlptD или B. megaterium B-512 
до конечной концентрации примерно 106 КОЕ/мл. 
Затем колонии P. pastoris покрывали инокулирован-
ным мягким агаром и инкубировали при 37° в тече-
ние ночи. Наличие антимикробной активности ана-
лизировали по размеру зон ингибирования роста 
репортерной бактерии.

Оценка содержания рекомбинантного 
протегрина-1 в среде культивирования 
Дрожжевой штамм-продуцент rPG-1 культивиро-
вали в среде YPD (1% дрожжевого экстракта, 2% 
пептона, 2% глюкозы, 100 мМ фосфат калия pH 6.0) 
в колбах-качалках при 37°C и 250 об/мин в тече-
ние 3 суток. Среду культивирования использова-
ли для анализа антимикробной активности против 
бактерии-мишени E. coli ΔlptD методом двукрат-
ных серийных разведений. В качестве стандарта 

для определения концентрации пептида использо-
вали синтетический аналог протегрина-1, получен-
ный с помощью твердофазного синтеза.

Инкапсуляция штаммов дрожжей и бактерии-
мишени в капли микрофлюидной двойной 
эмульсии и проточная цитофлуориметрия
Репортерный штамм E. coli ΔlptD sfGFP, продуци-
рующий sfGFP под контролем промотора pJ23119, 
культивировали в среде YPD (1% дрожжевого экс-
тракта, 2% пептона, 2% глюкозы, 100 мМ фосфат ка-
лия pH 6.0) в колбах-качалках при 37°C и 250 об/мин 
до начала фазы логарифмического роста. P. pastoris 
GS115 и rPG-1 культивировали в среде YPD в кол-
бах-качалках при 30°C и 180 об/мин в течение 16 ч. 
Затем клеточные культуры фильтровали с исполь-
зованием 40 мкм клеточных фильтров (Greiner Bio-
One, Германия) и разбавляли до достижения опти-
ческой плотности OD600 = 0.45 (заселенность (λ) ~ 
5 клеток на каплю) для E. coli ΔlptD и OD600 = 1.5 
(заселенность (λ) ~ 1 клетка на каплю) для штаммов 
дрожжей. Затем клетки инкапсулировали в капли 
микрофлюидной двойной эмульсии (МДЭ) с исполь-
зованием 20 мкм микрофлюидных чипов, получен-
ных методом мягкой литографии, как описано ра-
нее [20]. Заполненные капли МДЭ культивировали 
при 30°С в инкубаторе, насыщенном водяным паром. 
После инкубации в течение 24 ч сигнал флуоресцен-
ции от капель МДЭ анализировали с помощью про-
точного цитофлуориметра Novocyte Flow Cytometer 
(ACEA Biosciences Inc., США). Капли визуализи-
ровали с помощью инвертированного флуорес-
центного микроскопа Eclipse Ti (Nikon, Япония) со 
стандартным фильтром FITC. Эксперимент по ко-
культивированию дрожжей и бактерий в 96-луноч-
ном планшете проводили в среде YPD со стартовой 
оптической плотностью OD600 = 0.25 для дрожжей 
и OD600 = 0.005 для E. coli ΔlptD sfGFP. Планшет ин-
кубировали при 30°С и постоянном перемешивании. 
Рост таргетной бактерии оценивали путем подсче-
та колоний после высева на агаризованную среду 
серийных десятикратных разведений кокультуры. 
Измерения проводили в трех повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Антимикробные пептиды как эффективные 
антимикробные агенты
Антимикробные пептиды могут сочетать в себе вы-
сокую антимикробную эффективность с широким 
спектром антимикробной активности. В табл. 1 
приведены результаты анализа опубликованных 
данных об антимикробной активности ряда высоко-
активных АМП. 
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Высокоэффективные АМП можно найти среди 
представителей различных структурных классов. 
Протегрин-1 и ареницин-1 относятся к бета-шпи-
лечным АМП, тогда как темпорин L, плевроцидин 
и мелиттин обладают альфа-спиральной структу-
рой. Несмотря на отличия во вторичной структу-
ре, они проявляют широкий спектр антимикробной 
активности, эффективно воздействуя в том чис-
ле и на патогены, относящиеся к группе ESKAPE, 
а также на оппортунистические патогенные грибы, 
такие, как Candida albicans.

Среди представленных пептидов протегрин-1 
(PG-1) характеризуется низкой минимальной инги-
бирующей концентрацией (МИК), а также обладает 
широким спектром активности, в том числе и в от-
ношении патогенов группы ESKAPE. Таким обра-
зом, принимая во внимание высокую антимикроб-
ную активность PG-1, было решено использовать 
его аминокислотную последовательность для созда-
ния агента биоконтроля на основе метилотрофных 
дрожжей P. pastoris.

Генетическое программирование дрожжей
Протегрин-1 состоит из 18 аминокислотных остат-
ков и содержит две внутримолекулярные дисуль-
фидные связи, поддерживающие бета-шпилечную 
структуру (рис. 2А). В отличие от рекомбинантного 
протегрина, природный пептид содержит амидиро-
ванный С-концевой остаток аргинина. Отсутствие 
модификации на С-конце может влиять на ста-
бильность и активность АМП, однако эффективная 
продукция рекомбинантного протегрина-1 (rPG-1) 
in situ в гетерологической системе способна мини-
мизировать подобные эффекты.

Нуклеотидная последовательность гена про-
тегрина-1 P. pastoris GS115 была оптимизирована 
в соответствии с частотой использования кодо-
нов и клонирована в челночный экспрессионный 
вектор pGAPZalpha A. Полученная генетическая 
конструкция pGAP-PG-1 обеспечивала конститу-
тивную продукцию протегрина-1 за счет сильного 

конститутивного промотора гена глицеральдегид-3-
фосфат-дегидрогеназы (GAP), а секрецию во вне-
клеточную среду обеспечивала сигнальная после-
довательность альфа-фактора дрожжей (рис. 2Б). 
Созданный штамм дрожжей rPG-1, трансфици-
рованный плазмидой pGAP-PG-1, секретировал 
зрелый пептид во внеклеточную среду и форми-
ровал четкие зоны ингибирования роста репортер-
ных штаммов грамположительных (B. megaterium) 
и  грамотрицательных (E. coli ΔlptD) бактерий 
(рис. 2В).

Таблица 1. Антибиотическая активность панели репрезентативных высокоэффективных АМП

Чувствительные бактерии
МИК, мкг/мл

протегрин-1 ареницин-1 темпорин L плевроцидин мелиттин

Klebsiella pneumoniae 0.5–4 нд 16 4–8 4–64

Acinetobacter baumannii 0.25 4 4 1–2 0.25–0.5

Pseudomonas aeruginosa 4 2–4 16 16–32 2–8

Staphylococcus aureus 4 2–4 2–4 4–16 1–4

Candida albicans 2 24 8 нд 25

*нд – нет данных; данные МИК протегрина-1 адаптированы из [21], ареницина-1 – из [22, 23], темпорина L – [24], 
плевроцидина – [25], мелиттина – [26–29].

Рис. 2. Генетическое программирование дрожжей 
P. рastoris. А – схема строения протегрина-1 (фи-
олетовым обозначены положительно заряженные 
аминокислотные остатки, красным – незаряжен-
ные, желтым – остатки цистеина; Б – схема гене-
тической конструкции для продукции протегрина-1 
в дрожжах: P

GAP
 – промотор гена глицеральдегид-3-

фосфат-дегидрогеназы (GAP), α – сигнальная по-
следовательность альфа-фактора, PG-1 – кодон-оп-
тимизированная последовательность протегрина-1, 
AOX TT – AOX1-терминатор транскрипции, pA – сиг-
нал полиаденилирования, ZeoR – устойчивость к зео-
цину; В – тест антимикробной активности штамма про-
дуцента протегрина (rPG-1) и контрольных дрожжей, 
продуцирующих флуоресцентный белок mCherry (K-). 
Диаметр зон ингибирования роста – 12 и 14 мм для ре-
портерных бактерий E. coli ΔlptD и B. megaterium 
соответственно

А

PG-1

Б

pGAP-PG-1

В Escherichia coli ΔlptD Bacillus megaterium B-512

rPG-1 rPG-1К- К-
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Уровень продукции rPG-1 клетками дрожжей 
оценивали по значениям антимикробной активности 
среды культивирования против репортерной бак-
терии E. coli ΔlptD. В качестве стандарта исполь-
зовали химически синтезированный аналог rPG-1. 
Концентрация rPG-1 в среде культивирования рав-
на 540 нг/мл.

Таким образом, показана возможность рекон-
струкции искусственной антимикробной активности 
в клетках P. pastoris, продуцирующих rPG-1.

Кокультивирование в каплях микрофлюидной 
двойной эмульсии
Эффективные агенты биоконтроля способны огра-
ничивать распространение патогенных микроорга-
низмов, против которых они направлены. Зачастую 
конкуренция микроорганизмов происходит в рамках 
определенных микрокомпартментов среды обита-
ния, будь то почвенные сообщества или микробио-
та кишечника [30]. Таким образом, при создании 
агентов биоконтроля и пробиотических организмов 
необходимо оценить их способность ингибировать 
рост таргетных бактерий в микрокомпартментах 
и при численном преимуществе последних. Капли 
двойной эмульсии, сгенерированные с помощью 
микрофлюидных технологий, позволяют заклю-
чить клетки эффекторных дрожжей с репортерным 
штаммом бактерии и оценить их антибиотические 

свойства. Подобная модель в дальнейшем может 
быть модифицирована для проведения широкомас-
штабных скринингов антимикробной активности.

