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Цитотоксические Т�лимфоциты и естественные киллеры избавляют организм от зараженных клеток путем
включения в них программы гибели (апоптоза). Это может происходить в результате высвобождения содер�
жимого литических гранул клеток�киллеров, в которых локализованы порообразующие белки перфорины
и протеолитические ферменты гранзимы, и их последующего проникновения в клетки�мишени. Гранзим B
способен инициировать зависимый от митохондрий путь апоптоза несколькими способами: через 1) про�
апоптозный белок Bid, 2) белки Mcl�1 и Bim или 3) белок р53. В результате из митохондрий в цитоплазму
выходит цитохром с, и образуются апоптосомы, обеспечивающие протеолитический каскад активации кас�
паз. Гранзимы М, H и F вызывают гибель клеток, которая сопровождается выходом цитохрома с из митохон�
дрий. Гранзим А индуцирует образование активных форм кислорода (АФК), которые способствуют транс�
локации ассоциированного с эндоплазматическим ретикулумом комплекса SET в ядро клетки. В клеточном
ядре гранзим А расщепляет SET; это активирует нуклеазы, которые осуществляют одноцепочечные разры�
вы ДНК. Гранзимы А и В проникают в митохондрии и разрезают субъединицы комплекса I дыхательной це�
пи. Одна из субъединиц комплекса I является мишенью также и для каспазы�3. Гранзим�зависимое повреж�
дение комплекса I приводит к образованию АФК и гибели клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: активные формы кислорода, апоптоз, гранзимы, митохондрии, программируемая
клеточная смерть.
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Если организм инфицирован, то основной
способ его защиты – избавление от собственных
зараженных клеток. Специализированные клет�
ки иммунной системы – цитотоксические
Т�лимфоциты и естественные киллеры (NK,
natural killer) – осуществляют поиск и уничто�
жение клеток, содержащих чужеродные компо�
ненты: инфицированных, мутировавших или
раковых клеток. Ликвидация таких клеток осу�
ществляется посредством включения в них
программы гибели клеток (апоптоза) и может
происходить двумя путями [1, 2]. 

Первый путь реализуется через взаимодей�
ствие лигандов и рецепторов суперсемейства
фактора некроза опухоли (TNF, tumor necrosis
factor), например, CD95L (FasL, Fas�лиганд),
расположенного трансмембранно на клетках�

киллерах, и рецептора CD95 (Fas) на клетках�
мишенях [3, 4]. В результате происходит актива�
ция каспаз, начиная с каспазы�8, и апоптоз [5].
При определенных условиях связывание лиган�
дов с рецепторами может приводить не к апоп�
тозу, а к некроптозу – одной из форм програм�
мируемого (регулируемого) некроза. Образуется
рипоптосома – белковый комплекс (2 MДа), со�
держащий киназу RIPK1 (receptor�interacting
protein kinase 1), адаптерный белок FADD (Fas�
associated death domain), каспазу�8 и cFLIP (cel�
lular FLICE�like inhibitory protein). Некроптоз
реализуется в условиях подавления активности
cIAPs (сellular inhibitors of apoptosis proteins), ко�
торые способствуют убиквитинированию и раз�
рушению киназы RIPK1. Образование рипопто�
сомы регулируется разными изоформами белка
cFLIP и обеспечивает последовательное фосфо�
рилирование RIPK1, RIPK3 и белка MLKL
(mixed lineage kinase�like protein), который оли�
гомеризуется и образует каналы в плазматичес�
кой мембране клеток [6–8].

Второй путь – это высвобождение содержи�
мого литических гранул клеток�убийц (рис. 1).

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; O 2

� – супероксидный анион�радикал; GAAD –
ДНКаза, активируемая гранзимом А; FeS�кластеры – же�
лезо�серные кластеры; FMN – флавинмононуклеотид;
NK – естественные киллеры; Δμ–H+ – разность электрохи�
мических потенциалов ионов водорода; Δψ – трансмем�
бранная разность электрических потенциалов.
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Чтобы сконцентрировать содержимое литичес�
ких гранул и обезопасить от него соседние клет�
ки, между клеткой�киллером и клеткой�ми�
шенью формируется иммунный синапс – мик�
роскопическая межклеточная щель, ограничен�
ная плазматическими мембранами взаимодей�
ствующих клеток, в которую высвобождаются
компоненты литических гранул. Размеры им�
мунного синапса достигают нескольких мик�
рон, а ширина щели между клетками – порядка
десятков нанометров [9–11]. В гранулах содер�
жится перфорин с мембраноатакующим комп�
лексом, подобным С9�компоненту системы
комплемента [12], создающий каналы в мембра�
не диаметром в среднем ~16 нм [13, 14].

Другой компонент литических гранул –
кальретикулин. В отсутствие Ca2+ он связывает
перфорин (рис. 1), а при увеличении концентра�
ции Ca2+ до 0,1 мМ и выше комплекс кальрети�
кулин–перфорин диссоциирует. Предполагает�
ся, что кальретикулин препятствует образова�
нию перфориновых пор в мембране литических
гранул, предохраняя цитотоксические Т�лим�
фоциты и естественные киллеры от опасного
содержимого гранул [15]. В жидкостях и тканях

животных общая концентрация кальция варьи�
рует от 2,1 до 2,6 мМ, доля свободного ионизи�
рованного Ca2+ снаружи клеток обычно состав�
ляет половину от этих значений, а внутри кле�
ток его концентрация на ~5 порядков ниже [16].

С помощью перфориновых пор внутрь кле�
ток�мишеней проникает еще один компонент
гранул – гранзимы – сериновые протеазы, раз�
резающие внутриклеточные белки�субстраты.
Проникновение гранзимов в клетку происходит
не напрямую через перфориновые каналы в
плазматической мембране. Длительное наруше�
ние барьерной функции наружной мембраны
клеток, вызванное перфорином, может приво�
дить к гибели клеток по типу некроза, который
сопровождается воспалением, тогда как гран�
зим�зависимая гибель клеток – это апоптоз,
происходящий, как правило, без воспаления
[17]. Перфориновые поры в плазматической
мембране вызывают временный приток Ca2+ в
клетку�мишень (рис. 1), который длится не�
сколько минут. Увеличение внутриклеточной
концентрации Ca2+ активирует механизм вос�
становления повреждений плазматической
мембраны, включающий эндоцитоз для удале�
ния поврежденных участков мембраны. Перфо�
рин и гранзимы попадают в эндосомы. Гранзи�
мы могут медленно выходить из эндосом через
перфориновые поры в их мембране. Затем, при�
мерно через 15 мин после воздействия на клетки
перфорином и гранзимом, мембрана эндосом
разрывается, и гранзимы высвобождаются в ци�
топлазму клетки�мишени (рис. 1) [18].

Название гранзимы (от словосочетания
«гранулярные энзимы») было впервые предло�
жено для двух обнаруженных протеаз – гранзи�
мов А (35 кДа) и В (29 кДа) – в 1986 г. в работе
Masson et al. [19]. В настоящее время идентифи�
цированы 12 гранзимов (A, B, C, D, E, F, G, H,
J, K, M и N), из них пять (A, B, H, K и M) най�
дены у человека [20–22]. В литических гранулах
цитотоксических Т�лимфоцитов и NK�клеток
~90% массы приходится на долю гранзимов [23].

ВЫСВОБОЖДЕНИЕ ЦИТОХРОМА С
ИЗ МИТОХОНДРИЙ

Гранзим B инициирует зависимый от мито�
хондрий путь апоптоза с участием проапоптоз�
ного белка Bid (BH3 interacting domain death ago�
nist). При входе в цитоплазму из эндосомально�
го компартмента гранзим B расщепляет Bid с
образованием gtBid (granzyme�truncated Bid),
приводя к апоптозу (рис. 2). Участок разрезания
белка Bid гранзимом В отличается от места его
расщепления каспазой�8. Сверхэкспрессия в
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Рис. 1. Путь доставки гранзимов из литических гранул ци�
тотоксических Т�лимфоцитов и NK�клеток в цитоплазму
клетки�мишени
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митохондриях антиапоптозного белка Bcl�2 (B�
cell lymphoma 2) может блокировать проявления
клеточной гибели, вызванной гранзимом B
[24–26]. Белок gtBid (14 кДа) транслоцируется в
митохондрии и рекрутирует белки Bax (Bcl�2�
associated X�protein) или Bak (Bcl�2�
antagonist/killer), которые интегрируются в
мембрану и индуцируют высвобождение цито�
хрома с (рис. 2) [27, 28]. Согласно одной из мо�
делей взаимодействия белков семейства Bcl�2,
ингибирующее действие белка Bcl�2 может быть
обусловлено его прямым связыванием с Bax,
Bak или gtBid. Другая модель предполагает, что в
норме белок Bax, имеющий сродство к липид�
ной мембране, постоянно транслоцируется с на�
ружной мембраны митохондрии в цитоплазму
белком Bcl�2. При апоптозе gtBid (а также дру�
гие белки из группы проапоптозных белков се�
мейства Bcl�2, содержащих только домен BH3)
препятствует действию антиапоптозного Bcl�2,
в результате чего Bax связывается с мембраной,
димеризуется, а затем олигомеризуется, форми�
руя поры, через которые цитохром с выходит из
межмембранного пространства митохондрий в
цитоплазму [29, 30].

Связывание цитохрома с в цитоплазме с мо�
номерным Apaf�1 (apoptotic protease activating
factor�1) вызывает конформационные измене�
ния последнего, приводящие к нуклеотидному
обмену: ADP в нуклеотид�связывающем домене
Apaf�1 заменяется на dATP или ATP. В этой реак�
ции dATP более эффективен в сравнении с АТР,
но внутриклеточная концентрация АТР выше,
поэтому оба нуклеотида могут быть вовлечены в
митохондриальный путь апоптоза [31]. Далее
Apaf�1, связанный с цитохромом с, олигомери�

зуется. Образовавшийся гептамер – апоптосома,
являющаяся платформой для активации каспа�
зы�9. Апоптосома напрямую связывает молеку�
лы прокаспазы�9 через гомотипическое взаимо�
действие доменов CARD (сaspase activation and
recruitment domain), расположенных в централь�
ной части апоптосомы и на прокаспазе�9 [32,
33]. Удаление домена CARD существенно увели�
чивает каталитическую активность прокаспазы�9,
поэтому роль апоптосомы в активации каспазы�9
может заключаться не только в олигомеризации
прокаспаз�9 и их автопротеолизе [34, 35], но и в
устранении ингибирующего эффекта домена
CARD [36]. Каспаза�9 инициирует протеолити�
ческий каскад, активирующий эффекторные
каспазы�3 и �7 [34]. Каспаза�3 может активиро�
ваться напрямую гранизимом В (рис. 2), но не
гранзимом А [37, 38]. Субстратами эффекторных
каспаз, в т.ч. каспазы�3, являются сотни белков
клетки. Среди них белки ядра и цитоскелета,
протеолиз которых приводит к фрагментации
клеточного ядра и образованию везикул на плаз�
матической мембране – характерным проявле�
ниям апоптоза [39, 40].

У гранзима В, кроме белка Bid и прокаспаз�2,
�3, �7, �8, �9 и �10, есть множество других бел�
ков�мишеней в клетке, включая белки теплово�
го шока, белки цитоскелета (среди которых ак�
тин и тубулин), ингибитор каспаза�активируе�
мой ДНКазы ICAD/DFF45 (inhibitor of caspase�
activated DNase/DNA fragmentation factor, 45 кДа),
ядерные белки (в т.ч. ламин, поли(ADP�рибо�
за)полимераза и другие белки, связанные с ре�
парацией ДНК) [10]. Митохондриальные
субстраты гранзима В включают белок Mcl�1
(myeloid cell leukemia 1), расположенный на
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Рис. 2. Гранзим В активирует митохондриальный путь апоптоза
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внешней мембране митохондрий [41, 42], и ди�
гидролипоилтрансацетилазу Е2 пируватдегид�
рогеназного комплекса [43], осуществляющего
окислительное декарбоксилирование пирувата с
образованием ацетил�кофермента А и СО2, а
также восстановлением NAD+ в матриксе мито�
хондрий.

При протеолизе Mcl�1 гранзимом В может
осуществляться альтернативный, независимый
от белка Bid митохондриальный путь апоптоза
(рис. 2). Антиапоптозный белок Mcl�1 связыва�
ет проапоптозный белок Bim (или Bcl�2�like 11,
apoptosis facilitator). Оба этих белка, как и белки
Bid, Bax и Bak, принадлежат к семейству белков
Bcl�2 [44]. Гранзим В высвобождает Bim из
комплекса Mcl�1–Bim, активируя его [10, 41].
Как и в случае с Bid, обработанным гранзимом В,
белок Bim напрямую инициирует олигомериза�
цию белков Вах и Bak, образование пор в мемб�
ранах митохондрий и выход цитохрома с. Bid
преимущественно активирует Bak, тогда как
Bim предпочитает Bax [45].

В еще одном пути регуляции апоптоза гран�
зимом B, связанном с митохондриями, участву�
ет опухолевый супрессор р53. Активированный
гранзимом B белок р53 транслоцируется к мито�
хондриям и взаимодействует с Bcl�2 на внешней
митохондриальной мембране (рис. 2). Это уст�
раняет ингибирующее воздействие Bcl�2 на Bax
и способствует образованию пор в митохондри�
альной мембране [46].

Изученные в меньшей степени гранзимы М,
H и F индуцировали гибель клеток с участием
митохондрий, которая сопровождалась выходом
цитохрома с из митохондрий в цитоплазму.
Гранзим М напрямую не расщеплял прокаспазу�3
и Bid, его действие опосредовано каспазой�8.
Ассоциированный с рецептором смерти CD95
(Fas) адаптерный белок FADD (Fas�associated
protein with death domain) специфически рас�
щеплялся гранзимом М после остатка Met196,
образуя усеченный белок (tFADD). Это облегча�
ло рекрутирование прокаспазы�8. Индуциро�
ванной гранзимом М гибели клеток сопутство�
вало высвобождение цитохрома с из митохонд�
рий в цитоплазму [47]. Гранзим Н вызывал ги�
бель клеток при участии Bcl�2, однако также не
осуществлял прямого расщепления Bid. Выз�
ванная гранзимом H гибель клеток сопровожда�
лась выходом цитохрома с из митохондрий. Ак�
тивация каспаз и защитный эффект ингибито�
ров каспаз наблюдались, однако были неболь�
шими при сравнении гранзима H c другими ин�
дукторами апоптоза. Гранзим Н, подобно гран�
зиму В, непосредственно взаимодействовал с
ICAD/DFF45, что, вероятно, приводило к пов�
реждению ДНК и гибели клеток [48, 49]. Смерть

клеток, вызванная гранзимом F, не включала
расщепление Bid и активацию каспаз. Гранзим F
нарушал транспорт электронов в дыхательной
цепи митохондрий, снижая скорость поглоще�
ния О2 и образование АТР в клетках [50].

Гранзим А, подобно гранзиму В, способен
расщеплять множество клеточных белков, в т.ч.
белки цитоскелета и ядра [51]. Губительное
действие гранзима А на клетки связывают с ак�
тивацией нуклеаз, производящих одноцепочеч�
ные разрывы ДНК и способствующих гибели
клеток с признаками апоптоза. С эндоплазмати�
ческим ретикулумом связан белковый комплекс
(270–420 кДа), содержащий ДНКазу NM23�H1
(или GAAD, granzyme A�activated DNase) и ее
ингибитор SET, который разрезается гранзимом А.
В результате ДНКаза высвобождается и активи�
руется. Клетки с подавленной экспрессией
NM23�H1 устойчивы к повреждению ДНК, выз�
ванному гранзимом А, и цитолизу, а клетки со
сверхэкспрессией NM23�H1, напротив, более
чувствительны [52, 53]. Было обнаружено, что
гранзим А вызывает образование активных форм
кислорода (АФК) и снижение разности электри�
ческих потенциалов (Δψ) в митохондриях. Пов�
реждение митохондрий является важным этапом
в апоптозе, вызванном гранзимом А [54].

ОБРАЗОВАНИЕ АФК В МИТОХОНДРИЯХ

NADH:убихинон�оксидоредуктаза (комп�
лекс I дыхательной цепи митохондрий) катали�
зирует окисление NADH убихиноном. Двухэлек�
тронное окисление одной молекулы NADH
сопровождается трансмембранным переносом
четырех протонов и генерацией на внутренней
мембране митохондрий разности электрохими�
ческих потенциалов ионов водорода (Δμ–H+) [55].
Комплекс I – один из крупнейших (970 кДа)
комплексов белков в клетке, связанных с мемб�
раной. Комплекс I млекопитающих содержит 45
субъединиц: 14 основных субъединиц консерва�
тивны и имеются у живых организмов от бакте�
рий до человека; 31 субъединица специфична
для млекопитающих [56, 57].

Гранзим А действует непосредственно на ми�
тохондрии, вызывая образование АФК и сниже�
ние Δψ на внутренней мембране митохондрий.
После 2 мин обработки гранзимом А в комбина�
ции с перфорином митохондрии клеток HeLa
начинали генерировать супероксидный анион�
радикал (O 2

�), который детектировали с по�
мощью MitoSOX Red, митохондриального флуо�
ресцентного индикатора O 2

�. Показано, что
гранзим А разрезает субъединицу комплекса I
NDUFS3 после остатка Lys56 [58]. Гранзим B,
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который подобно гранзиму А в сочетании с пер�
форином вызывал образование митохондриаль�
ных АФК, расщепляет субъединицы NDUFV1,
NDUFS1 и NDUFS2 [59]. Примечательно, что
NDUFS1 разрезается также каспазой�3 – цент�
ральным протеолитическим ферментом при
апоптозе. В NDUFS1 есть участок из четырех ос�
татков аминокислот (DVMD у млекопитающих),
являющийся субстратом каспазы [60]. На рис. 3
отмечены субъединицы комплекса I, подверга�
ющиеся протеолизу каспазой�3 (NDUFS1),
гранзимами А (NDUFS3) или В (NDUFV1,
NDUFS1 и NDUFS2). Все эти субъединицы из
числа основных субъединиц расположены в
гидрофильном (немембранном) домене комп�
лекса I, в котором происходит перенос электро�
нов с NADH на убихинон по цепочке FeS�клас�
теров. NDUFV1 содержит флавинмононуклео�
тид (FMN) и FeS�кластер N3; NDUFS1 – FeS�
кластеры N1b, N4 и N5; NDUFS2 и NDUFS3
содержат FeS�кластеры, не принадлежащие к
основному пути переноса электронов от NADH
к убихинону [57].

Проникновение в митохондрии гранзима В
происходит независимо от транслоказы внеш�
ней митохондриальной мембраны Tom (translo�
case of the outer mitochondrial membrane), вместо
этого используется Sam50 (sorting and assembly
machinery). Через внутреннюю мембрану гран�
зим В проходит с помощью Tim22 (translocase of
the inner mitochondrial membrane) при участии
митохондриального белка теплового шока 70
(mtHsp70). Гранзим A и каспаза�3 доставляются
в митохондрии по похожему пути. Для проник�
новения гранзимов и каспазы�3 митохондрии
должны обладать Δψ на внутренней мембране
[63, 64].

Генерация O 2
� в комплексе I дыхательной це�

пи митохондрий зависит от Δψ, концентрации
и соотношения NADH/NAD+, соотношения
восстановленного и окисленного убихонона и
концентрации O2 [65–68]. Считается, что ос�
новным кофактором, ответственным за генера�
цию O 2

�, является FMN, но не исключено и об�
разование АФК на участке связывания убихи�
нона. Предположительно, существуют два пути
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Рис. 3. Структура комплекса I дыхательной цепи митохондрий (по статьям Hirst и Roessler [61], Rodenburg [62]). Обозна�
чены субъединицы, расщепляемые каспазой�3 (NDUFS1), гранзимом А (NDUFS3) или гранзимом B (NDUFV1, NDUFS1
и NDUFS2). Пунктирной линией показан перенос электронов от FMN к участку связывания убихинона по цепочке FeS�
кластеров
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образования O 2
�. Первый путь: NADH → FMN в

комплексе I → O 2
�. Высокий уровень

NADH/NAD+ приводит к восстановлению
FMN. FMN (полностью восстановленный или в
форме семихинона) реагирует с О2, образуя O 2

�.
Второй путь (обратный перенос электронов):
восстановленный убихинон → цепь FeS�класте�
ров в комплексе I → FMN в комплексе I → O 2

�.
Сукцинат, субстрат комплекса II дыхательной
цепи, восстанавливающего убихинон, вызывал
генерацию O 2

� в субмитохондриальных части�
цах. Она подавлялась ротеноном, ингибирую�
щим взаимодействие убихинона с комплексом
I, и протонофорным разобщителем, снимаю�
щим Δψ. NADH�Зависимое образование АФК,
напротив, могло усиливаться ротеноном и быть
нечувствительным к действию разобщителя.
NADH в миллимолярной концентрации (близ�
кой к физиологической) и NAD+ подавляли об�
разование O 2

�, по�видимому, конкурируя с О2 за
связывание с восстановленным FMN. Есть
предположение, что FMN комплекса I взаимо�
действует по меньшей мере с двумя разными
участками связывания нуклеотидов: в одном
осуществляется окисление NADH, а в другом
может происходить восстановление NAD+ или
О2 [65, 66].

Неясно, каким образом опосредованный
гранзимами протеолиз субъединиц комплекса I
приводит к образованию АФК. Поскольку
действие гранзимов сопровождается снижением
Δψ, можно предположить, что разрезание субъ�
единиц, в т.ч. и тех, в которых находятся компо�
ненты электронтранспортной цепи (NDUFV1 и
NDUFS1), нарушает перенос электронов на
убихинон, и генерация O 2

� происходит по перво�
му пути: NADH → FMN → O 2

�. Однако это про�
тиворечит наблюдению, что ротенон подавлял
образование АФК и гибель клеток, вызванную
гранзимом А в комбинации с перфорином [58].
Ингибирование процесса ротеноном – признак
обратного переноса электронов, от убихинона
на FMN. По�видимому, при обработке клеток
гранзимами основной путь переноса электронов
сохраняется. Возможно, протеолиз субъединиц
комплекса I способствует доступу О2 к скрытым
внутри белка FMN и FeS�центрам и их окисле�
нию с образованием O 2

�. Наряду с глутамат� и
малат�зависимым поглощением О2, гранзим В
подавлял дыхание с сукцинатом, а также актив�
ность комплекса III дыхательной цепи, поэтому
не исключено взаимодействие гранзимов с дру�
гими комплексами дыхательной цепи [59].

АФК играют важную роль при внедрении в
клетку гранзимов. Образование АФК в митохон�
дриях может провоцировать окисление кардио�
липина и высвобождение электростатически

связанного с ним цитохрома с в цитоплазму [69,
70]. Антиоксиданты подавляли гибель клеток,
вызванную гранзимом А и перфорином [54].
АФК способствуют транслокации ассоцииро�
ванного с эндоплазматическим ретикулумом
комплекса SET в ядро, где этот комплекс рас�
щепляется гранзимом А с высвобождением двух
ДНКаз (NM23�H1 или GAAD и TREX1), кото�
рые разрезают ядерную ДНК при гибели кле�
ток, опосредованной гранзимом А [54, 71]. Ан�
тиоксиданты также уменьшали проявление
признаков апоптоза, индуцированного гранзи�
мом В [59].