В рамках данной работы рекомбинантный штамм 
дрожжей, продуцирующий протегрин (rPG-1), был 
коинкапсулирован в капли микрофлюидной двойной 
эмульсии с репортерными клетками E. coli ΔlptD 
sfGFP, конститутивно продуцирующими зеленый 
флуоресцентный белок sfGFP (рис. 3А). В каче-
стве контроля использовали коинкапсуляцию E. coli 
ΔlptD sfGFP с дрожжами дикого типа (GS115) 
и инкапсуляцию E. coli ΔlptD sfGFP без дрожжей. 
Антимикробную активность рекомбинантных штам-
мов дрожжей P. pastoris детектировали по гибели 
или пролиферации репортерной бактерии-мишени 
и сопутствующей флуоресценции sfGFP в каплях 
микрофлюидной двойной эмульсии.

После инкубации в течение 24 ч капли анали-
зировали с помощью проточного цитофлуориметра. 
Коинкапсуляция бактерии-мишени со штаммом 
дрожжей rPG-1 приводила к снижению сигнала 
флуоресценции репортера по сравнению с каплями, 
в которых E. coli ΔlptD sfGFP были инкапсулиро-
ваны отдельно или вместе с контрольным штаммом 
GS115 (рис. 3Б). Снижение уровня флуоресценции 
в каплях свидетельствовало о подавлении роста 
клеток E. coli ΔlptD sfGFP в присутствии дрожжей 
rPG-1. В то же время дрожжи GS115 не оказыва-

Рис. 3. Анализ антимикробных 
свойств рекомбинантного аген-
та биоконтроля. 
А – схема кокультивирова-
ния эффекторных дрожжей 
с бактерией-мишенью в каплях 
двойной эмульсии. 
Б – результаты проточной 
цитофлуориметрии капель по-
сле кокультивирования: цве-
том отмечено распределение 
сигнала флуоресценции E. coli 
ΔlptD sfGFP инкапсулированных 
со штаммом rPG-1 (красный), 
с контрольными дрожжами 
P. pastoris GS115 (синий), 
без дрожжей (зеленый). 
В – микроскопия капель 
микрофлюидной двойной 
эмульсии при инкапсуляции 
бактерии-мишени E. coli sfGFP 
с эффекторными дрожжами P. 
pastoris rPG-1 и с контрольны-
ми клетками P. pastoris GS115. 
Шкала делений – 50 мкм

А P. pastoris rPG-1 + E. coli sfGFP P. pastoris rPG-1 + E. coli sfGFP
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ли значительного влияния на пролиферацию E. coli 
ΔlptD sfGFP, что приводило к увеличению сигнала 
флуоресценции в соответствующих каплях.

Микроскопия образцов после инкубации показала 
высокоэффективное подавление роста репортерно-
го штамма E. coli ΔlptD sfGFP, сопровождающееся 
пролиферацией P. pastoris rPG-1 (рис. 3В). В то же 
время коинкапсуляция репортерной бактерии 
с контрольным штаммом GS115 приводила к пре-
обладанию капель, заполненных размножившимися 
клетками бактерии-репортера (рис. 3В). Подобный 
эффект сохранялся и при совместном культивиро-
вании эффекторных дрожжей с таргетной бактери-
ей в 96-луночном планшете. В суспензии P. pastoris 
rPG-1 подавлялся рост E. coli ΔlptD sfGFP, в отли-
чие от контрольных дрожжей P. pastoris GS115.

Таким образом, созданные дрожжи-продуценты 
rPG-1 способны ингибировать рост таргетной бак-
терии в совместной культуре уже на первые сут-
ки инкубации. Полученные результаты могут быть 
имплементированы для разработки пробиотических 
организмов на основе дрожжей-продуцентов рАМП 
и создания программируемых рекомбинантных 
агентов биоконтроля.

ОБСУЖДЕНИЕ
Стремительное распространение антибиотикорези-
стентности серьезно осложняет борьбу с инфекци-
онными заболеваниями. Появление бактериальных 
штаммов с множественной лекарственной устойчи-
востью (МЛУ) еще сильнее уменьшает число до-
ступных схем терапии. Таким образом, остро стоит 
вопрос о поиске альтернативных антимикробных со-
единений. Антимикробные пептиды способны стать 
источником новых антимикробных препаратов, по-
скольку обладают активностью против широкого 
спектра патогенов, в том числе ассоциированных 
с множественной лекарственной устойчивостью [31].

АМП включают представителей различных струк-
турных классов. Среди них выделяют бета-шпильки, 
альфа-спирали, линейные, комбинированные, а так-
же циклические пептиды [32]. Широкая структур-
ная вариабельность АМП позволяет реализовывать 
разные механизмы воздействия на бактериальные 
клетки, влияя на спектр антимикробной активности. 
Технологии рационального дизайна позволяют про-
вести тонкую настройку физико-химических свойств 
АМП и получить пептид с улучшенными показате-
лями активности и токсичности [33]. Таким образом, 
АМП создают пластичную основу для получения эф-
фективных антимикробных препаратов.

Протегрин-1, относящийся к бета-шпилечным 
АМП, состоит из 18 аминокислотных остатков и со-
держит две внутримолекулярные дисульфидные 

связи. Он проявляет широкую антимикробную ак-
тивность за счет взаимодействия с бактериаль-
ной мембраной и формирования в ней пор [34, 35]. 
Принимая во внимание высокие показатели анти-
микробной активности и широкий спектр чувстви-
тельных к нему патогенов, протегрин-1 был выбран 
в качестве активного компонента для создания ре-
комбинантного агента биоконтроля.

Гетерологическая продукция АМП представля-
ет важную биотехнологическую задачу, а также 
служит основой для создания систем широкомас-
штабного скрининга антимикробных соединений. 
Метилотрофные дрожжи P. pastoris широко ис-
пользуются в биотехнологии, поскольку позволя-
ют за короткое время получать рекомбинантные 
белки с высоким выходом [13, 14]. Наиболее ши-
роко используется получение рекомбинантных 
белков под контролем промотора алкогольокси-
дазы-1 (AOX1), индуцируемого метанолом [36]. 
Однако метанол легко воспламеняется и относится 
к токсичным веществам, к тому же индуцирован-
ная экспрессия не позволяет оценить конкурент-
ные характеристики рекомбинантных дрожжей 
in vivo. В нашей работе синтез антимикробно-
го пептида в клетках P. pastoris осуществлялся 
под контролем сильного конститутивного промото-
ра глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназы (GAP). 
Это позволило получить рекомбинантный штамм 
дрожжей, способный эффективно ингибировать рост 
грамположительных (B. megaterium) и грамотрица-
тельных (E. coli ΔlptD) бактериальных мишеней. 

Агенты биоконтроля способны ингибировать рост 
патогенных организмов, против которых они на-
правлены [15]. Для эффективной защиты от пато-
генов агенты биоконтроля должны обладать способ-
ностью конкурировать с этими патогенами в рамках 
ограниченного количества ресурсов и пространства. 
В данной работе такие условия моделировали по-
средством микрокомпартментализации бактери-
альной мишени и дрожжевого эффектора в каплях 
микрофлюидной двойной эмульсии, и при инкапсу-
ляции создавалось численное преимущество бак-
териальных клеток над дрожжевыми. Установлено, 
что штамм дрожжей, секретирующий рекомбинант-
ный протегрин-1 (rPG-1) в культуральную среду, 
уже в первые сутки после инкапсуляции спосо-
бен эффективно подавлять рост бактерии-мишени. 
За счет конститутивной продукции rPG-1 рекомби-
нантные дрожжи обладают постоянной антимикроб-
ной активностью, они способны контролировать рост 
микроорганизмов без необходимости в добавлении 
индуктора. Таким образом, в результате генетиче-
ского программирования дрожжей P. pastoris создан 
рекомбинантный агент биоконтроля, способный ин-
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гибировать рост бактерии-мишени в условиях кон-
куренции за пространство и питательные вещества.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе данного исследования на основе метило-
трофных дрожжей P. pastoris создан рекомбинант-
ный агент биоконтроля, активным компонентом ко-
торого выступает рАМП протегрин-1. Полученный 
штамм дрожжей ингибировал рост репортерной 
мишени как на агаризованной среде, так и в усло-
виях кокультивирования в каплях микрофлюидной 

двойной эмульсии. Разработанная стратегия полу-
чения рекомбинантных агентов биоконтроля яв-
ляется важным этапом создания альтернативных 
способов борьбы с патогенами. Кроме того, рассмо-
тренные подходы могут применяться для поиска 
новых антимикробных соединений с использова-
нием технологий глубокого функционального про-
филирования [37]. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ (проект № 21-14-00357).
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РЕФЕРАТ Новая коронавирусная инфекция COVID-19 — это острое вирусное заболевание, поражаю-
щее преимущественно верхние дыхательные пути. Этиологическим агентом COVID-19 является РНК-
содержащий вирус SARS-CоV-2 (сем. Coronaviridae, род Betacoronavirus, подрод. Sarbecovirus). Нами 
получено высокоаффинное человеческое моноклональное антитело с авторским названием C6D7-RBD, 
специфичное к рецепторсвязывающему домену (RBD) S белка вируса SARS-CоV-2 вариант Wuhan-
Hu-1, обладающее вируснейтрализующей активностью в тесте с рекомбинантными антигенами: ангио-
тензинпревращающим ферментом 2 (АСЕ2) и RBD. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА COVID-19, SARS-CoV-2, рецепторсвязывающий домен, человеческое моноклональное 
антитело, вируснейтрализующая активность.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ COVID-19 – (COronaVIrus Disease 2019); SARS-CoV-2– коронавирус 2 тяжело-
го острого респираторного синдрома (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2); ВОЗ – 
Всемирная организация здравоохранения; FDA – Управление по санитарному надзору за качеством 
пищевых продуктов и медикаментов (U.S. Food and Drug Administration); чМКА – человеческое моно-
клональное антитело; МКА – моноклональное антитело; ACE-2 – ангиотензинпревращающий фермент 
2; TMPRSS2 – трансмембранная сериновая протеаза 2; RBD – рецепторсвязывающий домен; ФСБ – 
фосфатно-солевой буфер; ФБС – фетальная сыворотка крупного рогатого скота; ИФА – иммунофер-
ментный анализ; TMB – 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин; ФСБ-Тв – фосфатно-солевой буфер с добавлени-
ем Tween-20; ПААГ – полиакриламидный гель.

людей в умеренно тяжелых и тяжелых случаях за-
болевания, к которым относятся препараты на основе 
человеческих моноклональных антител (чМКА). 

Геном вируса SARS-CoV-2 кодирует четыре струк-
турных белка: поверхностный шиповидный глико-
протеин S, мембранный M, белок нуклеокапсида N 
и оболочечный белок E. Белок S обуславливает воз-
можность прикрепления, слияния и проникновения 
вируса в клетку хозяина. Под действием трансмем-
бранной сериновой протеазы 2 (TMPRSS2) белок S 
расщепляется на две субъединицы – S1 и S2 [2, 3]. 
Непосредственно рецепторное взаимодействие ви-
руса с клеткой хозяина осуществляется через RBD, 
который расположен в субъединице S1, а затем 
с помощью субъединицы S2 происходит соединение 
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ВВЕДЕНИЕ
Новая коронавирусная инфекция COVID-19 
(COronaVIrus Disease 2019), вызываемая вирусом 
SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus 2), впервые была зарегистрирована 
в конце 2019 года в городе Ухань – столице китайской 
провинции Хубэй. Несмотря на все попытки сдержать 
заболевание в Китае, вирус распространился по все-
му миру и вскоре Всемирная организация здраво-
охранения (ВОЗ) объявила COVID-19 пандемией [1]. 
На сегодняшний день продолжающаяся пандемия 
этой инфекции не перестает уносить жизни людей. 
За небольшой промежуток времени в мире создано 
немало эффективных вакцин. Однако есть необходи-
мость в создании средств пассивной иммунотерапии 
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мембраны вируса и клетки хозяина [4]. Поэтому RBD 
является основной мишенью для получения чМКА, 
потенциально способных нейтрализовать вирус [5]. 

Исследователи всего мира в условиях быстро на-
растающей заболеваемости и высокой смертности 
в ускоренные сроки разрабатывают инновационные 
лекарственные препараты, которые, в свою очередь, 
должны обладать большой клинической эффектив-
ностью и безопасностью.

 В октябре 2020 года Министерство здравоохране-
ния РФ утвердило применение плазмы от доноров-
реконвалесцентов (лиц с подтвержденным случаем 
COVID-19 в стадии выздоровления) для лечения 
пациентов с тяжелым течением новой коронави-
русной инфекции в связи с отсутствием препаратов 
для специфического лечения. В методических реко-
мендациях говорится, что возрастной диапазон до-
нора должен быть от 18 до 55 лет, иметь массу тела 
более 55 кг, а забор плазмы крови должен проводить-
ся не ранее чем через 14 дней после исчезновения 
клинических симптомов и двукратном отрицатель-
ном результате на РНК SARS-CoV-2 в орофаринге-
альном мазке, взятом с интервалом не менее 24 ч. 
Плазма крови должна обладать вируснейтрализую-
щей активностью в разведении 1 : 160, концентрация 
общего белка в крови не менее 65 г/л [6]. 

На территории РФ нет опыта использования пре-
паратов на основе моноклональных антител у тяже-
ло больных пациентов, но есть одно запатентованное 
чМКА, обладающее нейтрализующей активностью, 
селективно взаимодействующее с RBD-фрагментом 
в составе S-белка вируса SARS-CoV-2 [7]. 

Получение чМКА, специфичных к RBD-домену 
белка S SARS-CоV-2, является перспективным на-
правлением. В данном исследовании охарактеризо-
вано полученное нами чМКА, которое может быть 
использовано для лечения COVID-19. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для выполнения данной работы нами был выбран 
донор крови, переболевший новой коронавирусной 
инфекцией COVID-19 и через 6 месяцев после вы-
здоровления иммунизированный вакциной «Спутник 
Лайт» (пр-во ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи РАМН, 
Россия). От донора получено письменное информи-
рованное согласие на участие в работе. На 7 сутки 
после вакцинации был проведен забор перифери-
ческой крови с последующим выделением из нее 
фракции В-лимфоцитов с помощью коммерческо-
го набора RossetteSep™ Human B Cell Enrichment 
Cocktail (Stemcell technologies, Канада) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Выделенные 
В-лимфоциты подвергали электрослиянию с миелом-
ной клеточной линией K6H6/B5 (ATCC® CRL1823™) 

на приборе ECM 2001 (BTX Harvard Apparatus, 
США) согласно раннее опубликованной методике [8].

Культивирование полученных гибридом прово-
дили при температуре 37°С во влажной атмосфере 
с 5% СО2. Замену культуральной среды проводили 1 
раз в трое суток. По достижении монослоя гибрид-
ной культуры проводили иммуноферментный анализ 
(ИФА) с целью выявления гибридом, синтезирую-
щих специфические МКА к RBD-домену S-белка 
SARS-CoV-2.

Иммуноферментный анализ
Культуральную жидкость из лунок, в которых 
наблюдался рост гибридных клеток, тестирова-
ли с помощью ИФА в отношении специфическо-
го взаимодействия с рекомбинантным RBD вируса 
SARS-CoV-2 вариант Wuhan-Hu-1 (his-sars2-rbd, 
Invivogen). Для этого в лунки 96-луночного по-
листиролового планшета вносили по 100 мкл рас-
твора рекомбинантного белка RBD (his-sars2-rbd, 
Invivogen) в концентрации 1 мкг/мл на лунку в ФСБ 
и инкубировали при температуре 37°С в течение 2 ч 
на планшетном орбитальном шейкере (Elmi, Латвия) 
при скорости вращения платформы 370 об/мин. Затем 
каждую лунку планшета трехкратно отмывали, вно-
ся по 200 мкл ФСБ с добавлением 0.05% Tween-20 
(ФСБ-Тв). Затем свободные валентности пластика 
блокировали молоком с массовой долей жира не бо-
лее 0.5%, внося по 200 мкл в лунку, и инкубирова-
ли при температуре 37°C в течение 1 ч при тех же 
условиях. После инкубации лунки планшета трех-
кратно отмывали ФСБ-Тв. Далее в планшет вноси-
ли по 100 мкл культуральной жидкости, инкубацию 
и отмывку планшета проводили при тех же услови-
ях. В качестве отрицательного контроля использова-
ли лунки с чистым ФСБ, в качестве положительного 
контроля – ранее проверенную сыворотку крови до-
нора с высоким титром антител к RBD-белку в раз-
ведении 1 : 25. После инкубации лунки планшета 
трижды отмывали ФСБ-Тв. Далее в лунки добавля-
ли антитела кролика против цельной молекулы IgG 
человека, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(Sigma, США), в разведении 1 : 20000. Планшет ин-
кубировали при тех же условиях в течение 40 мин. 
По окончании инкубации планшет отмывали 6 раз, 
затем в лунки планшета вносили по 100 мкл про-
явочного раствора на основе 3,3’,5,5’-тетраметилбен-
зидина (TMB). Реакцию оценивали по появлению 
синего окрашивания. Интенсивность окрашивания 
измеряли на планшетном спектрофотометре (Bio-Rad 
xMark) при длине волны 655 нм. 

Колонии гибридных клеток, показавшие высо-
кую (трехкратно превышающую значение отрица-
тельного контроля) оптическую плотность в ИФА, 
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клонировали и масштабировали в культуральных 
флаконах Corning® T-25 и T-75. Далее для нара-
ботки чМКА гибридную культуру культивировали 
в колбах 1.6 л Optimum Growth™ Flasks (Thomson 
Instrument Company, США). 

Аффинная хроматография
Для получения чМКА C6D7-RBD культураль-
ную жидкость, в которой культивировались одно-
именные гибридомы, очищали методом аффинной 
хроматографии на колонке с Protein G-сефарозой 
(HiTrapTM Protein G, Швеция) с использовани-
ем системы ÄKTA Start (GE Healthcare, США). 
Выделенные IgG переводили в ФСБ и доочищали 
методом гель-фильтрации на сорбенте Superdex 
200 10/300 GL (GE Healthcare, США). Чистоту по-
лученной иммуноглобулиновой фракции проверя-
ли методом SDS-электрофореза по Лэммли в 10% 
полиакриламидном геле (ПААГ) в редуцирующих 
и не редуцирующих условиях. Гель окрашивали 
Кумасси бриллиантовым синим R-250. 