Литические гранулы клеток�киллеров у че�
ловека (но не у грызунов), в дополнение к пер�
форину, кальретикулину и гранзимам, содержат
антимикробный пептид гранулизин, который
избирательно разрушает микробные мембраны
с низким содержанием холестерина. Этот пеп�
тид способствует защите организма от внутри�
клеточных паразитических простейших (трипа�
носомы, токсоплазмы, лейшмании). Перфорин
обеспечивает проникновение гранзимов и гра�
нулизина в инфицированные клетки, а затем
гранулизин доставляет гранзимы к внутрикле�
точным паразитам. Показано, что гранзимы за�
пускали образование АФК и инактивировали
ферменты антиоксидантной защиты для унич�
тожения паразита. Гибель паразитических прос�
тейших была нечувствительна к ингибиторам
каспаз, но по ряду признаков напоминала апоп�
тоз млекопитающих [72].

Таким образом, цитотоксические клетки�
киллеры, использующие гранзимы, могут ини�
циировать множество путей активации клеточ�
ной гибели. По�видимому, это необходимо для
противодействия патогенам, которые могут ис�
пользовать разные способы уклонения от имму�
нитета [49].

В последние годы растет интерес к T� или
NK�клеткам�киллерам. Это связано как с их
участием в противовирусной защите организма,
так и с возможным применением в иммунотера�
пии опухолей. Цитотоксические Т� и NK�клет�
ки вырабатывают интерферон�γ, который обес�
печивает включение ряда различных механиз�
мов противовирусной защиты [73]. Цитотокси�
ческие T�лимфоциты распознают и уничтожают
клетки, зараженные вирусом и презентирующие
вирусные пептиды на молекулах главного комп�
лекса гистосовместимости класса I (MHC I,
major histocompatibility complex class I) [74]. Это
свойство может иметь практическое примене�
ние в медицине. Так, например, трансплантация
сопряжена с ослаблением иммунитета и повы�
шенным риском инфицирования. При этом ис�
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пользование специфичных к вирусным антиге�
нам цитотоксических Т�лимфоцитов, получен�
ных с помощью МНС, которые несут синтети�
ческие вирусные пептиды – это возможная аль�
тернатива высокотоксичным противовирусным
препаратам [75].

Для ускользания от противовирусной реак�
ции цитотоксических Т�клеток вирусы могут
препятствовать презентации антигена: подав�
лять функции протеасом, транспорт пептидов,
транслокацию молекул МНС I из эндоплазма�
тического ретикулума на поверхность клеток
[74]. Естественные киллеры способны выявлять
и уничтожать инфицированные клетки, в кото�
рых нарушена презентация антигенов, т.е. нет
МНС I на клеточной поверхности. Вклад цито�
литической функции NK�клеток, обеспечивае�
мой перфорином и гранзимами, в противови�
русную защиту зависит от многих факторов и
может быть неодинаковым в разных тканях ор�
ганизма [76].

Перспективно использование клеток�килле�
ров в иммунотерапии рака. Есть свидетельства
успешного применения адоптивной терапии
опухолей, при которой у пациента берут клетки�
киллеры, подвергают их обработке цитокинами
и/или генно�инженерным модификациям для
активации и усиления противоопухолевого от�
вета и вводят обратно в организм [77]. Особый
интерес представляют модифицированные
клетки с химерными антигенными рецепторами
(CAR, chimeric antigen receptors) – синтетичес�
кими рецепторами, содержащими антигенсвя�
зывающие, активирующие и костимуляторные
домены, в которых антигенсвязывающий сайт
рецептора Т�клеток (TCR, T�cell receptor) заме�
няется сайтом иммуноглобулина с высокой аф�
финностью и специфичностью к целевому опу�
холевому антигену. Терапия на основе CAR поз�
воляет устранить необходимость МНС�зависи�
мой презентации антигена клеткам�киллерам и

является многообещающей стратегией избавле�
ния от злокачественных новообразований, ус�
тойчивых к традиционным методам лечения.
Отсутствие МНС I на поверхности клеток мо�
жет быть следствием опухолевой трансформа�
ции. Утилизация таких клеток естественными
киллерами дополняет уничтожение клеток опу�
холи цитотоксическими T�лимфоцитами [77,
78].

Ликвидация инфицированных или мутиро�
вавших клеток – основа защитной реакции,
осуществляемой цитотоксическими Т�лимфо�
цитами и естественными киллерами и направ�
ленной на поддержание гомеостаза организма.
Существование множества альтернативных пу�
тей инициации гибели клеток, которые описа�
ны в настоящей работе, по�видимому, важно,
чтобы: 1) препятствовать механизмам ускольза�
ния от иммунных реакций, возникающим у па�
тогенов; 2) осуществлять клеточную смерть да�
же в случае мутаций отдельных компонентов пу�
тей, приводящих к ней. Как и в случае зависи�
мого от каспаз апоптоза, большинство выявлен�
ных путей гибели клетки, включаемых гранзи�
мами, ассоциированы с митохондриями.
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Cytotoxic T�lymphocytes and natural killers eliminate infected cells from an organism by triggering programmed cell
death (apoptosis). The contents of the lytic granules of killer cells, including pore�forming proteins perforins and pro�
teolytic enzymes granzymes, are released with subsequent penetration into target cells. Granzyme B initiates mito�
chondria�dependent apoptosis via (i) proapoptotic Bid protein, (ii) Mcl�1 and Bim proteins, or (iii) p53 protein. As
a result, cytochrome c is released from mitochondria into cytoplasm, causing formation of apoptosomes that provide
proteolytic cascade of caspases’ activation. Granzymes M, H, and F cause cell death, which is accompanied by the
release of cytochrome c from mitochondria. Granzyme A induces generation of reactive oxygen species, which pro�
mote translocation of the endoplasmic reticulum�associated SET complex to cell nucleus. In cell nucleus granzyme
A cleaves the SET thus activating nucleases that cause single�strand DNA breaks. Granzymes A and B penetrate mito�
chondria and cut the complex I subunits of the respiratory chain. One of the complex I subunits is a target for the cas�
pase�3 as well. Granzyme�dependent damage to complex I leads to ROS generation and cell death.

Keywords: reactive oxygen species, apoptosis, granzymes, mitochondria, programmed cell death
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Технические достижения в области геномных технологий последних лет привели к взрывному росту иссле�
дований живых систем на уровне единичных клеток в масштабах целых транскриптомов. В обзоре пред�
ставлено как вслед за транскриптомикой свой путь в анализе единичных клеток начинает протеомика. Уже
появились первые работы по использованию хроматомасс�спектрометрического анализа полных протео�
мов на отдельных клетках. Разделение клеток в них осуществляют по аналогии с транскриптомным анали�
зом, например, методом клеточного сортинга, а масс�спектрометрический анализ проводят с помощью мо�
дифицированного метода тандемных массовых меток. Объединение результатов транскриптомного и про�
теомного анализа в рамках протеогеномного подхода к молекулярному профилированию анализируемых
клеток улучшит понимание механизмов клеточного взаимодействия как при развитии организмов, так и в
различных патологиях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеомика, транскриптомика, протеогеномика, анализ единичных клеток, таргет�
ная массовая метка (TMT), масс�спектрометрия.

DOI: 10.31857/S0320972520020025

ПРОТЕОГЕНОМИКА ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК –
БЛИЖАЙШАЯ ПЕРСПЕКТИВА

Обзор

© 2020 С.А. Мошковский1,2*, А.А. Лобас3, М.В. Горшков3

Молекулярное профилирование с использо�
ванием омиксных технологий разного вида [1] до
недавнего времени имело дело с биологически�
ми образцами, объединяющими свыше несколь�
ких тысяч, а иногда и миллионов отдельных кле�
ток. С учетом того, что участки тканей, состоя�
щие из морфологически сходных клеток, редко
встречаются в организмах, сравнение тран�
скриптомов или протеомов таких образцов обла�
дает принципиальным недостатком, который
принято называть «средней температурой по
больнице». Особенно неблагоприятно этот эф�
фект сказывается на результатах поиска биомар�
керов, где неоднородность представленности тех
или иных молекул в клетке может приводить к
ложно�положительным результатам. Понятно,
что более корректными с точки зрения результа�
та могли быть работы по сравнению биологиче�
ских образцов большого объема в случае анализа
биологических жидкостей [2], где молекулы
распределены более или менее равномерно, или

однородных клеточных культур, в особенности,
синхронизированных [3]. Частично проблему ге�
терогенности исследуемых образцов решают
микродиссекцией: однородные участки ткани
выявляют либо визуально, либо с использовани�
ем автоматизированного анализа изображений,
получаемых под микроскопом. Затем однород�
ные участки разделяют физическими методами и
подвергают молекулярному анализу [4].

Таким образом, для молекулярного сравне�
ния тканей многоклеточных организмов омикс�
ными методами, в том числе и в медицинских
целях, существует явная потребность в поиске
новых подходов для анализа единичных клеток.
Первые успехи в этом направлении были дос�
тигнуты в области транскриптомов единичных
клеток [5]. В настоящем обзоре обсуждаются
проблемы появившихся в самое последнее вре�
мя подходов к протеомному анализу единичных
клеток в контексте достижений транскриптоми�
ки в этой области, а также возможности интег�
рации уже на новом уровне результатов этих
двух омиксных технологий.* Адресат для корреспонденции.
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МОЛЕКУЛЯРНОЕ ПРОФИЛИРОВАНИЕ
ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК – ТЕХНИЧЕСКИЙ
ПРОРЫВ В АНАЛИЗЕ ТРАНСКРИПТОМОВ

Анализ транскриптомов единичных клеток с
помощью секвенирования нового поколения
(NGS) в последние пять лет интенсивно разви�
вается. Предтечей используемых сейчас методов
является флуоресцентное секвенирование РНК
in situ (FISSEQ), в котором фиксированную на
подложке ткань использовали для получения
кДНК, которую также привязывали к клеточно�
му матриксу [6]. Поскольку секвенирование на
платформе Illumina, по сути, основано на флуо�
ресцентной спектроскопии, его вариант удалось
адаптировать для секвенирования полученной
кДНК непосредственно на срезе ткани. В итоге
получали достаточно разрешенные изображе�
ния по уровню каждого из зарегистрированных
транскриптов, подходящие для сравнения интакт�
ных клеток и тканей в различных состояниях
[7].

Практически сразу после появления первых
работ начался взрывообразный рост разработки
методов транскриптомики единичных клеток, и
уже через несколько лет существовало не мень�
ше пяти альтернативных технических решений
[5], работающих, тем не менее, на примерно
одинаковых принципах. Сначала необходимо
разделить в пространстве клетки или их ядра.
Для этого можно использовать, например, сор�
тировку клеток с помощью флуоресценции
(FACS), подобно той, которую давно применяли
в клеточных сортерах [8]. В итоге клетки по од�
ной располагаются в планшетах для дальнейших
манипуляций. Сходным образом клеточный
сортер от «BD Biosciences» (США) использует
разбавление клеточной суспензии, в ходе чего
при ее раскапывании в маленькие лунки план�
шета в каждой из них статистически оказывает�
ся по одной клетке [9]. В еще одном широко ис�
пользуемом техническом решении от компании
«10X Genomics» (США) клетки в специальном
микрофлюидном устройстве по одной связыва�
ются с особыми гранулами, а полученные комп�
лексы для дальнейшего анализа упаковываются
в отдельные масляные капли [10].

Следующий этап после изоляции клеток –
это подготовка РНК к секвенированию, кото�
рая, с некоторыми вариациями, напоминает
обычную подготовку к NGS, включающую в се�
бя получение кДНК и расщепление ее на считы�
ваемые фрагменты. Однако существенным от�
личием является потребность в индивидуальном
мечении каждой клетки, поскольку кДНК от
всех выделенных клеток следует вновь объеди�
нить для получения высокой производитель�

ности. Поэтому в каждую лунку планшета или
на каждую гранулу, используемую в капельной
технологии выделения клеток, добавляют инди�
видуальные, синтезированные комбинаторным
путем олигонуклеотидные метки. Впослед�
ствии, после получения огромного набора счи�
тываний фрагментов целевой кДНК, по этим
меткам уже программным путем распознаются
подмножества считываний (ридов), принадле�
жавшие единичным клеткам [5].

Методы анализа транскриптомов единичных
клеток в настоящее время ориентированы, в ос�
новном, на анализ кодирующих поли�А�тран�
скриптов. В итоге, в разных вариантах методов,
получают полные транскриптомы единичных
клеток или т.н. уникальные молекулярные иден�
тификаторы (UMI) генов [11], по которым мож�
но определить их уровень экспрессии в единич�
ных клетках. Предложенные к использованию
совсем недавно методы секвенирования тран�
скриптомов единичных клеток конкурируют
между собой, а публикации, в основном, сфоку�
сированы на результатах сравнения их эффек�
тивности [5, 12].

Вскоре после использования перечисленные
выше методы транскриптомики единичных кле�
ток принесли свои плоды в виде ярких, значи�
мых для биологии результатов. В этом обзоре не
будет представлен исчерпывающих обзор этих
работ, поэтому приведем несколько примеров.
Так, по транскриптомам единичных ядер иссле�
дователи смогли детализированно проследить за
судьбой клеток нервного гребня при их диффе�
ренцировке в мышином эмбрионе [13]. В ре�
зультате было установлено состояние бинарнос�
ти, когда клетки находятся в состоянии выбора
между двумя траекториями их развития, а также
выявлены факторы управления их судьбами. В
другой работе было показано, что транскрипто�
мика единичных клеток может определять отно�
шение интронных и экзонных последователь�
ностей в кодирующих белки транскриптах, и
был предложен подход для оценки кинетики
концентрации индивидуальных РНК (RNA
velocity) [14]. Если многие транскрипты содер�
жали интронные последовательности, значит
транскрипция только началась, а продукт будет
наращивать свою концентрацию. Наоборот,
присутствие только зрелых, сплайсированных
транскриптов означает конечную фазу экспрес�
сии данного гена. Этот остроумный подход поз�
волил оценивать тенденции экспрессии генов в
масштабах единичных клеток по одному «сним�
ку» транскриптома [15]. Особенно важна роль
единичных клеток в центральной нервной сис�
теме. Выделить нейроны без их разрушения, как
представляется, почти невозможно, но тран�
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скриптомика единичных клеточных ядер также
нашла широкое применение в нейронауках.
Транскриптомы единичных ядер позволяют
картировать и кластеризовать нейроны коры го�
ловного мозга, дополняя другие виды функцио�
нального картирования. Сравнение клеток коры
человека и мыши позволило выявить сущест�
венный консерватизм устройства некоторых
ключевых участков, а также выявить видо�спе�
цифические черты [16]. Важные эволюционные
выводы удалось сделать при анализе единичных
клеток головного мозга четырех видов прима�
тов, включая человека [17].

Таким образом, за считанные годы своего су�
ществования транскриптомика единичных кле�
ток революционным образом изменила подход
к наблюдению за клеточными процессами in
vivo. Благодаря этому подходу были охарактери�
зованы многие клеточные типы, которые не
нельзя было отличить морфологическими мик�
роскопическими методами [18].

ПРОТЕОМИКА ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК

Поскольку амплификация белков, подобная
полимеразной цепной реакции для нуклеиновых
кислот, недоступна, протеомика отстает от мето�
дов анализа нуклеиновых кислот по аналитичес�
кой чувствительности [19]. В случае протеомики
анализ единичных клеток по своей природе
предъявляет еще большие требования по этому
параметру, в то время как микроскопия и клеточ�
ный сортинг, основанные на флуоресценции,
уже давно предоставляли возможность для рабо�
ты с единичными клетками. Флуоресцентные
белки, например, слитые с интересующими про�
дуктами генно�инженерным путем, использова�
ли для исследования накопления этих продуктов
в реальном времени, на уровне единичных кле�
ток [20]. К недостаткам этой группы методов от�
носится потребность в генетических манипуля�
циях, эффекты от которых могут исказить про�
цессы, происходящие в модельных клетках.

Еще более разнообразны методы анализа
единичных клеток, основанные на распознава�
нии интересующих клеток антителами и други�
ми специфически связующими молекулами.
Технология клеточного сортинга, основу кото�
рой заложили более полувека назад [21], стала
самым распространенным методом анализа
единичных клеток на белковом уровне [22]. Да�
же хорошо известный метод Вестерн�блоттинга
был адаптирован для анализа единичных кле�
ток, когда их сортируют по микролункам план�
шета и после лизиса переносят на гель для свя�
зывания с антителами [23].

Т.н. масс�цитометрический метод был пред�
ложен для анализа отдельных белков на уровне
единичных клеток. В этом методе количествен�
ные измерения таргетных белков осуществля�
ются с использованием антител, коньюгирован�
ных с ионами переходных металлов. Белковые
комплексы, содержащие такие антитела, посту�
пают в источник ионизации на основе индук�
тивно�связанной плазмы (ICP), где происходит
ионизация переходных металлов с последую�
щим измерением масс�спектров стабильных
изотопов этих металлов с использованием вре�
мяпролетного масс�анализатора. С помощью
масс�цитометрии была продемонстрирована
возможность количественного профилирования
иммунного отклика на уровне единичных кле�
ток [24]. В настоящее время этот метод все чаще
используется для анализа единичных клеток,
например, когда интерес исследователей сфоку�
сирован на ограниченной группе белков. Так, в
развивающихся кроветворных клетках с по�
мощью масс�цитометрии проводили количест�
венный анализ ответственных за дифференци�
ровку этих клеток транскрипционных факторов
[25].

Следует отметить, что все основанные на ан�
тителах методы имеют ряд принципиальных ог�
раничений в случае единичных клеток. Во�пер�
вых, при их масштабировании, когда техноло�
гия становится по�настоящему омиксной, тес�
тирование десятков или даже сотен отдельных
антител на предмет перекрестных взаимодей�
ствий становится практически невозможным. В
основном, антитела проходят отбор на связыва�
ние своей мишени, в то время как остается не�
известным, способны ли они связывать струк�
турно сходные мотивы в других белках. Кроме
того, антительные методы ограничены прони�
цаемостью клеток и необходимостью диффузии
реагента через концентрированное клеточное
содержимое [26].

Что же с классической протеомикой, осно�
ванной на масс�спектрометрии, где белки и
пептиды анализируются напрямую, без приме�
нения аффинных реагентов? В режиме пано�
рамной протеомики, направленной на выявле�
ние всех белков клетки, с масс�спектрометри�
ческими детекторами высокого разрешения воз�
можна идентификация и полуколичественный
анализ белковых продуктов примерно десяти
тысяч генов в клеточных линиях, что близко к
теоретической оценке всего продуцируемого
протеома какого�либо клеточного типа [27]. Од�
нако такой анализ до недавнего времени прово�
дили для протеомов, полученных от десятков и
сотен тысяч клеток. Есть ли перспективы у па�
норамного протеомного анализа единичных
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клеток с точки зрения аналитической чувстви�
тельности? Действительно, детекторы, исполь�
зуемые в настоящее время в масс�спектромет�
рии, демонстрируют, по биологическим меркам,
высочайшую чувствительность, будучи способ�
ными зарегистрировать от нескольких сотен до
нескольких тысяч ионов, удерживаемых в ион�
ной ловушке масс�анализатора [28]. При этом,
согласно одному из последних мета�анализов,
количество молекул белка в дрожжевой клетке
составляет ~40 млн [29], а в опухолевой клетке
HeLa – примерно на два порядка больше [30].
Даже с учетом гетерогенности природных бел�
ков, многочисленных потерь на стадиях обра�
ботки образца между белком в интактной клетке
и регистрируемым ионом пептида от этого бел�
ка, которые включают клеточный лизис и трип�
синолиз, хроматографию и ионизацию, ситуа�
ция с регистрацией протеома единичной клетки
методом панорамной протеомики не кажется
такой уж безнадежной. Это иллюстрируется ис�
следованиями последних лет, когда было пред�
ложено несколько подходов к анализу единич�
ных клеток посредством хроматомасс�спектро�
метрии, широко принятой в протеомике. Во�
первых, проблема чувствительности снимается
при анализе очень больших клеток, когда мож�
но использовать обычные методики без сущест�
венных изменений. С такими клетками иссле�
дователи сталкиваются в эмбриологии. Напри�
мер, в недавно опубликованном исследовании
удалось отследить изменения протеома единич�
ных ооцитов при их созревании in vitro [31]. При
массе белка на клетку, по оценкам авторов, рав�
ной 100 нг, из единичного ооцита удавалось
идентифицировать 450 белков. Кроме того, ана�
лизировали единичные бластомеры при деле�
нии яйца шпорцевой лягушки на стадии круп�
ных бластомеров, в одном удавалось идентифи�
цировать ~1400 белков! [32]. Привлекательной
представляется еще не вполне реализованная
идея протеомного анализа гигантских нейронов
моллюсков, тела которых могут достигать диа�
метра 400 мкм [33]. При исследовании этого
объекта знание о дифференциально продуциру�
ющихся белках может помочь расшифровать
важные механизмы работы нервной системы, в
частности, раскрыть материальную основу па�
мяти [34].

Гигантские клетки – привлекательная мо�
дель для анализа, однако очевидна потребность
в исследовании протеома клеток обычных раз�
меров, например, опухолевых или кроветвор�
ных клеток диаметром 10–30 мкм. Первые ша�
ги в этом направлении уже сделаны. Авторы
этих первых работ использовали клеточную
сортировку с помощью микрофлюидики, напо�

добие той, которую применяли для транскрип�
томных исследований единичных клеток. Пос�
ле разделения клетки подвергали обработке,
т.н. «тандемными массовыми метками» (TMT,
tandem mass tag) [35]. Подход с использованием
мультиплексных TMT�меток обеспечивает од�
новременный количественный анализ несколь�
ких образцов за счет мечения пептидов в каж�
дом из них изотопными метками, которые про�
являют себя после фрагментации пептидных
ионов в масс�спектрометре. Химические метки
сконструированы таким образом, что они име�
ют одинаковую молекулярную массу, однако
после фрагментации пептидов в масс�спектро�
метре за счет комбинаций встроенных стабиль�
ных тяжелых изотопов 13C и 15N их фрагменты
приобретают различную массу, в зависимости
от присоединенной метки. В настоящее время в
коммерческих наборах, доступных на рынке,
достигается возможность достигать мультиплекс�
ности до 16 ТМТ�меток и проводить количе�
ственный анализ их протеомов друг относи�
тельно друга (TMT 10�plex, 11�plex, 16�plex, на�
боры компании «Thermo Fisher Scientific»,
США).

Именно такие наборы ТМТ�меток исполь�
зовали Slavov et al. для первой демонстрации па�
норамной протеомики единичных клеток чело�
века [36]. Метод назвали SCoPE�MS (Single Cell
ProtEomics by Mass Spectrometry). Клетки разде�
ляли по одной на лазерном сортере (FACS) и по�
мещали в лунки микропланшета (рисунок, а).
Одновременно использовали т.н. «носитель» –
помещенные в отдельную лунку 200 клеток того
же типа. Этот носитель должен обеспечить сиг�
нал для идентификации белков обычным пано�
рамным методом, а единичные клетки должны
были сравниваться с сигналом носителя.
Действительно, с помощью TMT в первом экс�
перименте удалось количественно проанализи�
ровать более 700 белков в каждой из восьми ис�
следуемых клеток (из 10 ТМТ�меток одну оста�
вили для контроля, а одной пометили 200 кле�
ток «носителя», рисунок, б). Для работы с белка�
ми на пределе чувствительности пришлось из�
менить настройки масс�спектрометра высокого
разрешения на основе ионной ловушки Orbitrap
[37] и модернизировать методы обработки пер�
вичных масс�спектрометрических данных для
идентификации и количественного анализа
[38]. За первой, демонстрационной работой по
SCoPE�MS последовала следующая, в которой
предложенная методика была существенно
улучшена с целью повышения производитель�
ности [39]. Методом SCoPE2 за 85 ч работы хро�
матомасс�спектрометра с использованием 11�
комплексного набора TMT удалось проанализи�
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ровать протеомы 356 единичных моноцитов и
макрофагов из иммортализованных клеточных
линий. По протеомам, в которых был проведен
количественный анализ ~2 тыс. белков, удалось
хорошо разделить две клеточные популяции.
Безусловно, проблемой использования TMT по
сравнению с транскриптомикой является зна�
чительно более низкая мультиплексность этого
метода и возможность анализа всего 10 клеток
одновременно, тогда как при секвенировании
РНК все клетки снова смешиваются на чипе
секвенатора с надежным разделением результа�
тов программными методами. В целом, резуль�
таты, полученные методом SCoPE2, дают повод
для осторожного оптимизма.