Иммуноблот-анализ
Оценку иммунологической специфичности очи-
щенного чМКА C6D7-RBD проводили мето-
дом иммуноблотинга. Для этого рекомбинантный 
RBD (1 мкг на дорожку) разделяли с помощью 
ПААГ-электрофореза в редуцирующих услови-
ях, после чего проводили горизонтальный пере-
нос белка из геля на нитроцеллюлозную мембрану 
Hybond-C Extra (GE Healthcare) стандартным мето-
дом. По окончании переноса мембрану погружали 
в обезжиренное (не более 0.5% жирности) молоко 
для блокировки свободных валентностей нитроцел-
люлозы и инкубировали в течение 1 ч при покачи-
вании и температуре 37°С. По окончании инкубации 
мембрану трижды отмывали ФСБ-Тв и погружа-
ли в раствор с чМКА C6D7-RBD с концентрацией 
10 мкг/мл в ФСБ. Инкубацию и отмывку мембраны 
проводили при тех же условиях. чМКА детектиро-
вали на мембране козьими антителами против IgG 
человека, конъюгированными с пероксидазой хрена 
(Sigma), в разведении 1 : 10 000 в ФСБ. Мембрану 
инкубировали в течение 40 мин при тех же усло-
виях. После инкубации мембрану отмывали 6 раз 
ФСБ-Тв и проявляли 1% раствором диаминобензи-
дина в ФСБ с добавлением хлоридов никеля и ко-
бальта, а также 33% пероксида водорода в количе-
стве 1 мкл на 1 мл проявочного раствора. 

Определение классовой принадлежности чМКА 
C6D7-RBD
Для определения подкласса и изотипа очищенного 
чМКА C6D7-RBD использовали иммунохроматогра-

фический экспресс-тест (Iso-Gold™ Rapid Human 
Antibody Isotyping Kit, Канада). Перед проведением 
экспресс-теста все реагенты доводили до комнатной 
температуры. Опытный образец чМКА C6D7-RBD 
разводили в 200 мкл буфера для разведения образца 
(Part Number SDB-004) в соотношении 1 : 100. Затем 
в пробирку с опытным образцом погружали тест-
полоску. Результат анализировали через 5–10 мин. 

Определение параметров равновесной константы 
диссоциации чМКА C6D7-RBD с белком-
мишенью RBD 
Параметры равновесной константы диссоциации 
чМКА C6D7-RBD с белком-мишенью RBD опреде-
ляли с помощью метода поверхностного плазмон-
ного резонанса (SPR) на приборе BIAcore X-100 
(Biacore, Швеция). Эксперимент проводили на сен-
сорном чипе CM5 в буфере HBS-EP (10 мМ Hepes, 
150 мМ NaCl, 3 мМ EDTA и 0.005% поверхностно-ак-
тивного вещества P20, pH 7.4). Антитела к гистидину 
конъюгировали с сенсорным чипом с использовани-
ем наборов His Capture Kit type 2 и Amine Coupling 
Kit (Cytiva, Швеция) в соответствии с инструкцией 
производителя. Рекомбинантный RBD (10 мкг/мл) 
наносили на подготовленный чип со скоростью 
30 мкл/мин в течение 3 мин. После 10-минутной 
стабилизации антитело (концентрация от 6.25 до 100 
нМ) вводили в течение 3 мин при постоянной скоро-
сти потока 40 мкл/мин. Диссоциацию контролирова-
ли в течение 90 мин, после чего чип регенерировали 
10 мМ глицином pH 1.7 в течение 30 с при скорости 
потока 50 мкл/мин. Сенсорограммы нормализовали 
путем вычитания базовых значений RU из эталон-
ной проточной кюветы (без захвата чМКА) и ана-
лизировали путем подгонки данных к модели свя-
зывания Ленгмюра 1 : 1 с помощью программного 
обеспечения Biacore T200 Evaluation Software. 

Определение способности чМКА C6D7-RBD 
ингибировать взаимодействие белка АСЕ-2 с RBD 
Определение вируснейтрализующей активности 
чМКА C6D7-RBD проверяли в конкурентном ИФА. 
С этой целью в лунки 96-луночного полистиролового 
планшета иммобилизовали рекомбинантный вариант 
белка RBD в концентрации 1 мкг/мл по описанной 
выше методике. Затем в лунки вносили чМКА C6D7-
RBD в концентрации от 10 до 0.078125 мкг/мл с двух-
кратным серийным шагом разведения. Планшет 
инкубировали при температуре 37°C в течение 1 ч. 
После инкубации лунки планшета трижды отмыва-
ли ФСБ-Тв. Следующим этапом в лунки планшета 
вносили рекомбинантный белок человеческого ACE-
2 (fc-hace2, Invivogen), конъюгированный с перокси-
дазой хрена, с использованием набора LYNX Rapid 
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HRP Antibody Conjugation Kit (Bio-Rad). Инкубацию 
и отмывку планшета проводили при тех же услови-
ях. Затем в лунки планшета вносили по 100 мкл про-
явочного раствора TMB. Реакцию оценивали по появ-
лению синего окрашивания раствора. Интенсивность 
окрашивания измеряли на планшетном спектрофо-
тометре (Bio-Rad xMark) при длине волны 655 нм. 
За 100% нейтрализующую активность принимали 
среднее значение оптической плотности фона (кон-
трольные лунки без иммобилизации RBD, что рав-
носильно случаю, когда он полностью заблокирован 
антителами), а за отсутствие нейтрализующей актив-
ности (0%) принимали среднее значение оптической 
плотности контрольных лунок, где ACE-2-HRP вза-
имодействует с RBD без внесения антитела. По кон-
трольным значениям получали линейную функцию, 
с помощью которой значения оптической плотности 
в опытных лунках с различным количеством анти-
тела переводили в процентное значение нейтрализу-
ющей активности. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате электрослияния плазмобластов с клет-
ками-партнерами K6H6/B5 получено 5 гибридом, 
из которых по итогам скрининга на специфичность 
синтезируемых ими антител к RBD была выбрана 
одна гибридома, названная C6D7-RBD. Последующее 
масштабирование объема культивирования гибридом 
позволило получить большой объем супернатанта, 
в котором содержались антитела. Для получения чи-
стой фракции иммуноглобулинов использовали мето-
ды хроматографической очистки.

Результаты хроматографической очистки чМКА 
C6D7-RBD 
Чистоту иммуноглобулиновой фракции, полученной 
методом аффинной хроматографии с последующей 
доочисткой методом гель-фильтрации, проверяли 
с помощью SDS-электрофореза по Лэммли в 10% 
ПААГ в редуцирующих и не редуцирующих усло-
виях (рис. 1). Положение очищенного чМКА C6D7-
RBD на электрофореграмме соответствует его моле-
кулярной массе. Степень чистоты очищенного чМКА 
C6D7-RBD составила, по данным денситометрии (GE 
Typhoon FLA 9500, Швеция), не менее 95%. 

Иммунологическая специфичность чМКА 
C6D7-RBD к рецепторсвязывающему домену 
S-белка вируса SARS-CoV-2
Специфичность чМКА C6D7-RBD в отношении ре-
комбинантного белка RBD доказали методом им-
муноблотинга. Показано, что чМКА C6D7-RBD 
характеризуется специфической активностью в от-
ношении рекомбинантного белка RBD (рис. 2).

Результаты иммунохроматографического теста
Согласно данным иммунохроматографического теста 
исследуемое чМКА C6D7-RBD относится к изотипу 
G1 иммуноглобулинов класса G и содержит κ-цепь 
(рис. 3). 

Определение равновесной константы диссоциации 
чМКА C6D7-RBD с белком-мишенью RBD (Ухань)
Параметры аффинного взаимодействия чМКА 
C6D7-RBD с рекомбинантным белком RBD опре-
деляли методом поверхностного плазмонного ре-
зонанса (SPR). Величина равновесной константы 
диссоциации (KD) для чМКА C6D7-RBD составила: 
KD = 5.525 × 10-9 М (рис. 4). 

Определение RBD-ACE2-нейтрализующей 
активности чМКА C6D7-RBD 
Из представленных на рис. 5 данных видно дозо-
зависимое повышение нейтрализующей активно-
сти чМКА C6D7-RBD. При максимальной концен-
трации 10 мкг/мл чМКА C6D7-RBD наблюдалось 
практически полное (97%) ингибирование взаимо-
действия АСЕ-2 и RBD (Ухань). Добавление чМКА 
C6D7-RBD в концентрации 0.625 мкг/мл ингибиро-
вало АСЕ-2 – RBD (Ухань) взаимодействие на 36%, 
а при минимальной концентрации чМКА C6D7-RBD 
(0.078125 мкг/мл) нейтрализующая активность прак-
тически отсутствовала (2%).

ОБСУЖДЕНИЕ
Получение чМКА с физиологически спаренными тя-
желой и легкой цепями, специфичного в отношении 
выбранной мишени и к тому же обладающего ви-
руснейтрализующей активностью – довольно слож-
ная задача. Нами использованы современные методы 
цитометрического сортинга с целью получения пула 
плазмобластов. Мы выбрали стратегию сортинга всей 
популяции плазмобластов (независимо от их специ-
фичности), но забор крови проводили на 7-e сутки 
после вакцинации донора вакциной «Спутник Лайт». 
В ряде работ показано, что количество специфиче-
ских плазмобластов увеличивается в крови на 7–8 
сутки после вакцинации или заболевания [9–11]. 
Далее для увеличения количества получаемых нами 
гибридом мы применили метод электрослияния, эф-
фективность которого на порядок выше, чем слияние 
с ПЭГ [8]. Использование клеточной линии K6H6/B5 
в качестве клеток-партнеров позволило снизить ве-
роятность последующей сегрегации хромосом чело-
века из гибридомы [12]. В результате проведенной 
нами работы получено 12 гибридом, но только пять 
оказались специфичными в отношении RBD и только 
одна гибридома (C6D7-RBD) сохранила способность 
стабильно синтезировать антитело. 
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Рис. 1. Электрофореграмма чМКА 
C6D7-RBD. 1 – маркеры молеку-
лярных масс PageRuler™ SM1811 
(Fermentas, США). 2 – образец 
чМКА С6D7-RBD в редуцирую-
щих условиях. 3 – образец чМКА 
С6D7-RBD в не редуцирующих 
условиях 
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Рис. 2. Определение специфич-
ности чМКА C6D7-RBD в отно-
шении рекомбинантного белка 
RBD. 1 – маркеры молекуляр-
ных масс PageRuler™ SM1811 
(Fermentas, США). 2 – реком-
бинантный RBD, детектирован-
ный чМКА C6D7-RBD
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Рис. 3. Классовая принадлеж-
ность чМКА C6D7-RBD. 1 – тест-
полоска для определения типа 
легкой цепи и классовой принад-
лежности иммуноглобулина. 
2 – тест-полоска для определения 
подкласса иммуноглобулина G
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Рис. 4. Результаты определения K
D
 чМКА C6D7-RBD 

в отношении белка-мишени RBD 
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Рис. 5. Определение RBD-ACE2-нейтрализующей ак-
тивности чМКА C6D7-RBD 

Дальнейший анализ показал, что C6D7-RBD 
относится к подклассу IgG1 и содержит легкую 
цепь типа κ. чМКА C6D7-RBD специфично к RBD 
SARS-CоV-2 с KD = 5.525 × 10-9 М.

Традиционные методы выявления способности 
МКА нейтрализовать вирус SARS-CoV-2 основаны 
на оценке способности антител ингибировать бляш-
кообразование или цитопатогенное действие вируса 
на чувствительной культуре клеток. Работа с виру-

сом дикого типа SARS-CoV-2 подразумевает необ-
ходимость биоизоляции и проведения исследований 
в лабораториях, отвечающих требованиям безопасно-
сти работ с патогенными биологическими объектами 
II группы патогенности. Для облегчения скрининга 
нейтрализующей активности моноклональных анти-
тел или сывороток переболевших/вакцинированных 
доноров можно использовать «суррогатные» мето-
ды. К таким методам относится конкурентный ИФА, 
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с использованием которого анализируется влияние 
антител на способность взаимодействия рекомби-
нантных белков RBD и ACE-2 друг с другом. Этот 
метод отражает способность антител подавлять про-
никновение вируса внутрь клетки. В ряде работ по-
казано, что большая часть вируснейтрализующих 
антител имеет специфичность к RBD поверхност-
ного гликопротеина S SARS-CoV-2, и механизм их 
действия обусловлен ингибированием способности 
вируса связываться с вирусным рецептором ACE-2 
на поверхности клетки-мишени. С использованием 
этого метода показано, что чМКА C6D7-RBD в кон-
центрации 10 мкг/мл способно практически полно-
стью блокировать взаимодействие RBD-ACE-2.

В мировой практике уже есть опыт использова-
ния препаратов, основой которых являются чМКА. 
В настоящее время FDA утвердило только три та-
ких препарата для экстренного лечения COVID-19. 
В 2021 году британская фармацевтическая ком-
пания GSK (GlaxoSmithKline) и ее американский 
партнер Vir Biotechnology выпустили препарат 
Sotrovimab (VIR-7831) [13]. Препарат состоит из од-
ного чМКА, специфичного к RBD S-белка вируса 
SARS-CоV-2 [14]. В том же 2021 году компанией 
AbCellera совместно с Исследовательским центром 
вакцин США в Национальном институте аллергии 
и инфекционных заболеваний (NIAID) разработан 
препарат LY-CoV555/бамланивимаб и LY-CoV016/
этесевимаб [15]. Этот препарат состоит из коктей-
ля чМКА, специфичных к RBD S-белка, а также 
специфичных к ACE-2 [16]. Третий утвержденный 

препарат Казиривимаб и Имдевимаб (REGN10933 
и REGN10987), разработанный американской биотех-
нологической компанией Regeneron Pharmaceuticals, 
состоит из двух чМКА, специфичных к RBD S-белка 
вируса SARS-CоV-2 [17, 18]. Клинические испытания 
показывают, что для большей эффективности ней-
трализации вируса SARS-CoV-2 необходимо исполь-
зовать коктейль моноклональных антител, специфич-
ных к RBD S-белка вируса SARS-CоV-2. 

Таким образом, полученное нами чМКА C6D7-
RBD перспективно для дальнейшего изучения эф-
фективности его применения в качестве отдельного 
чМКА или в составе коктейля МКА для нейтрали-
зации вируса SARS-CоV-2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С использованием методов цитометрического сортинга 
и гибридомной технологии нами получена гибридома, 
синтезирующая чМКА C6D7-RBD. чМКА C6D7-RBD 
относится к подклассу 1 IgG, легкая цепь представле-
на изотипом κ. чМКА C6D7-RBD специфично к RBD 
SARS-CоV-2 с KD = 5.525 × 10-9 М и проявляет спо-
собность ингибировать взаимодействие между АСЕ-
2 и RBD-белками, что позволяет рассматривать воз-
можную способность данного чМКА нейтрализовать 
проникновение вируса SARS-CоV-2 в клетку. 

Работа выполнена в рамках государственного 
задания НИОКР 3.1.3.
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РЕФЕРАТ На сегодняшний день существует несколько различных методов подготовки ДНК-библиотек 
для палеогенетических исследований. Однако химические реакции, лежащие в основе каждого из них, 
способны повлиять на нуклеотидную последовательность библиотек древней ДНК (дДНК) и внести из-
менения в результаты статистического анализа. Нами проведено сравнение результатов секвенирования 
библиотек дДНК образца эпохи бронзы из погребений кавказского могильника Клады. Библиотеки 
были приготовлены с применением трех различных подходов: метода дробовика (shotgun sequencing), 
отбора целевых районов генома и отбора целевых районов генома с предварительной обработкой ДНК 
смесью урацил-ДНК-гликозилазы (UDG) и эндонуклеазы VIII. Проанализировано влияние этих подхо-
дов на результаты вторичного статистического анализа данных, а именно F4-статистики, ADMIXTURE 
и метода главных компонент (PCA). Показано, что при приготовлении геномных библиотек без ис-
пользования урацил-ДНК-гликозилазы возможно искажение результатов статистической обработки, 
связанное с посмертными химическими модификациями дДНК. Эти искажения можно нивелировать 
путем анализа только однонуклеотидных полиморфизмов генома, вызванных трансверсиями. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА древняя ДНК, ADMIXTURE, урацил-ДНК-гликозилаза, UDG.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ UDG – урацил-ДНК-гликозилаза; дДНК – древняя ДНК; ОНП – однонуклеотид-
ный полиморфизм; PCA – метод главных компонент.

ВВЕДЕНИЕ
Российская Федерация является богатым источником 
археологического материала для проведения палео-
генетических исследований. Материалы из нашей 
страны так или иначе использовались практически 
во всех громких открытиях, сделанных на основе 
дДНК, таких, как открытие Денисовского человека 
[1], популяции Ancient North Euarsians (ANE) [2], вос-
точных охотников-собирателей (EHG) [3], популяции 
ямников [4]. Тем не менее сами палеогенетические 
исследования в России имеют весьма скромные до-
стижения, по большей части ограничиваясь донор-
ством костного материала [5]. Однако в последнее 
время создано несколько междисциплинарных кол-
лективов, которые ставят своей целью комплексные 
исследования: от экспедиционных находок через син-
тез археологических и палеогенетических данных 
к генерации новых исторических гипотез. В данной 

работе суммированы методические подходы, опробо-
ванные в ФИЦ Биотехнологии, и выработаны наи-
более эффективные алгоритмы создания геномных 
библиотек, которые могут быть использованы други-
ми лабораториями, работающими в данной области. 

Анализ последовательности древней ДНК (дДНК) 
стал мощным инструментом для изучения древних 
популяций человека [6–8]. Однако существует ряд 
сложностей, обусловленных посмертной деграда-
цией генетического материала под действием эн-
догенных нуклеаз, а также случайного гидролиза 
и окисления. Наиболее частым повреждением дДНК 
является дезаминирование остатков цитозина, т.е. 
отщепление аминогруппы от азотистого основания 
с образованием остатков урацила, которые, в свою 
очередь, превращаются в остатки тимина в процессе 
проведения полимеразной цепной реакции при при-
готовлении библиотек фрагментов ДНК [9]. Как ре-
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зультат, при секвенировании библиотек фрагмен-
тов дДНК исследователь наблюдает замены С > T 
на 5’-конце молекулы ДНК или G > А на 3’-конце 
в зависимости от особенностей выбранного прото-
кола пробоподготовки. Наличие таких замен (лож-
ных нуклеотидов) снижает точность картирования 
прочтений на референсную последовательность, 
при которой прочтения, содержащие нереференс-
ные аллели, будут картированы с меньшей вероят-
ностью, чем содержащие эталонные аллели [6]. 

Общее количество ложных нуклеотидов, присут-
ствующих в реконструированном геноме, зависит 
от количества полученных данных секвенирования, 
количества накопленных посмертных повреждений 
ДНК и от того, проводилась ли предварительная 
обработка ДНК смесью ферментов урацил-ДНК-
гликозилазы (UDG) и эндонуклеазы VIII (смесь по-
зволяет вырезать урацил с образованием однону-
клеотидного разрыва) при приготовлении геномных 
библиотек [10]. Реконструированные древние гено-
мы обычно содержат последовательности как с под-
линными, так и с искусственными вариантами, 
что может влиять на частотный анализ аллелей 
и определение структуры популяции [6].