Другие исследователи также начали работу
по анализу единичных клеток с использованием
массовых меток и тандемной масс�спектромет�
рии. Так, в недавней статье описан анализ 72
мышиных клеток с глубиной анализа каждой из
них, доходящей до 1600 идентифицированных
белков [40]. Процедура заняла около двух суток,
что сопоставимо со скоростью анализа моноци�
тов и макрофагов в ранее упомянутой работе
[39]. Клетки разделяли и распределяли по «на�
нолункам» специального чипа на серийном сор�
тере BD. После этого процедуру пробо�подго�
товки, включая химическую модификацию бел�
ков и гидролиз протеазами, осуществляли с по�
мощью особой роботизированной системы
nanoPOTS, где все реакции проходили в каплях
нанометрового размера [41].

В процессе подготовки этого материала в
открытом доступе появился препринт, описыва�
ющий сходное по исполнению исследование
единичных клеток линии лейкоза с использова�
нием клеточного сортинга и тандемных массо�
вых меток [42]. Как и в предыдущих работах,
хромато�масс�спектры меченых единичных
клеток сравнивали с носителем (авторы называ�
ли его «boost») из 500 клеток. Для количествен�
ного анализа использовали режим получения
тандемных масс�спектров (MS2), а также в дру�
гих запусках прибора получали фрагменты
фрагментов трипсиновых пептидов (MS3). Для
анализа данных авторы разработали вычисли�
тельный конвейер SCeptre, который еще пред�
стоит оценить рецензентам для дальнейшей
публикации статьи в журнале.

Очевидно, что методы, позволяющие анали�
зировать протеомы единичных клеток при по�
мощи панорамной масс�спектрометрии, оста�
ются уделом немногих лабораторий, работаю�
щих на пределе возможностей технологии, в том
числе, с использованием уникальных, сконстру�
ированных в лабораторных условиях устройств,
в отличие от транскриптомики, где технические

решения для анализа единичных клеток пол�
ностью коммерциализированы [5]. Также следу�
ет отметить, что упомянутые результаты первых
работ по панорамной протеомике единичных
клеток [36, 39, 40, 42] пока требуют подтвержде�
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Протеомика единичных клеток с детекцией на основе тан�
демных массовых меток (ТМТ), по [36] с изменениями.
Сначала клетки с помощью стандартного клеточного сор�
тинга помещают в лунки микропланшета, где их расщеп�
ляют протеазами по особому протоколу (а). Затем осущест�
вляют мечение набором TMT, а для сравнения используют
образец�«носитель» из 100 или более клеток. Количествен�
ный анализ проводят на хромато�масс�спектрометре высо�
кого разрешения (б)
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МОШКОВСКИЙ

ния ортогональными методами, например, с ис�
пользованием специфичных антител.

НА ПУТИ К ПРОТЕОГЕНОМИКЕ
ЕДИНИЧНЫХ КЛЕТОК

Интеграция данных омиксных технологий, в
случае нуклеиновых кислот и белков обозначае�
мая как протеогеномика, позволяет более эф�
фективно оценивать молекулярные каскады,
вовлеченные в те или иные процессы [43], а так�
же обнаруживать протеоформы и выяснять их
функциональность [44]. Здесь и далее, под про�
теоформами мы понимаем продукты одного и
того же гена, различающиеся за счет генного по�
лиморфизма, альтернативного сплайсинга и
посттранскрипционных модификаций мРНК, а
также протеолитического расщепления и пост�
трансляционных модификаций белков [45].

В случае протеогеномики единичных клеток
существуют два возможных направления разви�
тия. Для тех, кто создает уникальные методы,
можно задуматься об анализе в рамках одной и
той же клетки, и транскриптома, и протеома
[46], по аналогии с анализом образцов большего
объема, например, биоптатов злокачественных
опухолей [47]. Уникальные молекулярные тра�
ектории отдельных клеток в таких процессах,
как дифференцировка или онтогенез, можно
будет рассматривать на двух сочетанных уров�
нях. Что же касается пользователей стандарти�
зованных протеомных методов, то им, как
представляется, также можно воспользоваться
разрастающимся банком данных по транскрип�
томике единичных клеток. Качество секвениро�
вания РНК в некоторых исследованиях уже поз�
воляет производить в транскриптомах отдель�
ных клеток поиск единичных участков поли�
морфизма (SNP) [48]. Соответственно, в субпо�

пуляциях клеток различных органов и тканей
может быть предсказано обогащение несинони�
мичными SNP, возникшими вследствие мутаге�
неза или посттранскрипционных модифика�
ций, например, редактирования РНК. Анализ
новых протеоформ, предсказанных из данных
транскриптомики единичных клеток, может
быть осуществлен на группах клеток традици�
онными таргетными или панорамными проте�
омными методами. Например, основываясь на
данных панорамного протеомного анализа ме�
тодами хроматомасс�спектрометрии, мы недав�
но показали, что редактирование РНК фермен�
тами ADAR модифицирует разные белки в гли�
альных и нейрональных клетках головного моз�
га мыши [49]. Поиск аналогичных участков ре�
дактирования в данных транскриптомики еди�
ничных клеток [50] мог бы значительно облег�
чить понимание функционального значения
этого явления.

Таким образом, несмотря на отсутствие амп�
лификации, которая способствует быстрому
развитию способов анализа нуклеиновых кис�
лот в единичных клетках, панорамная протео�
мика также движется к завоеванию своего места
в этой области. Несомненным остается то, что
оптимальные результаты по анализу молекуляр�
ных траекторий единичных клеток в различных
процессах могут быть достигнуты при интегра�
ции технологий анализа генной экспрессии и
продукции белков.
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нансовой поддержке РНФ (грант 17�15�01229).
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Recently technical advances in genomic technology led to explosive growth of transcriptome�wide studies at the level
of single cells. The review describes the beginning of single�cell proteomics which started soon after transcriptomic
methods were developed. Thus, first studies have been published that used liquid chromatography�mass spectrometry
to analyze shotgun proteomes of single cells. In these works, cells were separated by methods used in transcriptomics,
e.g., by cell sorting, and mass�spectrometric analysis was performed by a modified method of tandem mass tags. Data
integration of single cell transcriptomics and proteomics as a proteogenomic approach will provide better under�
standing of mechanisms of cell interactions in normal development and disease.
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В последние годы бурно развиваются методы изотермической амплификации нуклеиновых кислот как аль�
тернатива полимеразной цепной реакции (ПЦР). Их использование позволяет проводить амплификацию
нуклеиновых кислот при постоянной температуре в отличие от ПЦР, для которой требуется циклическое
изменение температуры. Кроме того, при использовании изотермических методов амплификация может
проводиться непосредственно в живых клетках. В настоящем обзоре в краткой форме изложены принципы
известных изотермических методов амплификации, а также продемонстрирована их высокая эффектив�
ность при конструировании новых высокочувствительных методов анализа как нуклеиновых кислот, так и
ферментов, ответственных за их модификацию. Более того, приведены данные об успешном использовании
изотермических методов амплификации в анализе клеток и биомолекул, определение которых проводится
с применением ДНК/РНК�аптамеров.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нуклеиновые кислоты, амплификация, изотермическая, биоанализ, аптамеры.
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ИЗОТЕРМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ АМПЛИФИКАЦИИ
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ В БИОАНАЛИЗЕ

Обзор

© 2020 О.Л. Бодулев, И.Ю. Сахаров*

Количественное и качественное определе�
ние нуклеиновых кислот является чрезвычайно
важным направлением в современной биоло�
гии и медицине. Начиная с 1990�х гг., данная
область науки активно развивается, и, вероят�

но, число исследований в этой области будет
продолжать расти в следующие десятилетия.
Обнаружение ДНК/РНК патогенных бактерий
и вирусов может иметь решающее значение для
выбора правильной стратегии лечения пациен�
тов. Недавние открытия указали на взаимо�
связь между восприимчивостью людей к неко�
торым заболеваниям и однонуклеотидными
полиморфизмами или короткими вставка�
ми/делециями. Также было показано, что гены
микроРНК человека часто встречаются вблизи
геномных регионов и сайтов, связанных с ра�
ком. Уровень экспрессии некоторых мик�
роРНК у пациентов с хроническим лимфолей�
козом, колоректальной неоплазией, лимфомой
Беркитта, раком легких, крупноклеточными
лимфомами, глиобластой и другими заболева�
ниями отличается от уровня экспрессии в нор�
мальных тканях.

Помимо врачей в развитии высокочувстви�
тельных методов анализа нуклеиновых кислот
чрезвычайно заинтересованы специалисты пи�
щевой химии, т.к. эти методы с большой досто�
верностью и точностью позволяют проводить
оценку качества пищевых продуктов [1]. Мето�
ды анализа нуклеиновых кислот также давно и
успешно используются в криминалистике [2].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : LAMP – петлевая изотер�
мическая амплификация (Loop�mediated isothermal
Amplification); NASBA – метод амплификации, основан�
ный на последовательности нуклеиновых кислот (Nucleic
Acid Sequence�Based Amplification); HDA – хеликаза�зави�
симая амплификация (Helicase�Dependent Amplification);
EXPAR – экспоненциальная реакция амплификации нук�
леиновых кислот (Exponential Amplification Reaction);
SDA – амплификация с замещением цепи (Strand�
Displacement Amplification); RPA – рекомбиназная полиме�
разная амплификация (Recombinase Polymerase Amplifica�
tion); RCA – метод катящегося кольца (Rolling Circle
Amplification); WGA – полногеномная амплификация
(Whole Genome Amplification); MDA – амплификация со
множественным замещением цепи (Multiple Displacement
Amplification); pWGA – полногеномный метод амплифика�
ции с применением праймазы (Primase�based Whole
Genome Amplification); EASA – метод экзонуклеаза III�за�
висимой циклизации аналита (Exonuclease III�Assisted
Signal Amplification); ICSDP – амплификационный метод с
полимеризацией и замещением (Isothermal Circular�Strand�
Displacement Polymerization); HCR – реакция цепной гиб�
ридизации (Hybridization Chain Reaction); CHA – метод ка�
талитической сборки шпилек (Catalytic Hairpin Assembly).

* Адресат для корреспонденции.
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Обнаружение последовательностей нуклеи�
новых кислот без предварительной очистки в
биологических образцах и непосредственно в
живых организмах является крайне актуальной
задачей. В основе таких методов анализа лежит
реакция гибридизации, что определяет их высо�
кую селективность. С учетом того, что концент�
рации нуклеиновых кислот в исследуемых об�
разцах практически всегда крайне низкие, а их
изменения в случае патологии могут быть не�
значительными, требуются методы с чрезвычай�
но высокой чувствительностью и низким преде�
лом обнаружения. Для этого в настоящее время
детектирующие методы анализа ДНК/РНК соп�
рягаются с различными вариантами полимераз�
ной цепной реакции (ПЦР). Данный метод ши�
роко используется на практике и является высо�
коэффективным, т.к. он позволяет синтезиро�
вать до 109 копий (ампликонов) анализируемой
последовательности. Однако данный метод
имеет ряд недостатков. Так, при проведении
ПЦР возможна неспецифическая гибридиза�
ция, приводящая к накоплению посторонних
продуктов.

Для количественного определения нуклеи�
новых кислот широко используется ПЦР с де�
текцией продукта в режиме реального времени
(ПЦР�РВ) [3]. Существуют два основных вари�
анта ПЦР�РВ. В первом варианте используется
Taq ДНК�полимераза и линейный зонд (техно�
логия TaqMan), во втором варианте – интерка�
лирующие красители, такие как SYBR Green,
Eva Green, BOXTO и др., флуоресценция кото�
рых значительно возрастает при их связывании
с двухцепочечной молекулой ДНК. Линейный
диапазон ПЦР�РВ лежит в диапазоне от 10 до
5 . 109 копий анализируемой последовательности
[4]. Чувствительность метода сильно варьирует
и зависит от структуры использованных прай�
меров. Для ПЦР�РВ характерна высокая вос�
производимость.

Циклическое изменение температуры, тре�
буемое при проведении методов с применением
ПЦР, способствует неспецифической гибриди�
зации праймеров и ампликонов [5]. Более того,
для осуществления циклического изменения
температуры в ходе ПЦР необходимо использо�
вание дорогостоящего оборудования. Следует
также отметить, что в силу необходимости про�
ведения дуплексного плавления в ходе ПЦР, ко�
торое проводится путем нагревания, данный
метод не может быть использован для обнару�
жения нуклеиновых кислот в живых клетках.

Вышеупомянутые ограничения ПЦР стиму�
лировали разработку различных изотермичес�
ких амплификационных платформ для обнару�
жения ДНК/РНК. Целью данного обзора явля�

ется описание известных к настоящему времени
изотермических методов амплификации, их
преимуществ и ограничений применения в био�
анализе.

Описанные к настоящему времени изотер�
мические методы амплификации нуклеиновых
кислот можно разделить на две группы: 1) мето�
ды амплификации, осуществляющие повыше�
ние аналитического сигнала за счет увеличения
концентрации аналита; 2) методы амплифика�
ции, позволяющие повышать аналитический
сигнал без изменения концентрации аналита.

МЕТОДЫ АМПЛИФИКАЦИИ,
ОСУЩЕСТВЛЯЮЩИЕ ПОВЫШЕНИЕ

АНАЛИТИЧЕСКОГО СИГНАЛА ЗА СЧЕТ
УВЕЛИЧЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ АНАЛИТА

Во всех методах изотермической амплифи�
кации, направленных на повышение концент�
рации аналита, используются ферменты.

На рис. 1, а приведена схема петлевой изотер1
мической амплификации (LAMP). Данный метод
впервые был описан Notomi et al. в 2000 г. [6]. В
этом методе используются несколько прайме�
ров (чаще четыре, но иногда и шесть), компле�
ментарных разным участкам определяемой
ДНК, а также ДНК�полимеразы с высокой спо�
собностью к замещению цепей. LAMP прово�
дится при температуре 60 °С.

Данная реакция инициируется прямым
внутренним праймером, который на первом
этапе гибридизуется с комплементарным фраг�
ментом молекулы ДНК�аналита, расположен�
ным в районе 5′�конца, а затем достраивается
ДНК�полимеразой. На следующем этапе пря�
мой внешний праймер гибридизируется с
5′�концовым фрагментом аналита, после чего
также элонгируется полимеразой, при этом вы�
тесняя ранее синтезированную последователь�
ность. Затем обратный внутренний праймер
взаимодействует с комплементарным участком
вновь синтезированной последовательности,
расположенным вблизи 3′�конца. После достра�
ивания этого праймера с синтезированной по�
следовательностью ДНК гибридизуется обрат�
ный внешний праймер, который также фермен�
тативно достраивается, при этом вытесняя ра�
нее синтезированную последовательность. На
концах обеих синтезированных последователь�
ностей за счет комплементарных взаимодей�
ствий формируются петлеобразные структуры.
Таким образом, в результате проведения указан�
ных выше реакций синтезируются две структу�
ры с петлями на обоих концах. Получение таких
молекул инициирует последующие циклы амп�
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Рис. 1. Схемы изотермических методов амплификации нуклеиновых кислот с применением полимераз: а – петлевая изо�
термическая амплификация ДНК (LAMP); б – метод амплификации, основанный на последовательности нуклеиновых
кислот (NASBA); в – хеликаза�зависимая амплификация ДНК (HDA); г – экспоненциальная реакция амплификации
нуклеиновых кислот (EXPAR); д – метод амплификации с замещением цепи (SDA); е – рекомбиназная полимеразная
амплификация (РПА); ж – амплификация по принципу катящегося кольца (RCA)
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лификации с использованием тех же праймеров
[7].

Амплификация LAMP носит экспоненци�
альный характер и позволяет получить до 109 ко�
пий ДНК в течение 15–60 мин. Использование
нескольких праймеров обеспечивает высокую
специфичность копирования. При применении
обратной транскрипции LAMP позволяет также
амплифицировать молекулы РНК.

Продукты реакции, образующиеся в LAMP,
чаще всего регистрируются либо с помощью
электрофореза, либо по измерению мутности
среды, которая изменяется в результате образо�
вания пирофосфата магния [8]. Концентрация
образующегося в ходе LAMP пирофосфата мо�
жет также оцениваться с помощью флуоресцент�
ного красителя кальцеина (флуорексона) [9].
Для детекции образовавшейся ДНК использует�
ся интеркалирование различных красителей [10,
11]. Благодаря своей простоте, LAMP прекрасно
сочетается с микрофлюидными технологиями,
что позволяет автоматизировать метод с одно�
временным уменьшением времени анализа, а
также сократить расход реагентов [11].

LAMP широко используется как скрининго�
вый метод, т.к. он проводится при постоянной
температуре, а также является высокоэффек�
тивным и специфичным. В литературе описано
применение LAMP для выявления палочки Ко�
ха, герпеса, тяжелого острого респираторного
синдрома, сибирской язвы, а также вирусов
гриппа человека, птицы и др. [12, 13]. Метод,
разработанный для определения Leptospira с
применением LAMP, позволил детектировать
ДНК данного патогена в концентрации от 200
пг/мл. Специфичность, оценка которой прово�
дилась с использованием 172 бактериальных
штаммов, составила 100% [12].

С помощью LAMP диагностируются не
только бактериальные патогены и вирусы, но
также и заболевания, вызываемые простейши�
ми. Одним из таких патогенов является маля�
рийный плазмодий. В исследовании Poschl et al.
[14] в качестве метода сравнения был использо�
ван метод ПЦР, специфичность LAMP для
Plasmodium falciparum составила 100%. Все ПЦР�
отрицательные образцы для данного возбудите�
ля также были отрицательными при диагности�
ке с помощью LAMP. При диагностике
Plasmodium vivax методом LAMP обнаружены 22
из 23 ПЦР�положительных образцов. Все 82
ПЦР�отрицательных образца также были отри�
цательными в анализе с использованием LAMP.
Таким образом, для диагностики видов
Plasmodium применение метода LAMP так же
оправданно, как и ПЦР. К сожалению, при ис�
пользовании LAMP в некоторых случаях были

зарегистрированы ложноположительные резуль�
таты [15]. LAMP также был успешно применен
для выявления in situ Salmonella в пищевых про�
дуктах и stxA2 в Escherichia coli O157:H7 [15а, 15б].

Недавно при исследовании штаммов
Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei бы�
ло показано, что с помощью LAMP праймеры
выявляли ДНК не всех анализируемых штам�
мов, к генам�мишеням которых они были смо�
делированы, но были способны направлять
синтез фрагментов генов гетерологичных штам�
мов [16]. По мнению авторов, неудовлетвори�
тельные результаты, полученные при проведе�
нии LAMP, могут быть обусловлены наличием
GC�богатых областей в геноме исследованных
бактерий и формированием вторичных структур
при температуре проведения LAMP.

Следует отметить, что LAMP проявляет бо�
лее высокую специфичность относительно ПЦР
за счет использования как минимум шести
участков связывания праймера с анализируемой
последовательностью. Утверждается, что
чувствительность LAMP выше чувствительнос�
ти ПЦР на порядок. Более того, LAMP менее
чувствительна к ингибиторам, присутствующим
в биологических образцах [17]. Серьезным не�
достатком данного метода является высокий
риск контаминации, часто приводящий к полу�
чению ложноположительных результатов в от�
рицательных контролях [18].

Другим изотермическим методом амплифи�
кации нуклеиновых кислот, приводящим к по�
вышению концентрации аналита, является ме1
тод амплификации, основанный на последова1
тельности нуклеиновых кислот* (NASBA). В этом
методе, разработанном Дж. Комптоном в 1991 г.,
амплификация молекул РНК проводится при
участии трех ферментов, таких как обратная
транскриптаза вируса миелобластоза птиц,
РНКаза H и Т7 РНК�полимераза [19]. NASBA
включает в себя две стадии: ацикличную и цик�
личную (рис. 1, б).

На первой стадии денатурированная при
65 °С РНК взаимодействует со специфическим
праймером, содержащим промоторную после�
довательность Т7 РНК�полимеразы. В присут�
ствии обратной транскриптазы фермент синте�
зирует последовательность ДНК по одноцепо�
чечной РНК, формируя гибрид РНК/ДНК.
Данная реакция, как и все последующие, прово�
дится обычно при 41 оС. Полученный гибрид
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* Хотя, по мнению авторов, название данного метода явля�
ется чрезвычайно неинформативным, именно оно исполь�
зуется в научной англоязычной литературе. Более верно, с
нашей точки зрения, было бы назвать его методом изотер*
мической амплификации РНК, основанным на последова*
тельности нуклеиновых кислот.
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подвергается расщеплению РНКазой H, а обра�
зующаяся однонитевая ДНК реагирует со вторым
праймером, который достраивается с образова�
нием двухцепочечной ДНК. Далее при участии
Т7 РНК�полимеразы на матрице ДНК синтези�
руются РНК, комплементарные анализируемой
ДНК. Образующиеся молекулы РНК взаимодей�
ствуют со вторым праймером, в процессе достра�
ивания он образует гибрид РНК/ДНК, который,
в свою очередь, расщепляется РНКазой Н. На
этом этапе образующаяся одноцепочечная ДНК
реагирует с первым праймером, который удли�
няется в присутствии обратной транскриптазы,
а Т7 РНК�полимераза синтезирует копии исход�
ной РНК, благодаря чему происходит запуск
следующего цикла амплификации.

Преимуществом NASBA относительно ПЦР
с обратной транскрипцией является использо�
вание одной и той же реакционной среды для
реакции обратной транскрипции и последую�
щей реакции амплификации. Показано, что
NASBA обладает большей чувствительностью и
является менее затратным по времени, чем
ПЦР. Эффективность этого экспоненциального
метода составляет 109 копий аналита. Следует
отметить, что, несмотря на высокую эффектив�
ность экспоненциальных амплификационных
методов, для них характерна неспецифическая
амплификация, которая приводит к получению
ложноположительных результатов. 

Сразу после разработки NASBA был приме�
нен для диагностики ВИЧ�инфекции в сыво�
ротке крови пациентов [20]. В настоящее время
данный метод широко используется при выяв�
лении бактерий рода Salmonella, вирусов гепати�
та и папилломы, энтеровирусов человека.
NASBA был также применен для определения
мРНК и микроРНК [21, 22].

Обычно продукты NASBA регистрируются
методом электрофореза с использованием эти�
дия бромида. Также применяются микрофлюид�
ные системы и биочипы с использованием зон�
дов, меченных флуоресцентными красителями
или пероксидазой [11, 21]. С использованием в
качестве метки пероксидаза�подобного ДНКзи�
ма NASBA был применен для детекции и диф�
ференциации штаммов вируса чумы свиней
[23]. NASBA используется и в сочетании с мето�
дом планшетного олигонуклеотидного анализа.
Такой подход был успешно применен для опре�
деления реовируса белого амура [24]. Разрабо�
танный метод способен специфически детекти�
ровать 14 копий/мкл в течение 5 ч.

Следует отметить, что в случае применения
NASBA довольно часто регистрируются ложно�
положительные и ложноотрицательные резуль�
таты. В то же время NASBA менее чувствителен

к ингибиторам, присутствующим в биологичес�
ких образцах, чем ПЦР [25].