Анализ базы данных древних геномов (Allen 
Ancient DNA Resource https://reich.hms.harvard.
edu/allen-ancient-dna-resource-aadr-downloadable-
genotypes-present-day-and-ancient-dna-data) по-
казывает, что большинство секвенированных гено-
мов получены путем создания библиотек методом 
дробовика (shotgun, SG) с обработкой или без об-
работки UDG, либо отбором целевых районов с по-
мощью систем обогащения. Среди последних чаще 
всего используют наборы производства компа-
ний Twist, Agilent и Arbor. Системы обогащения 
были недавно детально охарактеризованы груп-
пой Дэвида Райха [11], что позволило выделить 
наборы Twist как наиболее эффективные. Однако 
в этой работе на затронуты такие важные вопросы, 
как влияние методов пробоподготовки на резуль-
таты вторичного статистического анализа. К ним 
мы относим F-статистики, анализ предковых ком-
понент ADMIXTURE и многомерные проекции PCA 
(Principal Component Analysis).

Важную роль в эволюционной генетике человека 
играет изучение структуры популяций, что позво-
ляет охарактеризовать генетическую изменчивость 
[12], т.е. наличие различных уровней генетического 
родства между некоторыми подгруппами в данной 
популяции. Это необходимо, когда, например, требу-
ется сделать вывод о времени расхождения между 
популяциями, происходящими из разных географи-
ческих мест [13, 14]. Для математического решения 
этой задачи делается формальное предположение 

о существовании так называемых «предковых по-
пуляций», из которых произошли анализируемые 
группы. Эти «предковые популяции» являются ма-
тематической абстракцией, они характеризуются 
определенными частотами аллелей, и по их вкладу 
в анализируемые реальные образцы можно созда-
вать компактные визуальные сводки, иллюстриру-
ющие структуру популяции в выборке.

Алгоритмы генетической кластеризации, реали-
зованные в таких программах, как STRUCTURE 
[15] и ADMIXTURE [16], широко используются 
для характеристики отдельных образцов и попу-
ляций на основе генетических данных. Программа 
ADMIXTURE эффективно оценивает индивидуаль-
ное происхождение, вычисляя оценки максималь-
ного правдоподобия в параметрической модели. 
Данная модель утверждает, что генотип nij для ин-
дивида i в однонуклеотидном полиморфизме (ОНП) 
j представляет собой количество наблюдаемых ал-
лелей типа «1». Учитывая K предковых популяций, 
вероятность успеха в  

pij = 
k

K

1
∑

=
 qik fkj 

биномиальном распределении nij ~ Bin(2, pij ) зави-
сит от доли qik происхождения i, относящейся к по-
пуляции k, и от частоты fkj аллеля 1 в популяции 
k. ADMIXTURE максимизирует логарифмическую 
вероятность модели с использованием блочной ре-
лаксации:

L(Q,F) = ∑ij{nij × Inpij + (2–nij) × In(1–pij)},

где qik и fkj составляют матрицы Q и F соответствен-
но [17].

Используемая в данной работе F4-статистика 
определяет вероятность независимости двух ветвей 
графа, где в каждой ветви находится по две попу-
ляции. В пространстве частот статистика выглядит 
как математическое ожидание произведения разно-
сти частот двух популяций в каждой из двух ветвей 
графа по всем позициям ОНП:

F4(A,B;C,D)={(a−b)(c−d)},

где A, B, C, D – популяции, a, b, c, d – соответству-
ющие частоты.

Статистика считается значимой, если значе-
ние z score распределения элементов выборки 
F4-статистики будет по модулю больше 3. Часто 
в палеогенетике невозможно получить частоты 
популяции в силу недоступности значимого ко-
личества образцов. В этом случае аналогом F4-
статистики выступает ABBA-BABA-тест по геноти-
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пам единичных геномов. Для оценки вероятности 
отличия ABBA-BABA-теста от нуля используется 
также то, что величина z score должна быть по мо-
дулю больше 3, а в качестве элементов выборки 
берутся значения ABBA-BABA-теста для равно-
мерных окон генома [18]. Если одна из тестируемых 
популяций в F4 (или в случае генотипов в ABBA-
BABA-тесте) в историческом, морфологическом 
или генетическом аспекте очень удалена от иссле-
дуемых групп (outgroup), то тогда интуитивное объ-
яснение ненулевой F4-статистики сводится к тому, 
насколько велик вклад популяции, находящейся 
в одной ветви с outgroup, в одну из двух популяций, 
находящихся в другой ветви графа.

Если абстрагироваться до представления гено-
ма образца в виде вектора, координатами которого 
являются значения генотипов, состоящие из трех 
цифр 1, 0, -1, как аналога гомозигот АА и ВВ и ге-
терозиготы, то генотипированные образцы можно 
представить как набор многомерных (по суммарно-
му количеству определяемых ОНП) векторов, кото-
рые можно проецировать на пространства меньшей 
размерности. Один из методов проецирования – 
PCA, позволяет визуализировать взаимное располо-
жение образцов. В частности, при проведении этно-
географических исследований попарные расстояния 
между образцами современных геномов в PCA-
анализе коррелируют с попарными географиче-
скими расстояниями между точками проживания 
доноров этого генетического материала. Нанесение 
древних геномов на PCA-карты, построенные в век-
торном пространстве современных геномов, явля-
ется удобным инструментом оценки генетической 
связи между древними и современными людьми.

В данной работе мы сравниваем результаты попу-
ляционного ADMIXTURE и PCA-анализа, а также 
значения F4-статистики для образца эпохи бронзы 
из кавказских погребений могильника Клады (ста-
ница Царская) [19], полученные с использованием 
трех подходов. В качестве метода создания геном-
ных библиотек были использованы: 1) стратегия 
shotgun-секвенирования; 2) отбор целевых районов 
генома набором компании Arbor; 3) отбор целевых 
районов генома набором компании Arbor c предва-
рительной обработкой ДНК UDG; 4) отбор целевых 
районов генома набором компании Agilent c пред-
варительной обработкой ДНК UDG.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение ДНК и приготовление геномных 
библиотек
Все работы с дДНК проводили в «чистой комна-
те», расположенной на базе ФИЦ Биотехнологии 

Российской академии наук (Институт биоинжене-
рии им. Скрябина). Использовали ДНК, полученную 
из антропологического образца, представляющего со-
бой останки (фрагменты челюстей с зубами) взросло-
го индивида из мегалитических гробниц майкопской 
культуры эпохи бронзы (Северо-Западный Кавказ). 
ДНК выделяли из 100 мг костной пудры с исполь-
зованием буфера Дабни (5 М гидрохлорид гуаниди-
на, 40% (об./об.) 2-пропанола, 0.12 М ацетата натрия 
и 0.05% (об./об.) Tween 20) и магнитных шариков, по-
крытых силикагелем [20]. Полученную ДНК исполь-
зовали для приготовления библиотек одноцепочеч-
ных фрагментов ДНК высокой сложности с помощью 
набора реагентов ACCEL-NGS 1S Plus DNA Library 
Kit (Swift Biosciences, США) в соответствии с ориги-
нальным протоколом с некоторыми модификациями: 
в случае этапов ПЦР с индексацией использовали 
полимеразу, которая была разработана так, чтобы 
остатки урацила (KAPA HiFi HS Uracil+RM, США) 
не останавливали синтез цепи. 

Из одного и того же экстракта были приготов-
лены три разных типа библиотек фрагментов ДНК 
для последующего секвенирования нового поколе-
ния. Первый (I) тип библиотеки (KLD_SG) получен 
с применением стратегии shotgun-секвенирования 
всего генома (подход, основанный на методе дробо-
вика). Для второго (II) типа библиотеки (KLD_CAP) 
использовали тот же протокол подготовки с после-
дующим обогащением по интересующим областям 
генома (стратегия целевого обогащения). Третий (III) 
тип библиотеки (KLD_UDG) отличается от типа II 
тем, что ДНК предварительно обрабатывали смесью 
урацил-ДНК-гликозилазы (UDG) и эндонуклеазы 
VIII, которая удаляет остатки урацила из цепей 
ДНК и превращает полученные абазические сайты 
в однонуклеотидные разрывы [21]. Обработка сме-
сью UDG и эндонуклеазы VIII успешно удаляет 
остатки урацила из молекул древней ДНК, сохра-
няя их значительную часть на концах фрагментов, 
так называемые «усы древности», свидетельствую-
щие о том, что ДНК действительно древняя. Данные 
по четвертому типу (IV) библиотеки, синтезирован-
ной из тех же костных останков по принципу от-
бора целевых районов набором компании Agilent c 
предварительной обработкой исходной дДНК UDG, 
получены от профессора Пинхасси (Университет 
Вены, Австрия) и обозначаются индексом I6268 
из ранее опубликованной работе [22]. 

Целевое обогащение
Для захвата 1.6 млн ОНП из образцов древней 
ДНК человека мы использовали набор MyBaits 
Expert Human Affinities Prime Plus Kit [MyBaits 
Manual v.1.0 – Population Genomics Hybridization 
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Capture for Target NGS, 2021. https://arborbiosci.
com/wp-content/uploads/ 2021/03/myBaits_Expert_
HumanAffinities_v1.0_Manual.pdf] . Реагенты 
для обогащения по отобранным регионам генома 
состоят из биотинилированных одноцепочечных 
ДНК-зондов, которые представляют собой смесь 
трех наборов зондов: панель prime 1240K [23], Y 
Chr 46K (сайты Y-хромосомы, идентифицированные 
Международным обществом генетической генеалогии 
ISOGG) и MitoTrio (набор зондов на три различных 
митохондриальных генома, включая пересмотренную 
эталонную последовательность Кембриджа (rCRS), 
реконструированную эталонную последовательность 
Sapiens (RSRS) и последовательность неандерталь-
ца Vindija [24]). Протокол для набора MyBaits Expert 
Human Affinities Prime Plus предусматривает два по-
следовательных раунда обогащения.

Секвенирование
Все три геномные библиотеки (как shotgun, 
так и библиотеки, обогащенные по интересующим 
регионам генома) были секвенированы на платфор-
ме Illumina Hiseq 4000 (1× 75 + 8 + 8 циклы) с оди-
ночными ДНК-прочтениями.

Биоинформатическая обработка
Для фильтрации контаминирующих ДНК-прочтений 
из данных секвенирования мы применяли про-
граммное обеспечение BBDuk [25], входящее в пакет 
BBMap (www.sourceforge.net/projects/bbmap/), с ис-
пользованием баз данных бактерий, грибов, расте-
ний, вирусов и «других» (http://jgi.doe.gov/data-and-
tools/bbtools/bb-tools-user-guide/). Выходные данные 
инструмента BBDuk были обработаны с помощью 
конвейера PALEOMIX (версия 1.2.14) [26], в котором 
были обрезаны адаптеры секвенирования с помо-
щью программы cutadapt v3.4 [27], а также выполне-
но сопоставление с эталонной последовательностью 
генома человека (hg19/GRCh37) с использованием 
BWA (версия 0.7.17) [28]. Выровненные прочтения от-
фильтровали для обеспечения минимального каче-
ства отображения 20 с помощью samtools view v1.9 
[29]. Индексацию, сортировку и удаление дубликатов 
(rmdup) выполняли с помощью samtools v1.9 [29]. 

PileupCaller (https://github.com/stschiff/sequenc-
eTools) использовали для вызова генотипов из вы-
ровненных прочтений с помощью опции «--random-
Haploid», который вызывает гаплоидные генотипы 
путем случайного выбора одной базы высокого ка-
чества (показатель качества базы phred ≥ 30) из па-
нели ОНП 1240К (https://reich.hms.harvard.edu/).

Паттерны посмертных повреждений ДНК ана-
лизировали с помощью инструмента MapDamage2 
[30], который предлагает несколько инструментов 

для визуализации и моделирования закономер-
ностей посмертных повреждений, наблюдаемых 
в древних образцах. MapDamage2.0 также позво-
ляет пересчитывать базовые показатели качества, 
чтобы смягчить влияние посмертного повреждения 
на последующие анализы.

Мы использовали программу ADMIXTURE v.1.3.0 
[16] для определения генетической кластеризации 
образца эпохи бронзы из погребений могильника 
Клады (Кавказ) с помощью каждого из трех спо-
собов приготовления геномных библиотек, а также 
остальных образцов из панели Allen Ancient DNA 
Resource (AADR). ОНП были обрезаны для сай-
тов с неравновесным сцеплением с использованием 
PLINK v1.9 [31] с размером скользящего окна в 50 
вариантов, размером шага – 5 вариантов и порогом 
r2 в 0.2 (–indep-pairwise 50 5 0.2). Мы сделали 10 
повторов со случайными начальными значениями 
для числа кластеров (K) от 4 до 13 и выбрали про-
гон с минимальной ошибкой перекрестной проверки 
для построения графика примесей популяций.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика геномных библиотек
Вклад посмертных модификаций ДНК в искажения 
результатов статистического анализа мы проверяли 
с использованием трех геномных библиотек, при-
готовленных из археологического образца костей 
одного из захоронений могильника Клады станицы 
Царской: (I) shotgun-библиотека KLD_SG; (II) обога-
щенная целевыми районами библиотека KLD_CAP 
и (III) обогащенная целевыми районами и обрабо-
танная смесью урацил-ДНК-гликозилазы (UDG) 
и эндонуклеазы VIII, которые удаляют остатки 
урацила из цепей ДНК и превращают полученные 
абазические сайты в однонуклеотидные пробелы, 
библиотека KLD_UDG. Таким образом, мы ожидали, 
что в библиотеке I и II могут быть найдены замены 
С-Т, которые потенциально искажают результаты 
генетического анализа, а в библиотеке III они искус-
ственно удалены, но эта библиотека ожидаемо несет 
более короткие фрагменты, что связано с внесени-
ем одноцепочечных разрывов в исходные молекулы 
ДНК за счет обработки UDG. 

Общее количество ДНК-прочтений, сгенериро-
ванных для этих трех ДНК-библиотек, варьировало 
от 58364547 до 1473546011 на ДНК-библиотеку, а ко-
личество эндогенной ДНК (т.е. прочтения, которые 
картировались на геном человека hg19/GRCh37) со-
ставило от 3.18 до 7.53% (табл. 1).

Следует отметить, что оценка количества ОНП, 
пригодных для анализа, проведено только по спи-
ску 1240К панели, используемой для работы с дДНК 
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[32]. В библиотеке I, несмотря на почти десятикрат-
ное превышение количества прочтений над библио-
теками II и III, определено приблизительно в 2 раза 
меньше ОНП.

Подлинность древней ДНК оценивали с помощью 
программы MapDamage2.0, которая использует пат-

терны посмертных повреждений (рис. 1). Учитывая, 
что библиотеки, обработанные UDG, по-прежнему 
сохраняют определенное количество замен C > T 
на последних 2 п.н. картированных фрагментов, сле-
дует удалить по 2 п.н. с обоих концов прочтений 
с помощью модуля trimBam bamUtil [33].

Таблица 1. Статистика секвенирования 

Библиотека
Количество 

входных 
прочтений

Количество 
прочтений 

после  
фильтрации 

Средняя 
длина 

прочтений 
для анализа

Откартировалось 
прочтений

После  
удаления 

PCR-
дубликатов

Покрытие Эндогенная 
ДНК, % 

ОНП  
(для 

анализа)

KLD_SG  
(I) 1473546011 1469259287 78.02 65025843 46813163 1.17 3.18 321229

KLD_CAP 
(II) 100874292 100870259 79.06 85406013 3865852 0.09 3.83 615991

KLD_UDG 
(III) 58364547 58329170 63.95 52565836 4392304 0.08 7.53 690148

I6268 * * * * 1091304 0.81 4.02 372480

Примечание. В статье Wang et al. [22] не приведены метрики, обозначенные *.

Ч
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Ч
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Рис. 1. Паттерны посмертных повреждений ДНК-библиотек, сгенерированные MapDamage2.0. А – в библиоте-
ке, не обработанной UDG (KLD_SG), ложные переходы из C в T показаны красной линией (синей линией – ком-
плементарные G в A) на 5’- (положительные координаты) и 3’-концах (отрицательные координаты) последних 25 
нуклеотидов. Наличие замен С в Т на втором прочтении (правая половина графика) комплементарной цепи обу-
словлено особенностями приготовления одноцепочечной библиотеки. Падение уровня дезаминирования в нукле-
отидах -5, -1 связано с А-тэйлингом и также отражает особенности экспериментального протокола. Б – характер 
повреждений библиотеки (KLD_UDG), частично обработанной UDG, полученной из того же экстракта
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ADMIXTURE-анализ
Результаты ADMIXTURE-анализа для К = 7 трех 
приготовленных в данной работе библиотек с ранее 
секвенированным тем же образцом новосвободнен-
ской культуры I6268 [22], к которой и принадлежат 
захоронения могильника Клады станицы Царской, 
выявили дополнительные компоненты в образцах, 
не обработанных UDG (KLD_CAP и KLD_SG), в виде 
«зеленой» и «фиолетовой» составляющей (рис. 2А). 
В силу идентичности костного образца выдвинута 
гипотеза о ложном влиянии посмертных модифика-
ций дДНК на результаты ADMIXTURE при приго-
товлении библиотек без использования UDG. 

Нами предложен биоинформатический подход 
к уменьшению влияния посмертных модификаций, 
который заключается в маскировании всех ОНП, 
относящихся к транзициям (C -> T и комплемен-
тарные G -> A). После удаления всех транзиций 
результаты ADMIXTURE-анализа библиотек, не об-
работанных UDG, соотносятся с результатами ана-
лиза библиотек, обработанных UDG (рис. 2Б).

Обращает на себя внимание тот факт, что на фоне 
исчезновения ложных «зеленого» и «фиолетово-
го» компонентов при переходе к анализу трансвер-
сий изменяется пропорциональный состав предко-
вых популяций: увеличивается «синий» компонент, 
но уменьшаются «красный» и «розовый». Объяснение 
данного наблюдения заключается в существенном 
уменьшении количества ОНП, подаваемых на вход 
в программу ADMIXTURE. Действительно, количе-
ство трансверсий приблизительно в 5 раз меньше, 

чем общее количество ОНП. Детальные численные 
параметры ОНП для трех библиотек KLD_CAP, 
KLD_SG и I6268 приведены на рис. 3. 