Хеликаза1зависимая амплификация (HDA)
является аналогом ПЦР, расплетение цепей
ДНК проводится не за счет повышения темпе�
ратуры, а под действием хеликазы (рис. 1, в)
[26]. В этом методе используются хеликаза,
ДНК�полимераза и белки, связывающие одно�
цепочечные ДНК. На первом этапе амплифика�
ционного цикла к обоим концам двухцепочеч�
ной ДНК присоединяются молекулы хеликазы,
что приводит к расплетению дуплекса. С высво�
божденной из дуплекса однонитевой ДНК, ста�
билизированной ДНК�связывающими белка�
ми, гибридизуются прямой и обратный прайме�
ры, после чего в присутствии ДНК�полимеразы
осуществляется их элонгация. Таким образом,
при завершении первого цикла HDA из одной
молекулы ДНК образуется две. В дальнейшем
этот процесс многократно повторяется, приводя
к увеличению концентрации исследуемого ана�
лита. Данный метод характеризуется экспонен�
циальной кинетикой амплификации, его эф�
фективность достигает 107 копий аналита [27].
Следует отметить, что HDA обычно проводится
при двух температурах: при 37 °С или в интерва�
ле между 60 и 65 °С. При пониженной темпера�
туре применяется репаративный белок MutL, в
то время как при более высоких температурах
использование данного белка не требуется. Сле�
дует отметить, что понижение температуры про�
ведения амплификации повышает концентра�
цию неспецифических продуктов амплифика�
ции, что, в свою очередь, может приводить к по�
явлению ложноположительных результатов
[28].

Важно отметить, что степень фоновой амп�
лификации в HDA выше, чем в ПЦР [29]. Для
минимизации взаимодействия праймеров меж�
ду собой описаны способы их модификации
[30]. Другой подход для минимизации фоновой
амплификации – использование таких соедине�
ний, как диметилсульфоксид, бетаин, сорбитол,
которые, к сожалению, также могут ингибиро�
вать и полимеразу. Для той же цели используют�
ся высокомолекулярные краудинг�агенты, та�
кие как, например, полиэтиленгликоль. Они
повышают эффективность полимеразы, одно�
временно уменьшая степень взаимодействия
праймеров между собой [28].

При сравнении методов HDA с флуоресцент�
ной детекцией и ПЦР�РВ было показано, что
при использовании ПЦР�РВ наблюдаются
меньшие значения предела обнаружения анали�
та, а полученные концентрационные зависи�
мости лучше линеаризуются. Так, при анализе
ДНК Mycobacterium tuberculosis методом HDA
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предел обнаружения составил 1 фМ, в то время
как для ПЦР�РВ – 100 аМ [28].

Описано применение метода HDA в клини�
ческом анализе для выявления различных бак�
териальных и вирусных инфекций, а также па�
тогенов в воде и пище. Обычно продукты HDA
регистрируются методом электрофореза с при�
менением этидия бромида. Кроме того, приме�
няются латеральные проточные методы, биочи�
пы и электрохимические биосенсоры. Так, в ра�
боте Tang et al. [31] метод HDA был использован
в сочетании с латеральным проточным методом
для определения Salmonella typhimurium в воде,
предел обнаружения составил 100 КОЕ/мл.

Метод HDA с электрохимической детекцией
сигнала был использован для количественного
определения бактерий рода Salmonella [32]. Мо�
лекулы захватывающей ДНК иммобилизовали
на поверхности электрода, а один из праймеров
модифицировали флуоресцеином. В качестве
детектирующей системы использовали конъю�
гат антител против флуоресцеина с пероксида�
зой хрена. Предел обнаружения составил 10 ко�
пий ДНК.

Данный метод был применен также для детек�
ции патогена Phytophthora kernoviae в листьях рас�
тений с использованием ДНК�чипов [33]. В этом
случае предел обнаружения составил 10 нг/мл.
Объединение HDA и планшетного олигофермент�
ного анализа позволило разработать колоримет�
рический метод для идентификации и количест�
венного определения Karlodinium veneficum и
Karlodinium armiger [34]. Предел обнаружения
данного метода составил 50 КОЕ/мл. Разрабо�
танный метод был применен для выявления
Karlodinium spp. в морской воде.

Кроме детекции патогенов HDA был успешно
использован при разработке метода анализа мик�
роРНК, перспективных онкомаркеров. Так, Ma
et al. [35] описали чувствительный флуоресцент�
ный метод определения микроРНК miR�21. Пре�
дел обнаружения этого метода составил 12,8 фМ,
линейный диапазон – от 100 фМ до 10 нМ.

В методе, получившем название экспоненци1
альная реакция амплификации нуклеиновых кис1
лот (EXPAR) [36], используется зонд, который
представляет собой две одинаковые последова�
тельности, комплементарные анализируемой
нуклеиновой кислоте и соединенные между со�
бой через сайт рестрикции никазы (рис. 1, г). В
процессе определения аналит гибридизуется с
одной из копий зонда с образованием дуплексов
двух типов. Один из дуплексов, в котором ана�
лит присоединен к 5′�концу зонда, не может
быть элонгирован полимеразой и достаточно
быстро диссоциирует при температуре проведе�
ния EXPAR (60 °С). В другом дуплексе аналит

присоединен к 3′�концу зонда, что позволяет
ДНК�полимеразе элонгировать анализируемую
последовательность. При образовании дуплекса
завершается формирование специфического
сайта расщепления никазы. Последующий фер�
ментативный гидролиз дуплекса никазой при�
водит к его диссоциации с появлением допол�
нительной копии аналита. В EXPAR широко ис�
пользуются никазы Nt.BbvCI, Nb.BbvCI, AlwI,
Nt.AlwI, Nb.BssSI, Nt.BsmAI и Nb.BtsI.

В следующем цикле повторно происходит
элонгация аналита ДНК�полимеразой и рас�
щепление синтезированной последовательнос�
ти никазой. В EXPAR используются такие ком�
мерчески доступные ферменты, как полимераза
phi 29, фрагмент Кленова, полимеразы Vent и
Bst, у которых отсутствует 3′–5′ экзонуклеазная
активность. Хотя оптимальным температурным
интервалом для проведения EXPAR является
55–60 °С, эта реакция может проводиться и при
37 °С. В последнем случае предпочтительно ис�
пользовать фрагмент Кленова [36]. Более высо�
кая температура амплификации повышает эф�
фективность и специфичность EXPAR.

Таким образом, EXPAR осуществляет экспо�
ненциальное накопление молекул аналита. Сле�
дует отметить, что данный метод амплификации
может использоваться исключительно для амп�
лификации коротких олигонуклеотидов и поз�
воляет достигать эффективности 108 копий ана�
лита [27].

В отличие от других методов амплификации,
в которых короткие праймеры используются в
высокой концентрации, в данном методе в вы�
сокой концентрации применяется зонд, по дли�
не превосходящий анализируемую последова�
тельность в 2 раза. В связи с этим возможна ди�
меризация зонда с последующим образованием
неспецифических продуктов амплификации.
Степень фоновой амплификации зависит от
строения используемых зондов. Так, наличие в
зонде фрагментов, обогащенных нуклеотидами
G и A, может усугублять фоновую амплифика�
цию в силу связывания полимераз с пуриновы�
ми основаниями. Отмечается, что фоновая амп�
лификация может быть также следствием фор�
мирования зондом структуры шпильки. На се�
годняшний день не разработан эффективный
способ подавления фоновой амплификации в
EXPAR [36].

Впервые использование EXPAR для детек�
ции ДНК�олигонуклеотидов было описано в
2003 г. [37]. Впоследствии EXPAR был применен
для повышения чувствительности флуоресцент�
ного метода количественного определения
фрагмента мРНК гена p53. Предел обнаружения
при его детекции в реальном времени составил
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10 фМ, рабочий диапазон – от 10 фМ до 10 нМ
[38]. В работе Li et al. [39] сочетание колоримет�
рического метода детекции с использованием
золотых наночастиц и EXPAR было применено
для анализа микроРНК. Достигнутый предел
обнаружения составил 46 фМ, линейный диапа�
зон – от 50 фМ до 10 нМ. Кроме того, EXPAR
был успешно применен для детекции метилиро�
вания ДНК и мутаций РНК.

EXPAR с использованием аптамеров был
применен для определения белковых молекул, а
именно тромбина, тромбоцитарного фактора
роста и муцина 1 [36, 40]. Этот метод также ис�
пользовался для определения катионов ртути,
предел обнаружения которых составил 100 пМ
[41].

Метод EXPAR позволяет повысить чувстви�
тельность методов определения некоторых фер�
ментов. Описаны методы определения актив�
ности теломеразы (в клетках HeLa) [42], метил�
трансферазы и урацил�ДНК�гликозидазы [36,
43].

Механизм метода амплификации с замещени1
ем цепи (SDA), впервые описанного в 1992 г., ос�
нован на циклической реакции, включающей в
себя стадии полимеризации, расщепления и за�
мещения [44]. Схема SDA представлена на
рис. 1, д. На первой стадии осуществляется тер�
мическая денатурация двухцепочечной ДНК
при 95 °С (остальные этапы SDA проводятся при
37 °С). Это позволяет праймерам сформировать
комплексы с каждой из дочерних цепей. Следу�
ет отметить, что фрагменты 5′�концов использу�
емых праймеров, не взаимодействующие с
ДНК�аналитом, содержат сайт расщепления
никазы. Фрагмент Кленова (без экзонуклеазной
активности) катализирует удлинение 3′�концов
последовательностей ДНК, приводя к образова�
нию дуплексов с активным сайтом расщепления
никазы. В результате ферментативного гидроли�
за никазой образуются новые 3′�концевые по�
следовательности, что инициирует реакцию по�
лимеризации с одновременным замещением до�
черней анализируемой цепи. Данный процесс
повторяется многократно. Таким образом, в хо�
де SDA происходит экспоненциальная аккуму�
ляция анализируемых последовательностей.
При использовании в рамках данного метода
одного праймера вместо двух происходит ли�
нейная амплификация. SDA позволяет дости�
гать эффективности, равной 107 копий аналита
[27].

Как и другие методы амплификации, SDA
применяется для детекции геномной ДНК. Ана�
лиз таких сложных образцов, содержащих бак�
терии и вирусы, как кровь человека, успешно
проводится с помощью SDA, что указывает на

перспективность его использования в медико�
биологических исследованиях.

За счет своей высокой специфичности дан�
ный метод амплификации был успешно приме�
нен для выявления однонуклеотидных полимор�
физмов. Так, в работе Shi et al. [45] описан хеми�
люминесцентный метод детекции точечных му�
таций. Использование в данном методе магнит�
ных частиц позволило значительно понизить ве�
личину предела обнаружения (0,1 фМ).

SDA может применяться для определения
высокомолекулярных РНК, состоящих из сотен
и даже тысяч нуклеотидов, таких как вирусная
РНК, мРНК и рРНК. Zhao et al. предложили
двухэтапные колориметрический и флуоресцент�
ный методы, в которых сначала проводится рас�
щепление РНК ДНКзимом, а затем амплифика�
ция с помощью SDA [46]. Этот метод был также
применен для количественного определения
микроРНК и раковых клеток [47, 48]. При де�
текции микроРНК предел обнаружения соста�
вил 16 фМ, линейный диапазон – от 16 фМ до
100 нМ. Предел обнаружения клеток Рамоса
был равен 45 клеток/мл, а линейный диапазон
данного метода – 45–1000 клеток/мл.

На основе SDA Ding et al. [49] разработали
чувствительный метод определения активности
теломеразы. Этот флуоресцентный метод с ис�
пользованием молекулярного маяка позволил
измерить активность теломеразы, содержащей�
ся в четырех клетках HeLa.

В последние годы для аналитических целей
активно применяются аптамеры. В связи с тем,
что аптамеры по своей химической природе яв�
ляются ДНК/РНК�олигонуклеотидами, такие
методы анализа пытаются комбинировать с ме�
тодами амплификации нуклеиновых кислот.
Описаны методы, основанные на взаимодей�
ствии аптамеров с тромбином и кокаином,
чувствительность данных методов была сущест�
венно повышена за счет применения SDA [50,
51]. Поскольку в настоящее время описано
большое число аптамеров к различным молеку�
лам, такой подход представляется достаточно
перспективным.

Рекомбиназная полимеразная амплификация
(RPA) – еще один изотермический метод ампли�
фикации нуклеиновых кислот [27, 52]. Начиная
с 2006 г., когда Найл Армес впервые описал RPA
[53], интерес к нему растет год от года. В этом
методе на первом этапе амплификационного
цикла происходит образование комплекса ре�
комбиназы с прямым и/или обратным прайме�
ром (рис. 1, е). В присутствии комплементарной
праймеру последовательности фермент распле�
тает дуплекс, что позволяет праймеру специфи�
чески вступать во взаимодействие с аналитом.
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Осуществлению этой реакции содействуют
ДНК�связывающие белки. В присутствии ДНК�
полимеразы со способностью к замещению це�
пи происходит разрушение рекомбиназного
комплекса, а полимераза связывается с двухце�
почечной ДНК и элонгирует праймер с 3′�кон�
ца. Вновь синтезированный дуплекс служит
матрицей для следующего цикла. При использо�
вании двух праймеров (прямого и обратного) по
окончании реакции образуются два полукон�
сервативных дуплекса. Таким образом, RPA ха�
рактеризуется экспоненциальным типом амп�
лификации. Следует отметить, что при исполь�
зовании одного праймера наблюдается линей�
ный тип амплификации.

RPA может проводиться при 22–45 °С, но
оптимальное значение температуры лежит в ин�
тервале 37–42 °С [52]. Для амплификации ис�
пользуются как одноцепочечные, так и двухце�
почечные ДНК, а также метилированные ДНК.
Как было продемонстрировано, RPA может
проводиться в присутствии ингибиторов ПЦР,
таких как гепарин, этанол и гемоглобин [53].
Это, в отличие от ПЦР, позволяет проводить
амплификацию непосредственно в биологичес�
ких образцах (таких как молоко, моча, кал,
плевральная жидкость) после предварительного
термического лизиса [54]. В то же время RPA
ингибируется такими детергентами, как SDS и
СТАВ.

RPA проводится как в гомогенной, так и в
гетерогенной средах. В случае гетерогенной
амплификации один или оба праймера иммоби�
лизуются на твердой поверхности. Несмотря на
высокую скорость гомогенной амплификации,
гетерогенный подход активно развивается, т.к. в
большинстве случаев он позволяет предотвра�
щать матричный эффект и развивать более
чувствительные методы анализа. Также отмеча�
ется, что применение RPA в гетерогенном фор�
мате позволяет уменьшить степень неспецифи�
ческой амплификации [55].

Хотя RPA – метод быстрый и чувствитель�
ный, высокое значение фонового сигнала часто
является проблемой при его использовании.
Для устранения этого негативного эффекта ис�
пользуется праймер, который содержит сайт
расщепления для специфической эндонуклеазы
E. coli IV (Nfo), которая распознает и расщепля�
ет этот участок в дуплексах [52]. Этот праймер
может быть использован на стадии удлинения
ДНК�полимеразой только после того, как он
был расщеплен эндонуклеазой с появлением
гидроксильной группы на 3′�конце. Праймер
может быть конъюгирован с флуорофором и ту�
шителем, так что реакция его расщепления соп�
ровождается усилением флуоресценции. Этап

расщепления с помощью эндонуклеазы в RPA
служит дополнительным этапом, позволяющим
уменьшить фоновый сигнал. Отмечается, что
RPA и ПЦР сопоставимы по эффективности.
Метод позиционируется как наиболее быстрый
среди прочих методов амплификации [54].

Описано использование RPA в сочетании с
различными методами детекции для определе�
ния различных патогенов. Так, в работе
Mayboroda et al. [55] данный метод был исполь�
зован для определения ДНК Y. pestis. При этом
прямой праймер был иммобилизован в лунках
планшета для иммуноферментного анализа, а
обратный праймер модифицирован биотином,
который впоследствии использовался для при�
соединения конъюгата пероксидазы со стрепта�
видином. С использованием колориметричес�
кого субстрата пероксидазы (3,3′,5,5′�тетраме�
тилбензидина) достигнут предел обнаружения
0,3 фМ. Линейный диапазон при этом составлял
от 10 фМ до 10 нМ.

Следует отметить, что метод RPA часто соче�
тается с электрохимическим методом детекции.
С помощью такого подхода Ng et al. [56] смогли
разработать амперометрический биосенсор,
позволяющий определять 1 КОЕ ДНК
Mycobacterium tuberculosis. В другом электрохи�
мическом методе в качестве медиатора исполь�
зовали комплекс рутения [Ru(NH3)6]

3+, который
был интеркалирован в двухцепочечную ДНК
[57]. Предел обнаружения аналита предложен�
ным методом составил 11 КОЕ/мл.

Альтернативными электрохимическому ме�
тоду детекции являются хемилюминесценция,
флуоресценция и поверхностное комбинацион�
ное рассеяние. Недавно с применением RPA
был сконструирован флуоресцентный сенсор в
виде браслета, который способен определять
специфическую ДНК вируса Зика в условиях
реального времени [58].

Достаточно распространенным амплифика�
ционным методом, направленным на повыше�
ние концентрации детектируемой последова�
тельности, является метод катящегося кольца
(RCA), разработанный в 1995 г. [59]. Как видно
на рис. 1, ж, в основе этого метода лежит ис�
пользование кольцевой ДНК. Кольцевая ДНК
(С�проба) формируется при взаимодействии
анализируемой последовательности с одноце�
почечным ДНК�зондом, содержащим на своих
концах последовательности, комплементарные
аналиту. При формировании такого комплекса
5′� и 3′�концы соединяются в кольцо. Замыка�
ние кольца происходит в результате лигирова�
ния сближенных концов С�пробы.

В дальнейшем кольцевая ДНК гибридизует�
ся с праймером, который в присутствии ДНК�
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полимеразы элонгируется, приводя к образова�
нию последовательности, состоящей из много�
численных участков, повторяющих ДНК�ана�
лит. 

В RCA наиболее часто используются ДНК�
полимеразы phi 29 и Bst. Обычно данная реак�
ция проводится при 30–37 °С [60]. Линейная
амплификация при постоянной температуре за�
нимает от нескольких часов до нескольких дней,
что приводит к синтезу многочисленных копий
аналита. Эффективность RCA оценивается в 103

копий аналита.
Недавно описана модификация RCA, в ко�

торой в реакционную смесь также добавляется
второй праймер, гибридизующийся c последо�
вательностью, элонгированной с использовани�
ем первого праймера. Введение второго прайме�
ра приводит к тому, что амплификация приоб�
ретает экспоненциальный характер [60].

Метод RCA широко используется при разра�
ботке методов определения бактериальных и
вирусных ДНК/РНК и микроРНК. Более того,
RCA является высокоспецифическим методом
за счет применения ДНК�лигазы, катализирую�
щей лигирование лишь в случае точной коорди�
нации 3′� и 5′�концевых последовательностей
[61, 62], в связи с чем данный метод позволяет
выявлять однонуклеотидные полиморфизмы
[63].

В работе Schopf et al. [64] описано примене�
ние RCA при определении геномной ДНК
Mycobacterium tuberculosis. На первом этапе ДНК
обрабатывали рестриктазами и денатурировали
при повышенной температуре. Далее произво�
дили иммобилизацию ее фрагментов за счет их
гибридизации с захватывающими олигонуклео�
тидами, ковалентно связанными с частицами
сефарозного геля. После проведения амплифи�
кации с помощью RCA в систему вносили комп�
лементарные анализируемым фрагментам ДНК
с флуоресцентными метками. Предел обнаруже�
ния описанного метода составил 4,3 фМ анали�
зируемой ДНК и 104 КОЕ/мл M. tuberculosis.
Продукты RCA определялись также за счет ин�
теркалирования в дуплекс ДНК красителя SYBR
Green. В случае определения микроРНК miR�
let�7a предел обнаружения составил 10 фМ, ли�
нейный диапазон – от 25 фМ до 1 пМ аналита
[65]. Кроме того, применение RCA позволило
визуализировать микроРНК семейства let�7 не�
посредственно в живых раковых клетках легких
A549 [66].

Регистрация процесса полимеризации RCA
возможна и по накоплению в реакционной сре�
де пирофосфата. В работе Mashimo et al. [67] с
помощью аденилил�трансферазы пирофосфат
трансформировали в АТФ, после чего определя�

ли концентрацию АТФ биолюминесцентным
методом с помощью люциферазы. Предел обна�
ружения модельного РНК�аналита, определен�
ный этим методом, составил 2 пМ, его линей�
ный диапазон – от 2 пМ до 1 нМ.

RCA использовался для повышения чувст�
вительности метода определения активности
метилтрансферазы [68]. Разработанный метод
позволил детектировать фермент с концентра�
цией 8,1 × 10−5 ед/мл. Линейный диапазон дан�
ного метода лежит в диапазоне от 4 × 10−4 до
1 × 10−2 ед/мл. Также RCA успешно был приме�
нен для детектирования метилирования ДНК
[69].

Следует отметить, что метод RCA может
быть направлен на повышение аналитического
сигнала как за счет повышения концентрации
аналита, так и увеличения количества детекти�
руемых меток.

Во всех методах амплификации, приводя�
щих к повышению аналитического сигнала за
счет повышения концентрации аналита, ис�
пользуются ДНК�полимеразы, уязвимые к
действию ингибиторов, присутствующих в ана�
лизируемых образцах. Часто это может приво�
дить к получению ложноотрицательных резуль�
татов. С другой стороны, фоновая амплифика�
ция, вызванная димеризацией используемых
праймеров/зондов, может быть причиной лож�
ноположительных результатов. Минимизиро�
вать указанные недостатки позволяет использо�
вание методов детекции, высокоспецифичных к
анализируемой последовательности.

Все вышеописанные методы амплификации
были основаны на применении специфических
последовательностей. Вместе с тем были разра�
ботаны и изотермические методы усиления с
использованием случайных праймеров. Такие
методы полногеномной амплификации (WGA)
применяются для увеличения количества ДНК,
необходимого для ее секвенирования.

Первый вариант WGA, получивший название
амплификации со множественным замещением це1
пи (MDA), был описан в 2001 г. [70]. Этот метод
основан на использовании случайных гексамер�
ных праймеров, взаимодействующих с кольце�
выми геномами, что проводит к формированию
многочисленных репликационных вилок. В
MDA используется ДНК�полимераза Phi 29, ко�
торая характеризуется повышенной процессив�
ностью и низкой частотой ошибок. Протекание
каскада реакций MDA приводит к экспоненци�
альному накоплению двухцепочечных ДНК и
104�кратному увеличению концентрации плаз�
мидной ДНК в течение нескольких часов.

В 2002 г. этот метод был адаптирован для
амплификации линейных геномов (рис. 2, а).
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С применением данного метода наличие 1–10
копий геномной ДНК человека позволяет полу�
чить ~20–30 мкг ДНК со средней длиной
~10 кб, которые могут быть использованы для
секвенирования и генотипирования.

Альтернативой WGA является полногеном1
ный метод амплификации с применением прайма1
зы (pWGA), который имитирует репликацию
ДНК бактериофага Т7 in vivo [71]. В присутствии
бифункционального белка T7 gp4, обладающего
активностями и хеликазы, и праймазы, геном�
ная ДНК расплетается, после чего синтезирует�
ся РНК�праймер, комплементарный одноцепо�
чечной ДНК (рис. 2, б). Синтез ДНК катализи�
руется Т7 ДНК�полимеразой, обладающей вы�
сокой процессивностью. Как правило, при ис�
пользовании pWGA в течение 1 ч при 37 °С обра�
зуется 1–10 нг геномной ДНК человека. Коль�
цевую ДНК также можно использовать в качест�
ве матрицы в pWGA. При введении в анализ все�
го лишь 100 копий коэффициент амплифика�
ции достигает 108. Следует отметить, что при

применении pWGA удается избежать тепловой
денатурации геномной ДНК, которая проводит�
ся в MDA.