Таким образом, использование трансверсий 
в ADMIXTURE-анализе убирает ложноположи-
тельные сигналы в виде предковых популяций, 
возникающих только вследствие постмортальных 
модификаций ДНК, а не реальных исторических по-
пуляционных перипетий. Однако необходимо с осто-
рожностью использовать такого рода генетический 
редукционизм, поскольку падение общего количе-
ства входных данных за счет отсекания транзиций 
может повлиять на достоверность результатов ана-
лиза. Наш эмпирический опыт показывает, что по-
рог достоверности наступает при использовании ме-
нее 30 000 ОНП.

Проанализировав все образцы из панели Allen 
Ancient DNA Resource (AADR) V44.3 (январь 2021), 
мы выявили значительную отрицательную корреля-
цию (-0.5844) между дополнительным компонентом 
ADMIXTURE и наличием обработки UDG в 3284 ев-
ропейских образцах из базы данных Allen Ancient 
DNA Resource (AADR) (рис. 4). Следует также от-
метить, что использование процедуры обогащения 
целевыми районами приводит к экономии ресур-
сов при секвенировании. Действительно, генерация 
58 млн прочтений в библиотеке KLD_UDG приводит 
к выводам о структуре предковых популяций, срав-
нимым с выводами, сделанными с использованием 
библиотеки KLD_SG (около 1500 млн прочтений).

F4-статистика
Для исследования роли пробоподготовки в интер-
претации результатов популяционного анализа 
нами была рассчитана F4-статистика в конфигура-
ции F4(Wang_3, Y;X, Yoruba). Популяция Wang_3 
состоит из трех образцов (I6267, I6266 и I6272) ново-
свободненской культуры, к которой и принадлежит 
также образец I6268. Популяция Х взята из списка, 
предложенного археологами (приведен на рис. 5 
слева от оси ординат), в контексте их исторических 
гипотез. Популяцию Yoruba использовали в каче-
стве outgroup. В качестве популяций Y выступа-
ли четыре набора ОНП, определенных в KLD_SG, 
KLD_CAP, KLD_UDG и I6268. Как сказано выше, 
интуитивный смысл ненулевой достоверной стати-
стики укажет на ту популяцию из списка Х, ко-
торая вносит больший вклад в популяцию Wang_3 
в случае положительной статистики и больший 
вклад в экспериментальный образец Y в случае от-
рицательной статистики. Интерпретация археоло-
гического и исторического смысла разницы между 
популяцией Wang_3 и образцом, использованным 
для приготовления четырех тестовых библиотек, 

Рис. 2. ADMIXTURE-анализ (К = 7) генома, секвениро-
ванного с использованием различных методических 
подходов. А – стандартный анализ примесей, основан-
ный на панели Дэвида Райха SNP 1240K. Можно наблю-
дать дополнительные базовые «зеленые» и «фиолето-
вые» популяции в виде дополнительных составляющих, 
вызванных посмертными изменениями. Б – анализ 
примесей, выполненный только на трансверсиях 
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Рис. 3. Диаграммы Венна для ОНП трех библиотек KLD_CAP, KLD_SG и I6268. Общее количество ОНП для каж-
дой библиотеки приведено под диаграммами. А – трансверсии и транзиции; Б – трансверсии 
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Рис. 4. Распределение относительного содержания 
дополнительных составляющих в ADMIXTURE-анализе 
в образцах из панели Allen Ancient DNA Resource 
V44.3, обработанных UDG (1) – 2376 образцов 
и без обработки (0) – 908 образцов. Prop – пропорция 
дополнительных примесей

выходит за рамки данной статьи. Расчеты при-
ведены лишь для примера, чтобы указать на воз-
можности различной интерпретации достоверной 
ненулевой F4-статистики в зависимости от метода 
пробоподготовки.

На рис. 5А приведены данные F4-статистики 
для всех ОНП. При использовании в качестве Y 
KLD_SG все популяции справа отсортированы 
по убыванию значения статистики. При использова-
нии в качестве Y трех других библиотек порядок 
сортировки существенно меняется. Более того, до-
стоверные статистики с модулем z score больше 3 
изменяются: 12, 9, 8 и 2 для KLD_SG, KLD_CAP, 
KLD_UDG и I6268 популяций соответственно. Всего 
лишь одна популяция из списка Х – Russia_HG_
Tyumen – является достоверной для всех четырех 
библиотек списка Y. Однако при переходе к анализу 
трансверсий порядок сортировки всех четырех би-
блиотек меняется по сравнению с исходной сорти-
ровкой F4 (Wang_3; KLD_SG; X; Yoruba). Количество 
достоверных популяций из списка Х составляет 7, 
9, 4 и 1 для KLD_SG, KLD_CAP, KLD_UDG и I6268 
соответственно. Но при этом нет ни одной популя-
ции Х, которая бы достоверно определялась через 
F4-статистику во всех четырех библиотеках при ис-
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Рис. 5. 
F4-статистика 
в конфигура-
ции F(Wang_3, 
Y;X, Yoruba). 
Синим обозна-
чены достовер-
ные метрики 
при |z| > 3.  
A – F4, рассчи-
танная на всех 
ОНП из панели 
1240K.  
Б – F4 только 
на трансверсиях
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пользовании трансверсий. Как видно из рис. 5Б, 
даже Russia_HG_Tyumen, будучи общей достовер-
ной популяцией Х при анализе всех ОНП, является 
достоверной лишь в трех библиотеках – KLD_SG, 
KLD_CAP, KLD_UDG, но не в I6268. 

Вывод из этой части работы заключается в том, 
что F4-статистика по аналогии с ADMIXTURE 
чрезвычайно чувствительна к количеству подан-
ных на вход ОНП, также критически важно исполь-
зовать в F4-статистике наборы ОНП, полученные 
из единообразно приготовленных геномных библи-
отек. В ином случае есть вероятность неправиль-
ной интерпретации достоверных и положительных 
по модулю значений F4. 

PCA-генетические карты 
Оценено также влияние пробоподготовки на РСА-
проекции на плоскость PC1-PC2. В РСА, исходно по-
строенном для векторов представителей различных 
современных популяций Евразии, использованы 253 

древних образца [34]. С целью упрощения восприя-
тия все древние образцы на рис. 6 были окрашены 
в светло-серый цвет за исключением четырех ис-
следуемых библиотек. Образцы I6268 и KLD_UDG 
имеют минимальную разницу в координатах PC1-
PC2, в то время как KLD_SG несколько отдаляется 
от них в направлении «северо-восток». Чтобы полу-
чить детальное представление о том, как группиру-
ются четыре тестовые библиотеки при анализе всех 
ОНП и только трансверсий, проведен РСА-анализ 
с использованием только 17 образцов историческо-
го контекста новосвободненской культуры (рис. 7). 
Следует пояснить, что новый РСА с 17 образца-
ми предусматривает генерацию новых векторов 
PC1-PC2, отличных от полученных на рис. 6. Видно, 
что ни в случае использования всех ОНП (рис. 7А), 
ни в случае использования только трансверсий 
(рис. 7Б) не удается свести хотя бы две любые би-
блиотеки в одну точку на плоскости PC1-PC2. Надо 
признать, что Fst для группы KLD_SG, KLD_CAP, 
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Рис. 7. Метод 
главных ком-
понент (PCA) 
для KLD_SG, KLD_
CAP, KLD_UDG, 
I6268 (выделены 
цветом) и других 
кавказских образ-
цов (серые), рас-
считанные на всех 
ОНП из панели 
1240К (А) и только 
на трансверсиях 
(Б)

Рис. 6. Метод 
главных ком-
понент (PCA) 
с помощью 
проецирования 
«древних» об-
разцов на вектора 
современных об-
разцов, которые 
использовались 
только для по-
строения PCA 
и не представлены 
на данном рисун-
ке. Сначала рас-
считываются глав-
ные компоненты 
в векторах совре-
менных образцов, 
после чего на них 
проецируются 
вектора «древ-
них» образцов. 
На рисунке пред-
ставлены только 
«древние» образ-
цы в координатах 
PC1 и PC2 (первые 
две главные ком-
поненты) 
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KLD_UDG и I6268 составляет 11% при использо-
вании всех ОНП и 19% в случае только трансвер-
сий, говоря о повышении конкордантности образцов 
при использовании трансверсий, что нашло отраже-
ние в несколько большей кучности четырех тесто-
вых библиотек на PCA-картах.

ВЫВОДЫ
В работе показано, что современные статистические 
методы, особенно F4-статистика, весьма чувстви-
тельны к используемому методу пробоподготовки 
геномных библиотек дДНК. Оптимальным подходом 
к созданию геномных библиотек мы посчитали от-
бор целевых районов с предварительной обработ-

кой UDG исходной дДНК. Даже при таком подходе 
использование наборов для обогащения целевыми 
районами от различных производителей может 
генерировать ложноположительные результаты 
при статистическом анализе. Для уменьшения вли-
яния методических подходов рекомендуется увели-
чивать экспедиционные выборки костных останков 
представителей одной культуры/популяции, а также 
унифицировать по возможности пробоподготовку 
в рамках одного исследования. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
проекта Минобрнауки России, системный номер 
№ 075-10-2020-116 (номер гранта 13.1902.21.0023).
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 • Раздел «Список литературы». 

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО НАБОРУ И ОФОРМЛЕНИЮ ТЕКСТА 
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 • 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-
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Исключение: млн – миллион – без точки. 



98 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 1 (56) 2023

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ 2023
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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.
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членов редколлегии и направляются на внешнее рецен-
зирование. Выбор рецензента является прерогативой ре-
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рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
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связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
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тронной почте в виде pdf-файла. На стадии корректуры не до-
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ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
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