МЕТОДЫ АМПЛИФИКАЦИИ,
ОСУЩЕСТВЛЯЮЩИЕ ПОВЫШЕНИЕ

АНАЛИТИЧЕСКОГО СИГНАЛА
БЕЗ УВЕЛИЧЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ

АНАЛИТА

Для изотермических амплификационных
методов, позволяющих повысить аналитичес�
кий сигнал без изменения концентрации анали�
та, характерна линейная кинетика амплифика�
ции. Некоторые из них проводятся с примене�
нием ферментов, другие – без их участия, что,
естественно, делает последние методы более де�
шевыми, а также лишает их недостатков, типич�
ных для ферментативных методов. Далее будут
рассмотрены и те, и другие методы, т.к. все они
имеют свои преимущества и недостатки и ис�
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Рис. 2. Полногеномный метод амплификации: а – амплификация с множественным замещением цепи (MDA); б – пол�
ногеномный метод амплификации с применением праймазы



БОДУЛЕВ, САХАРОВ

пользуются при разработке аналитических ме�
тодов.

Одним из изотермических амплификацион�
ных методов без изменения концентрации ана�
лита является метод экзонуклеаза III1зависимой
циклизации аналита (EASA) [7, 72]. Экзонуклеа�
за III – фермент семейства нуклеаз, катализиру�
ющий поэтапное удаление мононуклеотидов с
3′�гидроксилированных концов двухцепочеч�
ной ДНК путем гидролиза фосфодиэфирных
связей [73], т.е. экзонуклеаза III обладает неспе�
цифической 3′–5′ экзонуклеазной активностью.
Подходящими субстратами для проявления ак�
тивности такого фермента являются ДНК с ту�
пыми или утопленными 3′�концами. Следует
отметить, что субстраты с выступающими 3′�
концами при их удлинении на четыре или более
нуклеотидов ферментативному расщеплению
экзонуклеазой III не подвергаются.

В 2010 г. Plaxco et al. [74] впервые описали
принцип EASA (рис. 3). Суть данного амплифи�
кационного метода заключается в том, что ис�
следуемая нуклеиновая кислота гибридизуется с
ДНК�зондом с образованием двухцепочечной
структуры с тупым 3′�концом, что позволяет эк�
зонуклеазе III катализировать поэтапное удале�
ние мононуклеотидов с 3′�конца используемого
зонда. В результате ферментативного гидролиза
молекула аналита высвобождается и вступает во
взаимодействие с другой молекулой зонда, что
инициирует следующий цикл амплификации.
Таким образом, одна молекула аналита может
привести к образованию большого числа моле�
кул, образующихся при гидролизе зонда. Если
используемый зонд содержит в своей структуре
некую метку, то регистрируемый аналитический
сигнал будет амплифицирован. Амплификация
обычно проводится при 25 или 37 °С.

Позднее подобные амплификационные ме�
тоды были развиты с применением T7 экзонук�
леазы и λ�экзонуклеазы [75], которые, в отличие

от экзонуклеазы III, катализируют отщепление
мононуклеотидов не с 3′�конца, а с 5′�конца ис�
пользуемого зонда.

В пионерской работе по EASA данный метод
был применен для количественного определе�
ния модельного ДНК�олигонуклеотида [74]. В
этой работе был использован молекулярный ма�
як, который содержал флуоресцентный краси�
тель на 5′�конце и тушитель на одном из нукле�
отидов, расположенных во внутренней области
последовательности маяка. При этом за счет са�
могибридизации формировалась шпилька с
выступающим концом, устойчивым к гидролизу
экзонуклеазой III. Более того, закрытая струк�
тура шпильки удерживала флуорофор в непос�
редственной близости от тушителя, что приво�
дило к регистрации лишь слабого сигнала флуо�
ресценции. В присутствии ДНК�аналита шпи�
лечная структура маяка раскрывалась с образо�
ванием двухцепочечной структуры с тупым 3′�
концом, что позволяло экзонуклеазе III катали�
зировать удаление мононуклеотидов с этого
конца, что, в свою очередь, приводило к высво�
бождению флуорофора и повышению интен�
сивности флуоресценции. Одновременно с этим
освобожденный аналит взаимодействовал с дру�
гой молекулой молекулярного маяка, иници�
ируя следующий цикл EASA. Таким образом,
применение EASA позволило разработать прос�
той флуоресцентный метод обнаружения ДНК�
аналита.

Позднее было опубликовано большое число
работ [76–80], в которых EASA применен для
повышения чувствительности анализа нуклеи�
новых кислот, при этом на стадии детекции ис�
пользовалась не только флуоресценция, но и
электрохимия, колориметрия и хемилюминес�
ценция.

Используя в качестве индикаторной реакции
взаимодействие Hg2+ с тиминами, разработан
метод с применением EASA для количественно�
го определения ионов ртути, предел обнаруже�
ния которого составил 1 пМ Hg2+, а линейный
диапазон – от 10 пМ до 100 нМ [79]. Объедине�
ние в одном методе EASA и аптамеров позволи�
ло разработать методы для определения АТФ,
лизоцима и тромбина.

Следует особо отметить, что в некоторых ра�
ботах по определению нуклеиновых кислот пре�
дел обнаружения достигал фемто�, а в каких�то
случаях и аттомолярных значений. По�видимо�
му, к указанным для EASA столь низким значе�
ниям предела обнаружения следует относиться с
некоторой долей осторожности, т.к. уже в пио�
нерской работе [74] авторами было отмечено,
что экзонуклеаза III проявляет значительную
каталитическую активность по отношению к
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Рис. 3. Схема количественного анализа ДНК�олигонукле�
отида с помощью амплификационного метода экзонукле�
аза III�зависимой циклизации аналита (EASA)



ИЗОТЕРМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ АМПЛИФИКАЦИИ

одноцепочечным последовательностям ДНК,
что должно приводить к ферментативному гид�
ролизу анализируемой последовательности. На�
личие этой побочной активности отмечалось и
другими авторами [80, 81]. Более того, нами бы�

ло показано, что экзонуклеаза III способна гид�
ролизовать ДНК, имеющую структуру G�квад�
руплекса (неопубликованные данные). Другие
экзонуклеазы также катализируют указанные
побочные реакции. Отмеченный факт сущест�
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Рис. 4. Схемы методов изотермической амплификации нуклеиновых кислот с формированием Y�структур: а – метод, ос�
нованный на формировании и последующем ферментативном расщеплении Y�зонда; б – безферментный метод с приме�
нением Y�зонда

а

б
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венно ограничивает развитие метода амплифи�
кации с использованием таких экзонуклеаз.

EASA применяется также для повышения
чувствительности аналитических методов опре�
деления активности ряда ферментов, таких как
T4 полинуклеотидкиназа, метилтрансфераза,
теломераза [82–84], при этом используются как
экзонуклеаза III, так и λ�экзонуклеаза.

Одним из новых изотермических амплифи�
кационных методов является метод с формиро1
ванием Y1структур [7]. При формировании таких
структур используются два частично компле�
ментарных друг другу зонда (обычно 4–6 п.н.),
которые из�за ограниченной комплементарнос�
ти не связываются друг с другом. В то же время
в присутствии анализируемой последователь�
ности, которая частично комплементарна обо�
им зондам, формируются устойчивые Y�комп�
лексы (рис. 4, а). Более того, фрагмент таких
комплексов, образованных при взаимодействии
зондов между собою, содержит сайт расщепле�
ния рестриктазами. Введение в реакционную
среду рестриктазы, соответствующей последо�
вательности сайта расщепления, приводит к
ферментативному расщеплению дуплекса с по�
следующей диссоциацией Y�структуры и, соот�
ветственно, высвобождением анализируемой
последовательности, которая используется для
формирования нового Y�зонда. Образующийся
Y�зонд принимает участие в следующем цикле
амплификации, что в конечном счете приводит
к образованию многочисленных гидролизован�
ных фрагментов используемых зондов. Наличие
большого числа известных рестриктаз (~3500)
позволяет смоделировать и получить разнооб�
разные Y�зонды с различными сайтами расщеп�
ления. Sintim et al. показали, что архитектура
зондов оказывает существенное влияние на ско�
рость ферментативного гидролиза Y�зондов
рестриктазами, что необходимо учитывать при
моделировании структуры используемых зондов
[85]. Следует отметить, что некоторые авторы
вместо рестриктаз для гидролиза Y�зонда ус�
пешно использовали никазы [86]. Температура
проведения этого типа амплификации в различ�
ных работах варьируется в диапазоне 25–37 °С.

Как следует из схемы данного анализа
(рис. 4, а), метод амплификации с применением
Y�зондов может быть использован для опреде�
ления как ДНК, так и РНК, а также аналитов
другой химической природы (например, анти�
биотиков), при этом в качестве распознающих
соединений используются аптамеры [87].

С применением Y�зонда ранее был разрабо�
тан электрохимический метод определения 28�
членного ДНК�олигонуклеотида, являющегося
модельным аналитом [88]. В данном методе для

ферментативного расщепления Y�зонда исполь�
зовалась эндонуклеаза HaeIII. Для регистрации
процесса расщепления Y�зонда одна из его по�
следовательностей, иммобилизованная на поверх�
ности электрода, была конъюгирована с метиле�
новым синим. Данное вещество было простран�
ственно удалено от поверхности электрода и по
этой причине электрохимически не окислялось.
В результате гидролиза сайта рестрикции Y�зон�
да данное соединение обретало способность
мигрировать к поверхности электрода и там
окисляться, что приводило к повышению реги�
стрируемого значения тока, которое было про�
порционально концентрации аналита. Предел
обнаружения данного метода составил 14 пМ.

Описан также и латеральный проточный ме�
тод с колориметрической детекцией для опреде�
ления микроРНК miR�16 с применением Y�зон�
да [89]. В данном случае реакцию амплифика�
ции проводили в гомогенной среде. Y�Зонд об�
разовывался как результат взаимодействия мо�
лекулярного маяка, вспомогательного ДНК�
олигонуклеотида и miR�16. В присутствии эндо�
нуклеазы Nt.BbvCI молекулярный маяк в соста�
ве полученного Y�зонда расщеплялся на два
фрагмента. Это приводило к тому, что вспомога�
тельный олигонуклеотид и miR�16 реагировали
со следующей молекулой молекулярного маяка,
и процесс повторялся вновь. Концентрацию об�
разовавшихся фрагментов маяка определяли ла�
теральным методом. Предел обнаружения miR�16
составил 0,1 пМ, линейный диапазон – от 0,1 пМ
до 10 нМ.

Также был описан модифицированный ме�
тод амплификации с применением Y�зондов без
использования каких�либо ферментов [90]. На
первом этапе молекула аналита за счет компле�
ментарного взаимодействия образует комплекс
с двумя шпильками (рис. 4, б), одна из которых
содержит присоединенный дигоксин. Надо под�
черкнуть, что сами шпильки не способны гиб�
ридизоваться между собой в отсутствие аналита.
Затем, при добавлении меченной биотином
третьей шпильки, которая вытесняет из комп�
лекса молекулу аналита, формируется Y�зонд.
Высвободившийся аналит вновь формирует
комплекс со шпильками 1 и 2, инициируя нача�
ло следующего цикла амплификации, что в ре�
зультате позволяет без изменения концентра�
ции аналита получить Y�зонд, концентрация
которого значительно превышает концентра�
цию аналита. После проведения реакции амп�
лификации концентрацию образовавшегося Y�
зонда, содержащего в своей структуре дигоксин
и биотин, определяли электрохимически. Для
этого за счет взаимодействия дигоксина с его
антителами, сорбированными на поверхности
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электрода, проводили иммобилизацию Y�зонда,
а последовательное добавление конъюгата
стрептавидина с пероксидазой и 3,3′,5,5′�тетра�
метилбензидина позволило регистрировать ве�
личину тока, пропорциональную концентрации
Y�зонда. При использовании ДНК�олигонукле�
отида в качестве модельного аналита предел об�
наружения составил 10,9 аМ, линейный диапа�
зон – от 100 аМ до 1 мкМ.

Никазы применяются не только в методе
изотермической амплификации нуклеиновых
кислот с формированием Y�зонда, но также и в
методе, основанном на применении специфи�
ческих дуплексов [91]. Схема такого метода
представлена на рис. 5. Анализируемая последо�
вательность формирует специфический дуплекс
с ДНК�зондом, создавая одновременно сайт
рестрикции, распознаваемый одной из никаз.
На стадии синтеза в последовательность зонда
вводится некая метка, с помощью которой впо�
следствии проводится оценка выхода фермента�
тивного гидролиза зонда. В дальнейшем специ�
фическая никаза расщепляет последователь�
ность зонда, что приводит к диссоциации дуп�
лекса. Высвобожденная анализируемая молеку�
ла взаимодействует со следующей молекулой
зонда, и этот процесс повторяется многократно.
В результате одна молекула аналита позволяет
произвести большое число фрагментов исполь�
зуемого зонда, что, в свою очередь, приводит к
повышению регистрируемого сигнала. Темпера�
тура проведения амплификации должна быть
достаточно высокой для быстрой диссоциации
расщепленного зонда, но при этом она ограни�
чена термостабильностью используемой ника�
зы. При первом описании данного метода, в ко�
тором использовалась никаза Nt.AlwI, темпера�
турный оптимум составлял 58 °С [91].

В зависимости от типа вводимой в зонд мет�
ки возможно использование различных методов
регистрации сигнала. Так, в работе Lin et al. [92]
ДНК�зонд представлял из себя шпильку, при
этом одна из цепей стебля шпильки была апта�
мером гемина. После реакции зонда с анализи�
руемой последовательностью (19�членным оли�
гонуклеотидом гена p53) формировался дуплекс
с сайтом рестрикции никазы Nt.BstNBI. После
ферментативного гидролиза высвобождался ап�
тамер гемина, и после добавления в реакцион�
ную среду гемина происходило формирование
каталитически активного пероксидаза�подоб�
ного ДНКзима, активность которого определя�
лась при окислении 2,2′�азино�бис(3�этилбенз�
тиазолин�6�сульфоната) в присутствии перок�
сида водорода. Одновременно происходило
высвобождение аналита из дуплекса, что позво�
ляло ему вступать во взаимодействие со следую�

щей молекулой зонда. Для данного метода пре�
дел обнаружения фрагмента гена p53 составил
1 пМ, рабочий диапазон – 1–100 пМ.

Данный метод амплификации был применен
также в комбинации с электрохимическим мето�
дом детекции нуклеиновых кислот. Chen et al.
[93] описали приготовление ДНК�зонда�шпиль�
ки с ковалентно связанным ферроценом, кото�
рый был иммобилизован на поверхность золото�
го электрода. После ферментативного расщепле�
ния сайта рестрикции, образованного при его
взаимодействии с аналитом, фрагменты зонда,
модифицированные ферроценом, отдалялись от
поверхности электрода. Предел обнаружения мо�
дельного ДНК�аналита, измеренный с помощью
электрохимического биосенсора, составил
68 аМ, а линейный диапазон – от 0,1 до 100 фМ.

Недавно была опубликована работа, в кото�
рой метод амплификации с использованием ни�
казы Nt. Alwl применили в количественном ана�
лизе катионов ртути [94]. Используя образова�
ние комплекса тимин–Hg2+–тимин как индика�
торную реакцию, Vijayan et al. разработали метод
анализа с пределом обнаружения 0,14 нМ. Авто�
ры показали, что разработанный метод может
применяться для определения ртути в питьевой
воде. На основе амплификации с помощью ни�
казы также были успешно разработаны методы с
использованием аптамеров для определения ли�
зоцима, карциноэмбрионального и простатспе�
цифического антигенов, а также муцина�16 в
сыворотке крови человека [95].

В работах с применением данного типа амп�
лификации отмечается высокая специфичность
разрабатываемых методов анализа. Тем более
странно, что число публикаций с упоминанием
о применении данного метода амплификации
значительно меньше, чем в случае других изо�
термических амплификационных методов.

В 2009 г. был описан изотермический ампли1
фикационный метод с полимеризацией и замеще1
нием (ICSDP) [96]. Принцип метода представ�

Рис. 5. Схема метода с применением никазы, основанного
на формировании и последующем ферментативном рас�
щеплении ДНК�дуплекса



лен на рис. 6. Этот метод основан на примене�
нии ДНК�шпильки (зонда), короткого прайме�
ра и ДНК�полимеразы. Структура зонда вклю�
чает в себя некую метку, позволяющую оцени�
вать концентрацию данной молекулы. Посколь�
ку последовательность, расположенная на 5′�
конце и формирующая стебель зонда и часть его
петли, комплементарна анализируемой после�
довательности, это позволяет им специфически
взаимодействовать друг с другом с образовани�
ем дуплекса и раскрытием структуры шпильки.
Праймер, обычно представляющий собой по�
следовательность длиной в восемь нуклеотидов,
комплементарен 3′�концу стебля зонда. При от�
сутствии аналита праймер с зондом не взаимо�
действует, тогда как в присутствии молекулы
аналита после образования дуплекса праймер
связывается с освободившимся 3′�концом зонда.

Связывание праймера инициирует реакцию
его элонгации в присутствии ДНК�полимеразы
и дезоксинуклеозид�5′�трифосфатов. В процессе
удлинения праймера синтезируемая последова�
тельность вытесняет аналит, переводя его в не�
связанное состояние. Это, в свою очередь, поз�
воляет ему гибридизоваться с другой молекулой
зонда�шпильки, что запускает следующий цикл
полимеризации/вытеснения. Следовательно,
молекула аналита выступает в качестве триггера
реакции полимеризации. Параллельно с расхо�
дованием зонда происходит накопление дуплек�
са, состоящего из зонда и синтезированной по�
следовательности, концентрация которого мо�
жет быть измерена различными физико�хими�
ческими методами. Таким образом, изотерми�
ческий ICSDP, который проводится обычно при
37 °С, позволяет амплифицировать сигнал при
постоянной концентрации аналита.

Guo et al. [96] в качестве зонда использовали
молекулярный маяк, у которого на концах
шпильки находились флуоресцеин как флуорес�
центная метка и DABCYL как тушитель флуо�
ресценции. Реакция полимеризации катализи�

ровалась фрагментом Кленова. Для определе�
ния модельного 26�членного ДНК�олигонукле�
отида был развит флуоресцентный гомогенный
метод с ICSDP, предел обнаружения которого
составил 6,4 фM.

Аналогичный принцип был использован при
разработке метода определения микроРНК
miR�210 [97]. Предел обнаружения описанного
метода составил 50 пМ. Следует отметить, что
линейный диапазон определения микроРНК
для данного метода оказался достаточно узким
(от 330 пМ до 1,66 нМ). С помощью разработан�
ного метода был проведен анализ miR�210 в
трансфицированных клетках К562.

ICSDP был также использован при разработ�
ке гетерогенных методов определения нуклеи�
новых кислот. Так, Gao et al. [98] на поверхнос�
ти золотого электрода иммобилизовали шпиль�
ку, модифицированную ферроценом. В присут�
ствии аналита происходило ее раскрытие и выс�
вобождение комплементарного праймеру фраг�
мента, модифицированного метиленовым голу�
бым. После гибридизации праймера происходи�
ла его элонгация в присутствии ДНК�полимера�
зы со способностью к замещению цепи. Предел
обнаружения электрохимического биосенсора,
разработанного для определения модельного
ДНК�аналита (31 нуклеотид), составил 28 фМ.
Рабочий диапазон метода находился в диапазо�
не от 100 фМ до 10 нМ. Аналогичный подход
был применен для определения гена mecA в ме�
тициллин�резистентных штаммах Staphylococcus
aureus [99].

Следует отметить, что поскольку в ICSDP
используется ДНК�полимераза, данный метод
может быть чувствителен к компонентам, инги�
бирующим ДНК�полимеразу, что может приво�
дить к получению ложноотрицательных резуль�
татов. К тому же фоновая амплификация, выз�
ванная неспецифической гибридизацией, в
свою очередь, может приводить к ложнополо�
жительным результатам.

В отличие от описанных выше изотермичес�
ких методов амплификации нуклеиновых кис�
лот, в реакции цепной гибридизации (HCR) не ис�
пользуются какие�либо ферменты. Данный ме�
тод был разработан Дирксом и Пирсом в 2004 г.
[100]. В основе метода HCR лежит реакция об�
разования двухцепочечной ДНК в результате
взаимодействия двух шпилек, которая иници�
ируется ДНК/РНК�аналитом (рис. 7). Следует
отметить, что структура шпилек 1 и 2 выбирает�
ся таким образом, чтобы их комплементарные
взаимодействия между собою были кинетичес�
ки затруднены. В присутствии аналита образо�
вание дуплекса между шпилькой 1 и анализиру�
емой последовательностью приводит к высво�
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Рис. 6. Схема метода с использованием амплификации с
полимеризацией и замещением (ICSDP)
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бождению не вступающей в это взаимодействие
последовательности стебля шпильки 1, что, в
свою очередь, позволяет этому одноцепочечно�
му фрагменту вступить в реакцию со шпилькой
2. Последняя реакция приводит к образованию
дуплекса между используемыми шпильками и
одновременному высвобождению непрореаги�
ровавшей последовательности стебля шпильки
2, которая затем вступает в реакцию с другой
молекулой шпильки 1. Введение детектирую�
щих меток в структуру шпилек или интеркали�
рование красителей в структуру дуплекса позво�
ляет зарегистрировать образующуюся ДНК. Та�
ким образом, в результате проведения HCR
формируется двухцепочечная ДНК с разрывами
в каждой цепи, при этом длина молекулы опре�
деляется количеством шпилек в реакционном
растворе. Обычно амплификация проводится
при 25 или 37 °С.

Для усиления эффекта амплификации были
разработаны методы с использованием шпиль�
ки с двумя и большим количеством петель, что
позволяло получать разветвленную структуру
двуцепочечной ДНК [101]. С использованием
четырех шпилек и двух дополнительных одно�
цепочечных ДНК описана модификация метода
HCR, названная гиперразветленной HCR
(hyperbranched HCR). Кинетика амплификации
данной модификации экспоненциальная, а
продуктом амплификации является разветвлен�

ная двухцепочечная ДНК [102]. Таким образом,
в случае HCR аналит может инициировать фор�
мирование дуплексов ДНК с наличием разры�
вов в обеих цепях, и увеличение интенсивности
аналитического сигнала происходит из�за того,
что сформировавшаяся ДНК содержит в своей
структуре большое число введенных меток.

При использовании HCR в биоанализе часто
применяются шпильки (одна или две), содержа�
щие биотин. Так, в работе Yang et al. [103] иссле�
дуемая ДНК (модельный аналит) инициировала
проведение HCR с формированием дуплексной
цепочки, содержащей биотин, т.к. одна из ис�
ходных шпилек была модифицирована данным
соединением. За счет присутствия в дуплексе
биотиновых остатков он способен взаимодей�
ствовать со стрептавидином, сорбированным на
магнитных частицах. Поскольку не все биотины
дуплекса были задействованы в процессе иммо�
билизации на частицах, другая часть остатков
биотина была использована для взаимодействия
с конъюгатом авидина и глюкозооксидазы. В
присутствии глюкозооксидазы глюкоза окисля�
лась, что приводило к образованию пероксида
водорода. В его присутствии происходило трав�
ление поверхности наночастиц серебра, что ре�
гистрировалось методом поверхностного плаз�
монного резонанса. Предел обнаружения ана�
лита в этом случае составил 6 фМ, линейный
диапазон – от 10 фМ до 100 пМ.

Рис. 7. Схема безферментного изотермического метода амплификации с применением реакции цепной гибридизации (HCR)



HCR была применена при конструировании
электрохимического биосенсора, предназна�
ченного для определения микроРНК в лизате
клеток HUVEC, HK�2, HeLa и MCF�7 [104].
Достигнутый с помощью вольтамперометричес�
кой детекции предел обнаружения микроРНК
Hsa�miR�17�5p составил 2 аМ, линейный диапа�
зон – от 100 аМ до 100 пМ.

Более того, было показано, что HCR может
быть эффективна как метод для внутриклеточ�
ной визуализации РНК. Так, в работе Wu et al.
[105] описан флуоресцентный метод для оценки
экспрессии мРНК в пикомолярном интервале
концентраций. Следует также отметить, что ис�
пользование данного метода не требует приме�
нения реакции обратной транскрипции.

Помимо анализа нуклеиновых кислот, опи�
сано применение метода HCR в анализе ионов
ртути, АТФ, а также белков. Guo et al. [106] в ка�
честве модельных белковых биомаркеров ис�
пользовали α�фетопротеин и простат�специфи�
ческий антиген. В присутствии аналитов на по�
верхности электрода происходило формирова�
ние иммунных комплексов. Вторичные антите�
ла были ковалентно связаны с ДНК�олигонук�
леотидом, запускающим HCR. Предел обнару�
жения, полученный при вольтамперометричес�
кой детекции, для α�фетопротеина составил
0,25 пг/мл, для простат�специфического анти�
гена – 0,17 пг/мл.

С помощью HCR успешно проводилась
идентификация опухолевых клеток [107]. Мето�
ды данного направления основаны на специфи�
ческом взаимодействии аптамеров с маркерами,
расположенными на поверхности исследуемых
клеток.

Как и HCR, метод каталитической сборки
шпилек (CHA) не требует применения каких�ли�
бо ферментов. Как видно на рис. 8, в основе
CHA лежит использование двух олигонуклеоти�
дов�шпилек [108]. За счет комплементарности
первая шпилька может взаимодействовать с
аналитом, что приводит к образованию дуплек�

са. При этом домен шпильки 1, комплементар�
ный последовательности хвоста шпильки 2, ста�
новится доступен для такого взаимодействия.
Следует отметить, что структура используемых
шпилек�зондов моделируется с учетом того, что
они должны быть комплементарны друг другу,
но их взаимодействие между собой должно быть
кинетически затруднено.

Доступность освободившегося домена при�
водит к осуществлению его реакции со шпиль�
кой 2. Такая реакция сопровождается вытесне�
нием аналита из первичного дуплекса, что ини�
циирует начало следующего цикла амплифика�
ции. Таким образом, одна молекула аналита
способна инициировать образование большего
числа дуплексов. При использовании CHA
чрезвычайно важно уделять серьезное внимание
предотвращению взаимодействия шпилек меж�
ду собою в отсутствие аналита, т.к. протекание
такой реакции будет повышать фоновый сигнал
анализа и тем самым понижать его чувствитель�
ность. Таким образом, в отличие от HCR, кото�
рая, как и CHA, протекает без использования
какого�либо фермента, в случае CHA повыше�
ние интенсивности аналитического сигнала
происходит из�за того, что молекула аналита
многократно участвует в проведении индика�
торной реакции.

На сегодняшний день большая часть иссле�
дований с использованием CHA нацелена на
разработку методов анализа микроРНК, кото�
рые считаются перспективными биомаркерами
для диагностики онкологических заболеваний
[109]. Продукты CHA могут быть зарегистриро�
ваны различными физико�химическими мето�
дами. Так, в работе Zhang et al. [110] для детек�
ции микроРНК miR�21 с применением CHA ис�
пользовали электрофорез. Для данного метода
предел обнаружения микроРНК составил
10 пМ. Электрохимический метод анализа с
применением CHA использован в работе Shuai
et al. [111], в которой шпилька 1 была иммоби�
лизована на поверхности электрода, а шпилька 2
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Рис. 8. Схема безферментного изотермического метода амплификации с применением метода каталитической сборки
шпилек (CHA)
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была модифицирована биотином/конъюгатом
щелочной фосфатазы со стрептавидином. Пре�
дел детекции miR�21 составил 50 аМ, линейный
диапазон – от 0,1 фМ до 100 пМ.

Флуоресцентный гомогенный метод опреде�
ления микроРНК miR�let�7a с применением мо�
лекулярного маяка и CHA для амплификации
регистрируемого сигнала был описан в работе
Jiang et al. [112]. Данный метод позволил опре�
делить анализируемую микроРНК с концентра�
цией, равной 1 пМ. Линейный диапазон метода
находился в интервале от 1 пМ до 2 нМ.

Следует заметить, что некоторые авторы,
стремясь дополнительно повысить чувствитель�
ность аналитических методов, используют не
один метод, а комбинацию двух разных ампли�
фикационных методов. Данные комбинации по�
лучили название каскадных методов амплифи�
кации [24]. Так, в работах Dong et al. [113] и Xu et
al. [114] были объединены, соответственно, CHA
и RCA c методом амплификации с использова�
нием никазы. Сочетание RCA и EASA было ис�
пользовано для идентификации ДНК генетичес�
ки модифицированной сои MON89788. Предел
обнаружения этого метода составил 45 аМ [115].
Для повышения чувствительности анализа RCA
использовалось также его сопряжение с CHA
[116]. Однако предел обнаружения в этом случае
был достаточно высок (100 фМ).

Флуоресцентный биосенсор был разработан
для определения бисфенола А с использованием
сочетания метода с формированием Y�структур
и EASA [117]. Предел обнаружения бисфенола А
составил 5 фМ, линейный диапазон – от 10 фМ
до 10 нМ. Метод определения аденозина с при�
менением HCR и EASA был опубликован Sun et
al. [118]. В некоторых случаях применялся дру�
гой подход, когда один и тот же метод использо�
вался несколько раз для амплификации различ�
ных промежуточных соединений [119].

Таким образом, в данном обзоре представле�
ны данные по изотермическим методам ампли�
фикации нуклеиновых кислот, которые были
разработаны как альтернатива ПЦР. В настоя�
щее время эти методы активно и успешно при�
меняются в биоанализе для повышения детек�
тируемости и чувствительности количественно�
го определения анализируемых соединений –
как нуклеиновых кислот, так и веществ другой
химической природы (белков, ферментов, анти�
биотиков, наркотиков и т.д.), определение кото�
рых построено на применении ДНК/РНК�апта�
меров. Большинство методов с использованием
изотермической амплификации нуклеиновых
кислот обладают высокой чувствительностью.

Благодаря этому многие аналиты могут опреде�
ляться в фемто� и пикомолярных концентраци�
ях. Описаны также методы, позволяющие де�
тектировать исследуемые вещества в аттомоляр�
ных концентрациях. Такая чувствительность ме�
тодов позволяет детектировать практически все
значимые аналиты в реальных образцах.

В то же время существует достаточное коли�
чество вопросов, которые должны быть разре�
шены в будущем. В первую очередь это касается
ложноположительных и ложноотрицательных
сигналов, получаемых в некоторых случаях при
работе с реальными образцами. Другой важный
вопрос, ожидающий своего разрешения, заклю�
чается в том, что исследователи из различных
научных групп, используя идентичные методы
амплификации и детекции, разрабатывают ме�
тоды количественного определения аналитов с
пределами обнаружения, которые часто отлича�
ются между собой на несколько порядков. При�
чины таких расхождений должны быть обяза�
тельно выяснены в ближайшее время. Следует
отметить, что многие описанные методы с низ�
кими значениями предела обнаружения имеют
невысокую чувствительность, что не позволяет
их использовать для определения аналитов,
концентрация которых при патологии не силь�
но отличается от их концентрации в норме, на�
пример, микроРНК miR�21 [120]. Нужно также
заметить, что количество опубликованных ра�
бот по применению аналитических методов,
сопряженных с методами амплификации, для
количественного определения биомаркеров�
аналитов в реальных образцах невысоко, а боль�
шинство работ проводилось по их определению
лишь в буферных растворах. Все вышеперечис�
ленное указывает на необходимость продолже�
ния интенсивных научных исследований по
оценке применимости в биоанализе и усовер�
шенствованию изотермических методов ампли�
фикации, а также разработке на их основе высо�
кочувствительных и высокоселективных мето�
дов анализа с высокой точностью измерений,
которые так необходимы для практического
применения.
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In recent years, isothermal amplification methods of nucleic acids are intensely developed as an alternative of poly�
merase chain reaction (PCR). The advantage of these methods is that the amplification of nucleic acids is carried out
at a constant temperature, in contrast to PCR, which requires a cyclic change in temperature. In addition, isothermal
amplification of nucleic acids can be carried out directly in living cells. This review presents the principles of the
isothermal amplification methods and demonstrates their high efficiency in the construction of new highly sensitive
methods for the analysis of both nucleic acids and enzymes responsible for their modification. Moreover, data are pre�
sented on their successful application in bioanalysis of cells and biomolecules with the use of DNA/RNA aptamers.
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Тимохинон является одним из основных биологически активных компонентов эфирного масла, получаемо�
го из семян растения черного тмина (Nigella sativa). По современным данным, это вещество обладает широ�
ким спектром фармакологической активности, в том числе, и нейропротекторным действием, которое бы�
ло продемонстрировано при экспериментальном моделировании ишемии/реперфузии головного мозга, бо�
лезней Альцгеймера и Паркинсона, черепно�мозговой травмы. Нейропротекторное действие тимохинона
опосредуется ингибированием перекисного окисления липидов, снижением уровня провоспалительных
цитокинов, поддержанием мембранного потенциала митохондрий, а также предотвращением апоптоза за
счёт ингибирования каспаз 3, 8 и 9. Митохондриально�адресованные антиоксиданты, созданные на основе
тимохинона, способны накапливаться в митохондриях и проявлять нейропротекторные свойства в наномо�
лярных концентрациях. Имеющиеся в настоящее время данные показывают, что тимохинон является эф�
фективным средством для снижения негативных последствий острых и хронических форм церебральной
патологии. Поэтому необходимо более детальное исследование механизмов фармакологического действия
тимохинона и его химических производных. В данной работе описана возможность использования для те�
рапии целого ряда нейродегенеративных заболеваний как самого тимохинона, так и создаваемых на его ос�
нове препаратов направленного действия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тимохинон, ишемия, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, черепно�мозговая
травма, митохондриально�адресованные антиоксиданты, нейропротекция.
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ТИМОХИНОН КАК ПОТЕНЦИАЛЬНЫЙ НЕЙРОПРОТЕКТОР
ПРИ ОСТРЫХ И ХРОНИЧЕСКИХ ФОРМАХ

ЦЕРЕБРАЛЬНОЙ ПАТОЛОГИИ

Обзор

© 2020 Н.К. Исаев1,2*, Н.С. Четвериков2, Е.В. Стельмашук1,
Е.Е. Генрихс1, Л.Г. Хаспеков1*, С.Н. Иллариошкин1

Тимохинон (TQ; 2�изопропил�5�метил�1,4�
бензохинон, рис. 1) является фармакологически
активным хиноном растительного происхожде�
ния, который обнаружен в семенах чернушки
посевной или чёрного тмина (Nigella sativa,
Ranunculaceae), где его содержание составляет
от 30 до 48% [1], а также в ряде растений семей�
ства Яснотковые (Lamiaceae), в посконнике ко�
ноплёвом (Eupatoriim cannabium, Asteraceae) и
можжевельнике обыкновенном (Juniperus com)
munis, Cupressaceae) [2]. Чёрный тмин использо�
вали в медицинских целях с древних времён и
его применение приобретает все большую акту�
альность. В чистом виде TQ представляет собой
ярко�жёлтое кристаллическое соединение, ко�

торое впервые было синтезировано в 1910 г. пу�
тём окисления тимола (2�изопропил�5�метил�
фенола) перекисью водорода [3].

Согласно современным представлениям,
TQ и его производным свойственна высокая
фармакологическая активность, направленная
на терапию заболеваний различных органов и
систем. В экспериментальных работах послед�
него десятилетия in vitro и in vivo описаны про�
тивовоспалительные, антиоксидантные [4], ан�
тигипертензивные [5], антиастматические [6],
антидиабетические [7], противоопухолевые [8]
эффекты TQ. Об этом же свидетельствуют при�
веденные в недавних обзорных работах сведе�
ния о благоприятных терапевтических эффек�
тах соединений на основе TQ при раковых, ин�
фекционных, сердечно�сосудистых, желудоч�* Адресат для корреспонденции.
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но�кишечных, респираторных заболеваниях,
сахарном диабете, гиперлипидемии и других
патологических состояниях в клинике и при их
экспериментальном моделировании [9, 10]. Ав�
торы на основе анализа литературы указывают
на возможные молекулярные механизмы, опос�
редующие терапевтические эффекты тимохи�
нона при онкологических заболеваниях. В част�
ности, приводятся данные о том, что TQ влияет
на экспрессию регуляторов пролиферации
и/или активность клеточного цикла, вызывая
его торможение, повреждение ДНК и апоптоз
как зависимый, так и не зависимый от тран�
скрипционного фактора р53 и других проапоп�
тотических факторов, и препятствуя тем самым
неконтролируемому росту и репродукции рако�
вых клеток. Отмечается, что связанный с акти�
вацией апоптоза антираковый эффект TQ мо�
жет быть также обусловлен блокадой антиапоп�
тотических белков и регуляцией каспазного
каскада. Избирательно блокируя специфичес�
кий фактор роста эндотелия сосудов (VEGF),
TQ ингибирует тубулогенез (начальную стадию
ангиогенеза) и, как следствие, тормозит разрас�
тание в опухоли кровеносных сосудов, ограни�
чивая доступ к ней кислорода и питательных ве�
ществ и препятствуя ее росту и метастазирова�
нию. Противовоспалительные эффекты TQ мо�
гут быть связаны с его способностью ингибиро�
вать экспрессию медиаторов воспаления, таких
как COX�2, iNOS, 5�липоксигеназа, TNF�α и ак�
тивацию сигнальных путей транскрипционного
фактора NF�kB, Akt и ERK. Результаты ряда
экспериментальных исследований свидетель�

ствуют о том, что TQ обладает широким спект�
ром нейромодуляторных и нейропротекторных
свойств [11]. Так, показана его важная роль в
оптимизации процессов обучения и памяти [12,
13]. Обнаружен защитный эффект TQ при эпи�
лепсии [14], нейротоксичности этанола [15], а
также воздействии неблагоприятных факторов
внешней среды и различных токсинов. В част�
ности, TQ защищал ткань мозга крыс от пов�
реждения, вызванного пероральным введением
пищевых консервантов, препятствуя повыше�
нию в ней уровней малонового диальдегида
(MDA), TGF�β, с�реактивного белка, NF�κB,
TNF�α, IL�1β, каспазы�3, которое сопровожда�
лось снижением уровней глутатиона, цитохром
с�оксидазы, Nrf2 и IL�10 [16]. Эти данные поз�
волили авторам сделать заключение, что защит�
ный эффект TQ обусловлен, прежде всего, его
антиоксидантными свойствами. В других рабо�
тах при пероральном введении соединений
мышьяка TQ препятствовал снижению в ткани
коры, мозжечка и ствола мозга крыс активнос�
ти Na+�K+�ATФазы, уровней норадреналина,
допамина, ацетилхолинэстеразы, глутатиона,
глутатионпероксидазы, глутатионредуктазы,
супероксиддисмутазы и каталазы, также как и
повышению уровней малонового диальдегида,
нитритов и нитратов, фактора некроза опухоли
[17]. Кроме того, TQ ингибировал вызванную
токсичностью мышьяка гиперпродукцию ак�
тивных форм кислорода (АФК) в гиппокампе
крыс и восстанавливал сниженный мембран�
ный потенциал митохондрий, ингибируя инду�
цируемое АФК открывание митохондриальной
транзитной поры [18]. В культивируемых клет�
ках линии SHSY�5Y нейробластомы человека,
подвергнутых цитотоксическому действию
мышьяка, TQ препятствовал усилению генера�
ции АФК, снижал уровни проапоптотического
белка BAX, повышал содержание антиапопто�
тического белка Bcl2, нормализовал трансмем�
бранный потенциал [19]. С антиоксидантной
активностью связывают защитный эффект TQ
при нейротоксическом действии на кору голов�
ного мозга крыс акриламида, введенного внут�
рибрюшинно [20, 21]. В детальных нейрогисто�
логических и ультраструктурных исследованиях
показано нейропротекторное действие TQ,
опосредуемое его антиапоптотической актив�
ностью, при повреждении гиппокампа и фрон�
тальной коры головного мозга крыс, вызывае�
мом хронической ингаляцией толуола. Так, в
присутствии TQ иммунореактивность каспазы�
3 в цитоплазме нейронов, повышенная под влия�
нием толуола, снижалась. Кроме того, TQ пред�
отвращал вызванное толуолом увеличение чис�
ла TUNEL�позитивных нейронов [22, 23], то
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Рис. 1. Структурные формулы тимохинона (TQ), митохон�
дриально�адресованных антиоксидантов на основе TQ:
10�(6′�толукинонил)децилродамин 19 (SkQTR1), 10�(6′�то�
лукинонил)децилтрифенил фосфоний (SkQT1) и лишен�
ного TQ додецилтрифенил фосфония (C12TPP)
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есть предотвращал развитие программирован�
ной клеточной гибели.

Особый интерес для неврологической кли�
ники представляют нейропротекторные эффек�
ты TQ при моделировании ишемии головного
мозга, черепно�мозговой травмы (ЧМТ), болез�
ней Альцгеймера (БА) и Паркинсона (БП), а
также других форм острой и хронической цереб�
ральной патологии [24], в патогенезе которых
важную роль играют АФК. Следует отметить,
что в этом отношении эффективными и перс�
пективными соединениями, оказывающими в
наномолярных концентрациях защитный эф�
фект, являются созданные на основе TQ митохо�
ндриально�адресованные антиоксиданты, акку�
мулируемые митохондриями [25] (рис. 1).

Все выше сказанное определяет перспектив�
ность использования не только самого тимохи�
нона для терапии ряда заболеваний, но и его
применения в качестве основы для разработки
препаратов направленного действия.

НЕЙРОПРОТЕКТОРНЫЕ СВОЙСТВА TQ
ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ ЧЕРЕПНО4
МОЗГОВОЙ ТРАВМЫ И ИШЕМИИ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА

Черепно�мозговая травма вызывает комплекс�
ное повреждение головного мозга и является од�
ной из наиболее распространённых причин
смертности в мире. Считается, что от 64 до 79
млн человек ежегодно подвергаются ЧМТ [26].
Проявления последствий ЧМТ зависят от ее тя�
жести и могут быть незначительными, умерен�
ными или тяжелыми, варьируя от ультраструк�
турных повреждений до механического разру�
шения значительных участков головного мозга.
Результатом тяжелой травмы может стать
смерть, потеря сознания, утрата способности
адекватно реагировать на окружающую
действительность, тяжелые моторные, речевые
нарушения и психические дисфункции. ЧМТ
вызывает в головном мозге комплекс нейроде�
структивных биохимических процессов, вклю�
чая воспаление, увеличение продукции свобод�
ных радикалов, оксида азота, перекисного окис�
ления липидов, повышение уровня внутрикле�
точного кальция [27], что, в конечном счете,
приводит к неврологическим нарушениям.

Повышение продукции активных форм кис�
лорода митохондриями после ЧМТ является
важнейшим патогенетическим механизмом
нейродеструкции, приводящим к селективному
перекисному окислению митохондриального
кардиолипина [28]. АФК также активируют раз�
личные молекулярные сигнальные пути, свя�

занные с гибелью клеток [29]. Кроме того, ЧМТ
может вызывать развитие длительных нейро�де�
генеративных процессов, связанных с увеличе�
нием риска возникновения БА [30, 31]. Это, по�
видимому, обусловлено тем, что при серьезных
повреждениях головного мозга, как и при БА,
снижается концентрация белков GGA1 и
GGA3, ответственных за деградацию фермента
β�секретазы (BACE1) в лизосомах. В результате
происходит накопление BACE1, которая вместе
с гамма�секретазным комплексом расщепляет
белковый предшественник β�амилоидного бел�
ка, что приводит к накоплению самого β�амило�
ида (Aβ) [32]. Логично предположить, что такое
соединение как TQ, обладающее противовоспа�
лительными и антиоксидантными свойствами,
показанными при моделировании БА (см. ни�
же), может быть использовано и для лечения
нейродегенерации, вызванной ЧМТ.

Действительно, с использованием биохими�
ческих и гистологических методов нейропро�
текторные эффекты TQ были показаны на моде�
ли открытой односторонней ЧМТ крыс [33]. В
этих экспериментах через 7 дней после ЧМТ
плотность нейронов в контралатеральных об�
ластях гиппокампа (поля CA1, CA2�3 и CA4), по
сравнению с контрольной группой, значительно
снижалась, тогда как уровень маркера перекис�
ного окисления липидов, малонового диальде�
гида в ткани мозга повышался. В то же время TQ
в дозе 5 мг/кг, введенный после травматическо�
го воздействия, предотвращал снижение плот�
ности нейронов в гиппокампе, уменьшая при
этом содержание MDA. Таким образом, одним
из механизмов защитного действия TQ при
ЧМТ является уменьшение интенсивности
окислительного стресса в нейронах. Правда, в
настоящее время это единственная работа, де�
монстрирующая нейропротекторные свойства
TQ при ЧМТ. Наряду с этим, показан защитный
эффект TQ при моделировании травмы спинно�
го мозга у крыс [34].

Следует отметить, что одним из самых тяже�
лых последствий ЧМТ является нарушение це�
ребрального сосудистого русла, что ведет к ло�
кальной ишемизации отдельных структур го�
ловного мозга и вызывает временную дисфунк�
цию или необратимое повреждение нервных
клеток в зоне ЧМТ. TQ является эффективным
средством защиты различных органов от ише�
мического повреждения [35], к которому голов�
ной мозг наиболее чувствителен. Острые нару�
шения мозгового кровообращения (инсульты) –
вторая, после ишемической болезни сердца, на�
иболее частая причина смертности населения в
мире [36]. В Российской Федерации регистри�
руется 350–400 случаев инсульта в год на 100
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тыс. населения. По данным Научного центра
неврологии, двигательные нарушения после ин�
сульта к концу его острого периода наблюдают�
ся у 85% выживших пациентов, а к концу перво�
го года – у 70%, тогда как речевые нарушения
(афазия) соответственно у 36 и 18% [37]. Основ�
ными факторами, приводящими к гибели ней�
ронов при ишемии, являются гипоксия и гипо�
гликемия, а также связанные с ними окисли�
тельный стресс, ацидоз и глутаматная цитоток�
сичность [38].

TQ при моделировании ишемии, как и при
ЧМТ, проявлял выраженные нейропротектор�
ные свойства. При транзиторной ишемии пе�
реднего мозга крыс, индуцированной 10�минут�
ной двусторонней окклюзией обеих общих сон�
ных артерий с последующей реперфузией, TQ в
дозе 5 мг/кг вводили животным ежедневно в те�
чение 5 дней до ишемического воздействия, а
также во время реперфузии, вплоть до вывода
животных из эксперимента через 7 дней. Обна�
ружено, что TQ способствует выживаемости
нейронов в поле CA1 гиппокампа, а также сни�
жает уровень MDA и препятствует снижению
уровней глутатиона, каталазы и супероксиддис�
мутазы в ткани мозга [39]. Положительное
действие TQ было продемонстрировано и при
ишемии головного мозга крыс, вызванной 20�
минутной четырехсосудистой окклюзией сон�
ных артерий. TQ вводили животным непосред�
ственно до и в последующие 2 дня после ише�
мии в концентрации 10 мг/кг, что приводило к
достоверному снижению уровня MDA по срав�
нению с ишемической группой [40].

В одной из работ [1] в модели ишемии/ре�
перфузии у крыс в качестве прототипа нейроп�
ротекторного препарата была предложена со�
держащая TQ интраназальная мукоадгезивная
наноэмульсия, полученная способом ионного
гелеобразования, которая оказалась более эф�
фективной, чем препараты TQ, вводимые внут�
ривенно. В другой работе [41] при том же мето�
де моделирования ишемии исследованы ней�
ропротекторные свойства наночастиц, оптими�
зированных комплексом поли(лактид�ко�гли�
колид)+хитозан (PLGA+chitosan) и нагружен�
ных TQ (TQ�PLGA NPs). Интраназальное вве�
дение TQ�PLGA NPs крысам, подвергнутым ок�
клюзии средней мозговой артерии, препятство�
вало увеличению объема ишемического инфарк�
та у животных, улучшало их локомоторную ак�
тивность и повышало силу хватки лап. Биохи�
мический анализ выявил значительное сниже�
ние перекисного окисления липидов в ткани
мозга под влиянием TQ�PLGA NPs, сопутствую�
щее повышению уровня глутатиона, каталазы и
супероксиддисмутазы. Фармакокинетический

анализ показал, что включение TQ в состав
PLGA NPs облегчает его доставку к тканям моз�
га. Полученные данные позволяют считать TQ�
PLGA NPs перспективным прототипом созда�
ния средств лечения церебральной ишемии (и
других форм церебральной патологии), особен�
но эффективных при включении TQ в наноно�
сители [42, 43].

При моделировании спинальной ишемии
TQ также препятствовал повышению уровня
продуктов перекисного окисления липидов в
ткани спинного мозга, способствовал нормали�
зации содержания в ней антиоксидантных фер�
ментов (супероксиддисмутазы, глутатионперок�
сидазы, каталазы), и, кроме того, снижал актив�
ность провоспалительных цитокинов (TNF�α,
IL�1) и защищал мотонейроны от апоптоза [44].

НЕЙРОПРОТЕКТОРНЫЕ СВОЙСТВА
ТИМОХИНОНА ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ

БОЛЕЗНЕЙ АЛЬЦГЕЙМЕРА
И ПАРКИНСОНА

Болезнь Альцгеймера – нейродегенеративное
заболевание, распространённость которого с
каждым годом увеличивается. По ориентиро�
вочным оценкам, в настоящее время в мире от
БА страдают ~ 26 млн человек, причем уже к
2030 г. прогнозируется увеличение числа боль�
ных вдвое, а к 2050 г. – вчетверо [45]. Популяци�
онная частота БА неуклонно растет по мере уве�
личения возраста, что заставляет отнести ее к
заболеваниям, накладывающим на общество в
развитых странах тяжелейшую финансовую наг�
рузку [46]. Этиология болезни и механизмы па�
тогенеза изучены недостаточно. В настоящее
время предполагается, что основными триггера�
ми нейродегенеративных процессов при БА яв�
ляются бета�амилоидный пептид и гиперфос�
форилированный внутриклеточный белок тау,
накопление которых сопровождается дисбалан�
сом вне� и внутриклеточного содержания, и
распределения ионов цинка и меди, а, возмож�
но, и железа [47]. Известно, что Aβ в субмикро�
молярных концентрациях нарушает синапти�
ческую передачу в глутаматергических синап�
сах, в то время как в микромолярных вызывает
нейродегенерацию по апоптотическому типу
[48, 49]. Получены данные, указывающие на ми�
тохондриальную токсичность Aβ, связанную, в
частности, с усилением продукции АФК [50].

На клеточном уровне для БА характерна по�
теря нейронов и синаптических связей в коре го�
ловного мозга и определённых субкортикальных
областях, что сопровождается накоплением ами�
лоидных бляшек и нейрофибриллярных клуб�
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ков. У пациентов происходит постепенное ухуд�
шение церебральных функций (нарушаются
когнитивные способности, снижается память), и
в течение 3–9 лет наступает летальный исход. В
настоящий момент не существует лечения, спо�
собного прекратить развитие БА, а препараты,
применяемые для фармакотерапии (ингибиторы
холинэстеразы, мемантин), лишь сглаживают
симптомы и являются, по сути, паллиативной
мерой. В связи с этим актуальной задачей оста�
ется поиск веществ, способных влиять на пато�
генез БА, важную роль в котором, как указыва�
лось выше, играет окислительный стресс и в раз�
витие которого вовлечен Aβ. Показано, что при
БА вызванная Aβ гиперпродукция митохондрия�
ми АФК инициирует каскад процессов, которые
вызывают гибель нейронов [51]. Высокая анти�
оксидантная активность и антивоспалительные
свойства TQ создали предпосылки для его тести�
рования в качестве потенциального нейропро�
тектора при моделировании БА как in vitro, так и
in vivo. Авторы одного из недавних обзоров [52]
по результатам анализа литературы с использо�
ванием системы CAMARADES (Collaborative
Approach to Meta�Analysis and Review of Animal
Data from Experimental Studies) продемонстриро�
вали высокий терапевтический потенциал, кото�
рым обладает TQ благодаря его антиоксидант�
ным и противовоспалительным свойствам. В
частности, в экспериментах in vitro было показа�
но, что TQ способен снижать токсичность Aβ в
культуре линии недифференцированных клеток
феохромоцитомы (PC 12), ингибируя окисли�
тельный стресс и сохраняя нормальную работу
митохондрий путём поддержания физиологи�
ческих уровней матриксных металлопротеиназ и
АФК [53]. Кроме того, TQ защищал клетки ней�
робластомы человека (SH–SY5Y) от токсичнос�
ти Aβ путем воздействия на TNF�индуцирован�
ный сигнальный каскад, повышая при этом уро�
вень глутатиона и снижая продукцию оксида
азота [54]. Положительные результаты были по�
лучены и в экспериментах на первичных культу�
рах нейронов коры головного мозга и гиппокам�
па. Помимо поддержания мембранного потен�
циала митохондрий и снижения окислительного
стресса, TQ уменьшал альфа�синуклеин�инду�
цированное нарушение рециркуляции синапти�
ческих везикул [55, 56]. В культурах клеток�зерен
мозжечка TQ не только предотвращал апоптоз,
вызываемый Aβ за счёт ингибирования каспаз 3,
8 и 9, но и препятствовал агрегации Aβ, а также
способствовал сохранению нормальной морфо�
логии как отдельных клеток, так и нейронной
сети в целом [57, 58].

В настоящее время показано позитивное
действие TQ при моделировании механизмов

патогенеза БА на клетках человека, полученных
методами генной инженерии [59]. В экспери�
менте использовали холинергические нейроны
человека, дифференцированные из индуциро�
ванных плюрипотентных стволовых клеток
(ИПСК). По данным авторов этой работы, Aβ
1–42 вызывал апоптотическую гибель ИПСК,
которая эффективно предотвращалась TQ. Кро�
ме того, TQ блокировал снижение уровня глута�
тиона и повышение генерации АФК, вызванных
в нейронах обработкой Aβ. Интересно, что TQ
смог уменьшить также синаптические наруше�
ния, развивавшиеся в культурах при их инкуба�
ции с Aβ.

Несмотря на сильную гидрофобность, зат�
рудняющую применение TQ в экспериментах in
vivo, его защитные свойства были продемон�
стрированы при моделировании БА у животных.
Так, при индукции спорадической формы БА
путем интрацеребровентрикулярной инъекции
стрептозотоцина двухнедельное ежедневное
внутрижелудочное введение TQ улучшало па�
мять и когнитивные способности крыс [60]. В
настоящее время показана тесная взаимосвязь
нейровоспаления с нейродегенеративными про�
цессами при БА, причем на ряде моделей нейро�
дегенерации обнаружены противовоспалитель�
ные свойства TQ. В частности, он препятствовал
нарушениям способности крыс к обучению и
запоминанию при нейровоспалении, индуциро�
ванном липополисахаридом. Кроме того, эф�
фекты TQ сопровождались снижением уровней
провоспалительных цитокинов (TNF�α, IL�6) и
маркеров оксидативного повреждения (моноок�
сид азота, MDA) в гиппокампе [61]. В одной из
недавних работ использована модель БА, полу�
ченная в результате инъекции Aβ в гиппокамп
крыс, после которой в течение 4�х недель внут�
рибрюшинно вводили TQ в дозах 5 и 10 мг/кг
[62]. Выявлен положительный эффект TQ в по�
веденческом тесте пассивного избегания, а так�
же обнаружено снижение интенсивности фор�
мирования включений Aβ в поле СА1 и повы�
шение выживаемости пирамидных нейронов
гиппокампа.

Болезнь Паркинсона – еще одно неизлечи�
мое нейродегенеративное заболевание, для ко�
торого характерны патологические процессы в
экстрапирамидной моторной системе и прог�
рессирующая гибель дофаминергических ней�
ронов, прежде всего, в чёрной субстанции (sub)
stantia nigra). Ключевые роли в развитии этой
болезни играют агрегация α�синуклеина с обра�
зованием телец Леви, индукция нейровоспале�
ния и окислительный стресс [63, 64]. Характер�
ные для БП симптомы (тремор, гипокинезия,
мышечная ригидность, постуральная неустой�
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чивость) возникают при гибели 60–80% нейро�
нов черной субстанции [65]. В настоящее время
действие препаратов, используемых в терапии
БП, приводит лишь к облегчению симптомов. К
этой группе медикаментов относятся леводопа,
агонисты дофаминовых рецепторов и ингибито�
ры моноаминоксидазы�Б. Самыми распростра�
ненными моделями нейродегенеративных про�
цессов при БП in vivo являются введение живот�
ным 1�метил�4�фенилпиридиния (MPP+), 6�
гидроксидофамина или ротенона, а in vitro – об�
работка клеточных культур дофаминергических
нейронов этими соединениями, которые оказы�
вают нейродеструктивный эффект, опосредуе�
мый перекисным окислением липидов и пря�
мым ингибированием дыхательной цепи мито�
хондрий [66].

Используя подобную модель in vitro, было
показано, что TQ в концентрациях 0,01–10 мкМ
предотвращает (MPP+)�индуцированную ги�
бель мезенцефалических дофаминергических
нейронов, уменьшая высвобождение лактатде�
гидрогеназы и способствуя поддержанию мемб�
ранного потенциала митохондрий. В то же вре�
мя происходит активация процесса аутофагии,
что способствует снижению апоптотической ги�
бели клеток [67]. Аутофагия является естествен�
ным механизмом клетки, который устраняет не�
нужные или поврежденные органеллы и моле�
кулы. Этот процесс может индуцироваться
окислительным или токсическим стрессом. На�
рушение механизма аутофагии может привести
к развитию нейродегенеративных заболеваний.
Например, при БА в отростках нейронов наблю�
дается нарушение аутофагии. Следует отметить,
что в настоящее время данные о влиянии TQ на
аутофагию несколько противоречивы. В работе,
выполненной на клетках линий 786�O и ACHN
[68], показано индуцирующее аутофагию
действие TQ, тогда как на глиобластоме проде�
монстрировано ингибирование аутофагии под
влиянием TQ [69]. Однако в этих исследованиях
использовали довольно высокие (более 40 мкМ)
концентрации TQ, которые, по нашим данным,
могут быть токсичны и для нейронов [70], тогда
как нейропротекторное действие TQ проявляет�
ся в концентрациях 1 мкМ и ниже [57, 67],
именно тогда наиболее вероятно ожидать акти�
вации аутофагии при действии TQ.

Защитное действие TQ было продемонстри�
ровано и при моделировании болезни Паркин�
сона с помощью ротенона. В этой модельной
системе TQ (0,01–1 мкМ) предотвращал гибель
первичных дофаминергических нейронов [71].
Особенно интересные результаты были получе�
ны при исследовании эффектов TQ в условиях
α�синуклеин�индуцированной синаптической

токсичности в культурах нейронов гиппокампа
крыс и дифференцированных из ИПСК челове�
ка. Оказалось, что в обоих типах культур TQ в
концентрации 0,01 мкМ защищает культивируе�
мые нейроны от повреждений синапсов α�си�
нуклеином, повышает уровень синаптофизина
(индикатора синаптической плотности), препят�
ствует вызванному мутировавшим геном β�си�
нуклеина P123H ингибированию рециркуляции
синаптических пузырьков. Кроме того, исполь�
зуя метод культивирования клеток на мульти�
электродных матрицах, авторам удалось пока�
зать, что TQ способствует поддержанию нор�
мальной электрической активности нейронной
сети, которая была нарушена действием α�си�
нуклеина [56, 59].

В экспериментах in vivo TQ также обнаружил
эффекты, способные улучшить течение БП.
При моделировании БП на мышах с использо�
ванием 1�метил�4�фенил�1,2,3,6 тетрагидропи�
ридина (MPTP), который вызывает развитие
окислительного стресса и нейровоспаления в
головном мозге, показано, что TQ восстанавли�
вает активность антиоксидантных ферментов,
препятствует истощению глутатиона, ингибиру�
ет перекисное окисление липидов и снижает
уровень провоспалительных цитокинов [72]. В
ротенон�индуцированной модели БП TQ предо�
твращал моторные нарушения, а также измене�
ния содержания белков Parkin и Drp1, падение
уровня дофамина в дофаминергических облас�
тях черной субстанции и полосатом теле мозга
крыс [73]. Положительные данные о нейропро�
текторном действии TQ были получены и при
введении в стриатум 6�гидроксидофамина, при�
водящем к потере нейронов и нарушению пове�
дения животных [74].

Таким образом, можно заключить, что TQ
обладает высоким нейропротекторным потен�
циалом и может быть в перспективе использо�
ван для разработки прототипов терапевтических
средств, направленных на снижение риска фа�
тального развития БА и других дегенеративных
заболеваний центральной нервной системы.

МИТОХОНДРИАЛЬНО4АДРЕСОВАННЫЕ
АНТИОКСИДАНТЫ НА ОСНОВЕ

ТИМОХИНОНА

Как было показано выше, нейропротектор�
ное действие TQ обусловлено, прежде всего, его
антиоксидантными свойствами. В то же время
недостатком препарата является отсутствие
направленного действия и высокая гидрофоб�
ность. Известно, что митохондрии являются од�
ними из главных компартментов генерации сво�
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бодных радикалов в клетке и единственными
внутриклеточными органеллами, матрикс кото�
рых отрицательно заряжен. В связи с этим были
созданы митохондриально�адресованные анти�
оксиданты, способные электрофоретически
транспортироваться в митохондрии и накапли�
ваться в их матриксе [75]. Основой для создания
этих соединений явились результаты исследова�
ний, выполненных в 1960�х–начале 1970�х гг.
группой В.П. Скулачева и Е.А. Либермана и по�
казавших, что липофильные ионы с делокали�
зованным зарядом, экранированным объемис�
тыми заместителями, свободно проникают в
митохондрии и субмитохондриальные частицы
под действием электрического поля внутренней
митохондриальной мембраны [76].

Таким образом, SkQ благодаря своей липо�
фильности хорошо проникает через липидный
бислой, а наличие положительного заряда в мо�
лекуле этого вещества приводит к его движению
по электрическому потенциалу, накоплению и
удерживанию в митохондриях за счет наличия
отрицательного заряда в их матриксе. SkQ1 так
располагается в мембране митохондрий, что ос�
таток пластохинона находится точно около C9
или C13 кардиолипина, который наиболее под�
вержен действию активных форм кислорода. Та�
ким образом, он может быстро и эффективно
нейтрализовать пероксильный радикал кардио�
липина [77]. В качестве антиоксидантной части
молекулы в синтезированных митохондриаль�
но�адресованных антиоксидантах были исполь�
зованы производные пластохинона и TQ, а в ка�
честве транспортной – проникающий катион
тетрафенилфосфоний или родамин 19. TQ –
производное пластохинона с одним метильным
заместителем в ароматическом кольце. Наи�
большей антиоксидантной активностью в ряду
митохондриально�направленных антиоксидан�
тов обладают соединения с тимохиноном: 10�
(6′�толукинонил) децилродамин 19 (SkQTR1)
или смеси 10�(6′�толукинонил)� и 10�(5′�толу�
кинонил)децилтрифенил фосфония в пропор�
ции 1,4:1 (SkQT1) [25] (рис. 1). Антиоксидантная
активность осуществляется прямой нейтрализа�
цией АФК за счет окисления TQ. Установлено,
что тимохиноновый SkQ проявляет выражен�
ную антиоксидантную активность, снижая про�
дукцию перекиси водорода в митохондриях, а
также предотвращая прооксидантно�индуциро�
ванный окислительный стресс, фрагментацию
митохондрий и апоптоз, тем самым повышая
жизнеспособность клеток [78]. Однако следует
отметить, что нейропротекторное действие ми�
тохондриально�адресованных антиоксидантов
может осуществляться не только прямым, но и
косвенным способом, посредством выделения

нейропротекторов другими органами и инакти�
вированием апоптотических ферментов. Напри�
мер, через 24 ч после введения SkQR1 в голов�
ном мозге было обнаружено повышение уровня
эритропоэтина и фосфорилированной глико�
генсинтазы киназы�3b (GSK�3b) [79]. Особенно
переспективно то, что содержащие TQ митохон�
дриально�адресованные соединения показали
высокую нейропротекторную активность на
различных моделях церебральной патологии, та�
ких как ишемия, ЧМТ, БА [80–83].

При моделировании фокальной открытой
односторонней ЧМТ зоны сенсомоторной коры
крысы установлено, что внутрибрюшинные
инъекции наномолярных концентраций SkQT1
или SkQTR1 значительно снижают неврологи�
ческий дефицит, вызванный травмой. Кроме то�
го, однократное внутрибрюшинное введение
SkQT1 крысам предотвращало вызываемое Aβ
ингибирование длительной потенциации в сре�
зах гиппокампа этих животных [80]. В настоящее
время считается, что длительная потенциация
синаптической передачи в гиппокампе является
моделью синаптических изменений, лежащих в
основе формирования обучения и памяти. Ана�
лог SkQT1 без антиоксидантной части молеку�
лы, C12TPP, был неэффективен в таких экспери�
ментах [80]. Механизм вызываемого Aβ ингиби�
рования длительной потенциации в срезах гип�
покампа может быть связан с гиперпродукцией
митохондриальных АФК, индуцируемой Aβ [84].
Митохондриально�адресованные антиоксидан�
ты, содержащие TQ, оказывали нейропротектор�
ный эффект и при моделировании у крыс цереб�
ральной ишемии, полученной путем окклюзии
средней мозговой артерии. Показано, что при
введении животным SkQT1 или SkQTR1 сразу
после реперфузии снижается неврологический
дефицит и отек головного мозга [81].

Таким образом, митохондриально�адресо�
ванные антиоксиданты, созданные на основе
TQ, являются новой формой нейропротекторов,
действие которых направлено на определенные
органеллы клетки, а их защитный эффект, пока�
занный на различных моделях нейродегенера�
ции, подтверждает участие митохондриальных
АФК в механизмах патологических процессов
при ЧМТ, ишемии головного мозга, БА и БП.

Многомерные каскады повреждения нейро�
нов при нейродегенеративных процессах пред�
лагают много потенциальных целей для тера�
певтических вмешательств, что подразумевает
множество точек, на которые могут воздейство�
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(рис. 2). Это заключение подтверждают предс�
тавленные в настоящее время данные, что ней�
ропротекторное действие тимохинона опосредо�
вано его способностью предотвращать развитие
окислительного стресса, а также поддерживать
мембранный потенциал митохондрий, активи�
ровать процесс аутофагии, понижать уровень
провоспалительных цитокинов и в итоге предуп�
реждать апоптотическую гибель клеток.

Вместе с тем, следует признать, что работы,
направленные на исследование защитного по�
тенциала как тимохинона, так и модификаций
его молекулы, в настоящее время пока немно�
гочисленны. Тем не менее, результаты этих ис�
следований показывают, что тимохинон явля�
ется эффективным и перспективным нейро�
протекторным средством при повреждениях,
вызванных травмой и ишемией, а также при
патологических процессах, характерных для
болезни Альцгеймера и болезни Паркинсона. В
дальнейшем необходимо не только более де�
тальное исследование механизмов защитного
действия тимохинона и его химических произ�
водных, но и оценка стабильности оказанного
терапевтического эффекта, так как нейродеге�
неративные процессы в головном мозге чело�
века могут развиваться довольно длительное
время.
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Рис. 2. Потенциальные цели в многомерных каскадах пов�
реждения нейронов при нейродегенеративных процессах
для терапевтического вмешательства тимохинона.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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Thymoquinone (TQ) is one of the main biologically active components of the essential oil derived from the black
cumin plant (Nigella sativa) seeds. According to modern data, TQ has a wide range of pharmacological activity,
including neuroprotective action, which was demonstrated in experimental modeling of brain ischemia/reperfusion,
Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, traumatic brain injury. Neuroprotective effect of TQ is mediated by the inhibi�
tion of lipid peroxidation, reduction of proinflammatory cytokines’ level, maintenance of membrane potential of
mitochondria, as well as prevention of apoptosis by inhibiting caspases 3, 8, and 9. Mitochondria�targeted antioxi�
dants, derived on the basis of TQ, can accumulate in mitochondria and exhibit neuroprotective properties in nanomo�
lar concentrations. Currently available data show that TQ effectively reduces negative effects of acute and chronic
forms of cerebral pathology. Therefore, a more detailed study of the mechanisms of pharmacological action of thy�
moquinone and its chemical derivatives is necessary. Here, we have identified and formulated the prospects of using
TQ itself and TQ�based compounds for therapy of a number of neurodegenerative diseases.

Keywords: thymoquinone, brain ischemia, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, traumatic brain injury, mito�
chondria�targeted antioxidants, neuroprotection
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Экзосомы, секретируемые экстраклеточные везикулы, формирующиеся в системе внутриклеточного вези�
кулярного транспорта, играют важнейшую роль в дистанционной межклеточной коммуникации. Экзосомы
переносят активные формы биомолекул различных классов, причем молекулярный состав их содержимого
является результатом направленного отбора и зависит от типа клеток�продуцентов. Механизмы, лежащие в
основе формирования экзосом и селекции переносимых биомолекул (экзосомального карго), до сих пор ос�
таются не до конца понятными. Предполагается, что существует несколько путей биогенеза экзосом, хотя
вопросы о независимости этих путей и их одновременном сосуществовании в клетке остаются открытыми.
Наименее изученным является недавно обнаруженный механизм формирования экзосом, связанный с ли�
пидными рафтами или мембранными липидными микродоменами. В данном обзоре приведены современ�
ные представления и основные гипотезы о механизмах биогенеза и секреции экзосом и обобщены имею�
щиеся в настоящее время данные об участии липидных рафтов и составляющих их молекул в этом процес�
се. Отдельное внимание уделено анализу возможной роли в формировании экзосом рафт�образующих бел�
ков семейства SPFH, компонентов плоских рафтов, а также кавеолина, основного компонента кавеол.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: экзосомы, липидные рафты, SPFH�белки, кавеолин.
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Экзосомы относятся к гетерогенной группе
экстраклеточных везикул (ЭКВ). Несмотря на
то, что открытием экзосом считают работу
Johnstone et al. 1987 г. [1], термин «экзосомы»
впервые был введен в 1981 г. для обозначения
отпочковывающихся мембранных структур с 5′�
нуклеазной активностью [2]. Эти структуры,
включая крупные везикулы размером до 1000 нм,
впоследствии получившие название микровези�
кулы (также известные как микрочастицы, эк�
тосомы или отщепляющиеся везикулы), и мел�
кие до 150 нм (соответствующие экзосомам) бы�
ли обнаружены в экспериментах in vitro на клет�
ках глиомы и нейробластомы. В более поздних
работах на культивируемых ретикулоцитах был
открыт механизм секреции экзосом при слия�
нии поздних мультивезикулярных эндосом с
плазматической мембраной (ПМ) [3]. И нако�
нец, в 1987 г. было показано высвобождение ре�
цептора трансферрина в составе везикул диффе�
ренцирующихся ретикулоцитов [1], и термин
«экзосомы» стал использоваться в противопо�
ложность эндосомам, – везикулам, формирую�
щимся в процессе различных форм эндоцитоза.

Основным отличием экзосом от других типов
ЭКВ (микровезикулы, апоптотические тельца,
псевдоретровирусные частицы и др.) является
их биогенез – они не являются результатом пря�
мого отпочкования везикул от ПМ родительс�
ких клеток, но формируются в системе внутри�
клеточного везикулярного транспорта и высво�
бождаются во внеклеточную среду при слиянии
мультивезикулярных эндосом (МВЭ) с ПМ.

Экзосомы представляют собой сферические
тельца, окруженные билипидной мембраной,
что делает эти структуры крайне стабильными и
позволяет сохранить активность переносимых в
их составе биоактивных молекул, таких как бел�
ки, липиды, нуклеиновые кислоты, в том числе,
различные виды РНК, а также генетический ма�
териал вирусов [4]. На своей поверхности они
несут рецепторы, молекулы адгезии, интегри�
ны, тетраспанины и другие трансмембранные и
поверхностные белки (рис. 1), которые помога�
ют им адсорбироваться на клетках�реципиентах
и/или взаимодействовать с ними. Некоторые
тетраспанины, такие как СD9, CD63, CD81,
принято считать маркерами экзосом, хотя воп�
рос их строгой специфичности для данного типа
ЭКВ остается открытым.* Адресат для корреспонденции.
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Результатом прикрепления экзосом к поверх�
ности клетки является передача молекул их со�
держимого во внутриклеточное пространство
клетки�мишени (при слиянии мембран либо с
помощью эндоцитоза) или передача сигналов
по принципу лиганд�рецепторного взаимодей�
ствия с последующим изменением внутрикле�
точных сигналов. Экзосомы найдены почти во
всех жидкостях человека, в том числе в плазме и
сыворотке крови, слюне, моче, сперме, грудном
молоке, спинномозговой, амниотической и
слезной жидкостях.

Биогенез экзосом и отбор экзосомального со-
держимого. Биогенез экзосом происходит в сис�
теме внутриклеточного везикулярного транс�
порта. Формируемые в процессе эндоцитоза ин�
вагинации на ПМ образуют первичные везику�
лы, которые при слиянии друг с другом образу�
ют т.н. ранние эндосомы. Ранние эндосомы яв�
ляются нестабильными и морфологически не�
однородными структурами: в процессе т.н. со�
зревания и движения от периферии клетки к яд�
ру в их составе формируются вытянутые тубу�
лярные участки и участки с внутренними инва�
гинациями мембраны. В ранних эндосомах про�
исходит диссоциация комплексов рецептор�ли�
ганд, захваченных в процессе эндоцитоза, и
первичная сортировка их содержимого, или

карго. Часть молекул в составе тубулярных от�
ростков возвращается к поверхности клетки
(т.н. быстрая или прямая рециклизация). Для
более «детальной» сортировки и возвращения
молекул на отдельные участки ПМ существует и
более продолжительная рециклизация, опосре�
дуемая эндосомальным рециклизационным
компартментом. Параллельно с рециклизацией
в процессе созревания эндосом происходят
многочисленные инвагинации их мембраны и
отпочковывание внутрь интралюминальных ве�
зикул (ИЛВ) – предшественников экзосом [5].
Таким образом, внутреннее содержимое экзо�
сом имеет цитоплазматическое происхождение.
По мере продвижения от ПМ к центру клетки
ранние эндосомы превращаются в поздние
мультивезикулярные эндосомы или мультиве�
зикулярные тельца. При этом происходят изме�
нения липидного и белкового состава, сниже�
ние pH и накопление ИЛВ [6]. Зрелые МВЭ мо�
гут сливаться либо с лизосомами, что приводит
к деградации карго, либо с ПМ, что приводит к
высвобождению экзосом во внеклеточное
пространство. До сих пор нет единого мнения о
том, чем определяется судьба МВЭ. Есть гипо�
теза, согласно которой в клетках присутствуют
одновременно разные субпопуляции МВЭ, раз�
личающиеся по липидному и белковому соста�
ву [7].

Процесс образования экзосом неразрывно
связан с процессом отбора их содержимого. Раз�
личают два основных типа такого отбора (сорти�
ровки биомолекул) и, соответственно, два меха�
низма формирования ИЛВ в зависимости от на�
личия или отсутствия специальных ESCRT�
комплексов, включающих в себя более 20 бел�
ков, относящихся к четырем классам ESCRT
(Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport) — ESCRT �0, �I, �II и �III. ESCRT�за�
висимый тип формирования ИЛВ изучен доста�
точно подробно. Так, было установлено, что ге�
теродимер ESCRT�0 узнает убиквитинирован�
ные белки и привлекает их к ПМ, формируя тем
самым сортировочные микродомены (sorting
microdomains) и отвечая за отбор содержимого
будущей экзосомы. Помимо этого он рекрути�
рует комплексы ESCRT�I и �II, которые также
могут связывать карго (например, ESCRT�II
привлекает различные РНК), но преимущест�
венно они индуцируют инвагинацию участка
мембраны с выбранным «грузом». Кроме того,
они привлекают белок Alix, который, в свою
очередь, рекрутирует комплекс ESCRT�III, в
состав которого входят белки, отвечающие за
финальные этапы формирования ИЛВ – отде�
ление сформировавшегося пузырька и диссоци�
ацию комплекса от мембраны [5].

Рис. 1. Схема структурной организации экзосом. К биомо�
лекулам, передаваемым в составе карго, относят белки
(мутантные и активированные формы сигнальных бел�
ков), липиды, мРНК, тРНК и их фрагменты, рРНК, длин�
ные некодирующие РНК, микроРНК и другие малые не�
кодирующие РНК (piRNA, snRNA, snoRNA, scaRNA,
Y RNA, siRNA и др.).
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в элек�
тронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/



Позднее был показан механизм, который
может быть не связан с убиквитинированием и
считается ESCRT�независимым, хотя и требует
участия белка Alix и, предположительно, комп�
лекса ESCRT�III. Этот путь связан с трансмемб�
ранными белками синдеканами и синтенином.
Данные белки участвуют в связывании большо�
го количества лигандов, включая различные хе�
мокины, факторы роста, а также молекулы адге�
зии, интегрины и др. Карго�зависимая олигоме�
ризация синдекана и его связывание с молеку�
лами синтенина приводят, в частности, к рекру�
тированию тетраспанина CD63 и белка Alix и, в
конечном счете, к формированию ИЛВ [8–10].

Наконец, целый ряд данных, накопившихся
за последнее время, указывает на существование
третьего механизма биогенеза ИЛВ, отличного
от ESCRT� и синдекан/синтенин�зависимых
путей и связанного с липидными микродомена�
ми на мембранах [5, 10, 11]. Этот тип сортиров�
ки карго и формирования ИЛВ изучен менее
подробно и связан с изменением липидного
состава эндосомальной мембраны, при котором
липиды кластеризуются в специфические суб�
домены (рафты), обусловливающие инвагина�
цию мембраны и формирование везикул
(рис. 2). Эти высокодинамичные и очень гете�
рогенные структуры (подробнее далее) могут, с

одной стороны, служить сборочными платфор�
мами для белковых комплексов и рекрутинга
белков, с другой — вызывать инвагинацию и от�
почковывание мембран с помощью процесса,
инициируемого церамидом [12, 13]. Механизм
отбора экзосомального содержимого в этом слу�
чае остается малоизученным; предполагается,
что в нем могут играть роли тетраспанины [14] и
флотиллины [15]. Описываемый путь секреции
экзосом не зависит от подавления продукции
компонентов ESCRT�белков Hrs, Alix или
Tsg101 [12], что подтверждает независимость
данного процесса от ESCRT�ассоциированного
пути формирования ИЛВ.

Как уже было сказано, МВЭ могут сливаться
либо с лизосомами, либо с ПМ. Существует ги�
потеза, согласно которой содержимое ИЛВ при
первом варианте отбирается по ESCRT�зависи�
мому пути и ведет к деградации содержимого
МВЭ, в то время как второй путь (выход клеточ�
ного содержимого в виде экзосом в межклеточ�
ное пространство) представляется рафт� и цера�
мид�зависимым [5]. В то же время есть данные,
свидетельствующие о том, что, как минимум,
некоторые компоненты ESCRT комплексов, та�
кие как Alix и Tsg101, участвуют в продукции и
тех ИЛВ, которые впоследствии секретируются
в качестве экзосом [10].
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Рис. 2. Гипотетическая схема рафт�зависимого пути формирования ИЛВ (адаптировано из Villarroya�Beltri et al.) [9]. Сок�
ращения: DAG – диацилглицерол, DGK – диацилглицерол киназа, LBPA – лизобисфосфатидная кислота, PA – фосфа�
тидная кислота, PC – фосфатидилхолин, PLD – фосфолипаза D, PG – фосфатидилглицерол, S1P�сфингозин�1�фосфат,
SMase2 – нейтральная сфингомиелаза 2, SMS2 – сфингомиелин синтаза 2. Подробнее см. в тексте.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА
ЛИПИДНЫХ РАФТОВ

Понятие липидных микродоменов, или ли�
пидных рафтов (ЛР), относят прежде всего к ха�
рактеристике ПМ, однако сходные структуры
обнаруживаются и на мембранах различных
внутриклеточных компартментов. Далее мы
приведем краткие сведения о структуре и функ�
циональном значении этих доменов.

Строение ПМ до начала 1980�х гг. было опи�
сано  гипотезой Cингера и Николсона, пред�
ставляющей ее как «море» липидов, в котором
плавают «айсберги» мембранных белков [16].
Однако с накоплением данных о гетерогенности
ПМ, в частности, о полярном расположении
гликосфинголипидов в мембранах эпителиаль�
ных клеток, а также с обнаружением детергент�
устойчивых участков мембран, обогащенных
стеролами и сфинголипидами (которые способ�
ны к агрегации за счет образования водородных
связей), была выдвинута гипотеза липидных
рафтов, или мембранных микродоменов. Со�
гласно этой гипотезе, ПМ представляется не в
виде пассивного бислоя липидов, но морфоло�
гически гетерогенной структуры, в которой
можно разделить текучее «море» фосфолипидов
и более плотные «плоты» (рафты), обогащенные
сфинголипидами и холестеролом. На заре этой
гипотезы взаимодействию между этими липида�
ми отдавали главную роль в формировании ЛР,
что необходимо, однако недостаточно. В настоя�

щее время под ЛР понимают динамичные нано�
участки мембран (насыщенные стеролами,
сфинголипидами, а также определенными бел�
ками), которые могут достигать метастабильно�
го состояния за счет липид�липидных, липид�
белковых или белок�белковых взаимодействий
[17, 18]. Боковые цепи жирных кислот фосфо�
липидов имеют тенденцию быть длиннее и бо�
лее насыщенными в ЛР, чем в окружающей
мембране, что позволяет им плотнее упаковы�
ваться. Присутствие холестерола обусловливает
меньшую текучесть образовавшегося домена,
что объясняет устойчивость ЛР к действию не�
ионных детергентов [17]. В дополнение к мемб�
ранным компонентам активную роль в поддер�
жании и ремоделировании ЛР играет актин.
Также на мембранную организацию может до�
полнительно влиять асимметричное расположе�
ние липидов в наружном и внутреннем слое ПМ
(рис. 3).

Оценка размеров ЛР крайне затруднена
вследствие их высокой динамичности и неста�
бильности. Также до сих пор остается мало по�
нятным и время существования этих структур, а
также площадь поверхности мембран, охватыва�
емая липидными плотами в целом в единый мо�
мент времени. Все эти параметры – относитель�
ная площадь, размер и время жизни мембран�
ных доменов — могут варьировать в широких
пределах: от небольших изолированных корот�
коживущих доменов до непрерывных рафтов
возрастающего размера в зависимости от мно�

Рис. 3. Строение липидных рафтов (адаптировано из Levental et al.) [45]. Пояснения в тексте.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/



жества факторов, включая тип клетки и фазу
клеточного цикла, а также от активации клеточ�
ных процессов, таких как эндоцитоз и экзоци�
тоз, метаболизм липидов и связывание класте�
ризующих агентов (антител, токсинов и различ�
ных лигандов) с их рецепторами [17]. Например,
по разным данным, структуры, устойчивые к
действию 1%�го Triton X�100, могут составлять
порядка половины всей клеточной поверхности.
Однако работы на основе высокоразрешающей
электронной микроскопии «отводят под рафты»
менее 35% [19] либо даже 13% ПМ [20]. Послед�
ние данные указывают на большую степень
присутствия упорядоченных рафт�подобных
участков мембран с вкраплениями менее упоря�
доченных (не�рафтовых) доменов. В настоящее
время принята гипотеза динамической гетеро�
генности фазовых участков мембран. Сочетание
относительно насыщенных липидов, ненасы�
щенных липидов и холестерола в модельной
мембране приводит к разделению жидкостной
фазы и установлению двух различных фаз (кото�
рые по�прежнему являются жидкими по своей
природе) [21]. Одна из этих фаз является более
вязкой, чем другая вследствие более плотной
упаковки и более высокого молекулярного по�
рядка составляющих ее липидов. Эта более упо�
рядоченная фаза, как полагают, представляет
собой потенциальную физическую модель для
липидных рафтов в клеточных мембранах. На
начальном этапе образования рафтов существу�
ют наноразмерные агрегаты (nanoscale assem�
blies) стеролов, сфинголипидов и рафт�образую�
щих белков, поддерживаемые актиновыми фи�
ламентами [22]. В ответ на внешний сигнал или
события мембранного трафика за счет липид�
липидных, липид�белковых или белок�белко�
вых взаимодействий образуются нанометровые
рафтовые платформы, которые уже способны
участвовать в сигналинге. Дальнейшая класте�
ризация ведет к появлению микрометровых
рафтовых «фаз», плотных структур, способных к
равновесному существованию, окруженных бо�
лее текучей мембраной.

Сходные структуры присутствуют не только
на ПМ, но и на мембранах клеточных органелл.
При этом градиент концентрации холестерола
играет важную роль: в ЭПР новосинтезирован�
ные белки с разными по длине трансмембран�
ными доменами инкорпорированы в участки,
обедненные холестеролом (а значит более теку�
чие), где они остаются смешанными до входа в
цис�Гольджи. В аппарате Гольджи (АГ) концент�
рация холестерола возрастает по мере продви�
жения к его транс�домену, обеспечивая тем са�
мым сегрегацию белков с короткими и длинны�
ми трансмембранными доменами [23].

Несмотря на крайне гетерогенную природу
рафтов, различают два основных морфологи�
ческих типа ЛР: «планарные», или плоские ЛР, и
«инвагинированные» рафты, которые еще назы�
вают кавеолярными, или кавеолами, в форми�
ровании которых принимают участие белки ка�
веолины. Некоторыми учеными выделяется
рафт�подобный подтип – тетраспанин�обога�
щенные микродомены (TEMs). Плоские ЛР
морфологически неотличимы от ПМ – они ле�
жат в плоскости мембраны, не образуя инваги�
наций, а время их жизни варьирует от миллисе�
кунд до секунд, определение их точного размера
до сих пор проблематично. Принято считать
плоские ЛР структурами, в среднем, от 10 до
200 нм [24]. Анализ рафтовых структур в живых
клетках, проведенный с применением комбина�
ции методов флуоресцентной корреляционной
спектроскопии (FCS) и микроскопии на основе
подавления спонтанного испускания (STED�
микроскопии), выявил существование холесте�
рол�насыщенных доменов размером  ~20 нм,
концентрирующих белковые молекулы с перио�
дом существования 10–20 мс [25].

Инвагинированные ЛР (или кавеолы) пред�
ставляют собой морфологически различимую
структуру, поэтому размер кавеолярных рафтов
может быть определен с помощью электронной
микроскопии. В среднем, они имеют диаметр
50–100 нм, однако способны агрегировать в
структуру, напоминающую гроздь винограда,
достигающую больших размеров [26].

Роль липидных рафтов в биогенезе экзосом.
Как уже говорилось, одним из основных
свойств ЛР является их обогащенность стерола�
ми и сфинголипидами, причем липиды в этих
наноучастках обогащены насыщенными и более
длинными углеводородными цепями и гидрок�
силированными церамидными цепями. Цера�
мид является одним из ключевых липидов, об�
наруживаемых в составе ИЛВ и на мембранах
МВЭ. Он образуется из сфингомиелина под
действием фермента нейтральной сфингомие�
лазы 2�го типа. Показано, что внутренний слой
экзосомальной мембраны обогащен церамидом
[27]. Церамиды способны вызывать спонтанное
искривление мембраны внутрь и объединять оп�
ределенные домены, способствуя образованию
и поддержанию формы будущих ИЛВ. Помимо
церамида, мембраны экзосом также обогащены
холестеролом. Более того, накопление в составе
мембран холестерола увеличивает секрецию
флотиллин�позитивных экзосом [28], а подав�
ление сфингомиелазы приводит к снижению
продукции экзосом [29]. Этот эффект показан и
в других работах: так, инкубация клеток с инги�
битором нейтральной сфингомиелазы GW4869
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приводила к уменьшению количества экзосом
[30, 31].

Интересно, что подавление образования эк�
зосом сопровождалось увеличением продукции
микровезикул, что может свидетельствовать о
необходимости клетки компенсировать недоста�
ток экзосом с помощью иных механизмов секре�
ции везикул [32]. Однако снижение активности
сфингомиелазы не всегда сопряжено с подавле�
нием экзосом. Например, подавление этого фер�
мента в линии PC�3 не влияло на уровень экзо�
сом [33]. Возможно, это связано с преобладани�
ем ESCRT� или синдекан/синтенин�зависимых
механизмов по отношению к рафт�зависимым
процессам формирования экзосом в разных ти�
пах клеток либо даже в одних и тех же клетках
при разных условиях. Важно отметить, что одни
и те же клетки могут производить разные субпо�
пуляции везикул, которые отличаются по мор�
фологии [34], молекулярному составу [35] и даже
«адресной» доставке, то есть аффинности экзо�
сом к определенным клеткам�реципиентам [36].
Многочисленные эксперименты доказывают ге�
терогенность состава экзосом, полученных из
одних клеточных линий. Например, экзосомы,
продуцируемые базальной и апикальной мемб�
ранами поляризованных эпителиальных клеток,
различаются по составу [37, 38]. Подобная гете�
рогенность состава предполагает существование
специализированных механизмов селективного
отбора содержимого в экзосомы. Интересно, что
и передача экзосом клеткам�реципиентам также
может зависеть от церамида [39].

Еще один метаболит сфингомиелина, сфин�
гозин�1�фосфат, также играет важную роль в
формировании МВЭ, а подавление производя�
щего его фермента сфингозин�киназы 2 или его
рецепторов приводит к снижению продукции
CD63�, CD81�, флотиллин�позитивных ИЛВ и
экзосом [40]. Авторы предполагают, что боль�
шое значение церамида в продукции экзосом
может быть отчасти обусловлено его последую�
щим метаболизмом и превращением в сфинго�
зин�1�фосфат.

Другим липидом, задействованным в рас�
сматриваемом процессе, является диацилглице�
рол (ДАГ), который обеспечивает формирование
секреторных везикул. ДАГ наряду с инозитол�
1,4,5�трифосфатом и другими фосфоинозитида�
ми образуют сайты связывания с мембраной для
привлечения растворимых белков, в том числе
сигнальных молекул, обеспечивают стабилиза�
цию белковых комплексов на мембране и их ак�
тивацию. Эти липиды необходимы и для взаимо�
действия белков цитоскелета с мембраной, в том
числе при реорганизации мембраны, связанной
с различного рода процессами отпочковывания

и слияния мембран при формировании секре�
торных везикул [41]. Имеются данные о том, что
подавление ДАГ�киназы, которая уменьшает
концентрацию ДАГ, превращая его в фосфатид�
ную кислоту, усиливает секрецию CD63�пози�
тивных экзосом [42]. Также на секрецию экзо�
сом влияет активность фосфолипазы D (PLD),
присутствие которой показано в эндосомальных
компартментах и экзосомах [43]. Помимо гидро�
лиза фосфатидилхолина, PLD2 вовлечена в био�
синтез лизобисфосфатидной кислоты (LBPA),
образуя ее предшественника – фосфатидилгли�
церол. Мультивезикулярные тельца и ИЛВ обо�
гащены LBPA, которая обусловливает внутрен�
нюю инвагинацию и образование ИЛВ. Инте�
ресным представляется тот факт, что LBPA взаи�
модействует как с Alix, так и с белком теплового
шока Hsp70, который часто обнаруживается в
составе экзосом и иногда используется в качест�
ве экзосомального маркера [9].

Рафт-образующие белки в биогенезе экзосом.
Если о белках, ответственных за формирование
ИЛВ и отбор экзосомального карго в случае
ESCRT�зависимого пути биогенеза экзосом,
имеется достаточно много информации, то о
белках, выполняющих аналогичные функции
при рафт�зависимом пути биогенеза экзосом,
почти ничего не известно. К белкам, проявляю�
щим высокую аффинность к ЛР (рафтофиль�
ным белкам), относятся гликозилфосфатидили�
нозитол (GPI)�заякоренные белки (GPI�AP),
дважды ацилированные белки (например, кина�
зы семейства Src или α�субъединицы G�бел�
ков), пальмитоилированные белки, обладаю�
щие сродством к холестеролу, и трансмембран�
ные белки, особенно если они пальмитоилиро�
ваны [44]. Хотя GPI�заякоренные белки были
открыты одними из первых в составе детергент�
устойчивых участков мембран, их отношения с
ЛР остаются неясными, однако можно утверж�
дать, что их взаимодействия с липидами регули�
руют структуру и функции мембран. К другим
часто встречающимся компонентам ЛР отно�
сятся малые G�белки, рецепторы факторов рос�
та EGFR, PDGFR, MAP� и Src�киназы, клатри�
ны, галектины и др. В общем случае, белки, ко�
торые взаимодействуют с мембраной с по�
мощью липидных якорей, «следуют правилам»,
установленным липидами: якоря, состоящие из
насыщенных жирных кислот и стеролов (таких
как GPI или пальмитоилированные фрагменты)
обычно предпочитают упорядоченные участки
мембран (т.е. рафты), тогда как якоря разветв�
ленных или ненасыщенных жирных кислот
(пренильные группы) предпочитают неупорядо�
ченные (не�рафтовые) регионы [45] (рис. 3).
При этом важно уточнить, что посттрансляци�



онные модификации, в частности, пальмитои�
лирование, не являются достаточным условием
включения белка в состав ЛР. Существует мно�
жество пальмитоилированных белков, не входя�
щих в состав ЛР, включая маркер не�рафтовых
мембран, рецептор трансферрина [23]. Более то�
го, есть гипотеза, согласно которой не ЛР прив�
лекают пальмитоилированные белки, а мобили�
зация пальмитоилированных белков приводит к
рекрутингу насыщенных липидов, что влечет за
собой образование ЛР [46].

Белки в составе ЛР принимают участие в
различных клеточных процессах, включая регу�
ляцию и передачу клеточных сигналов, выпя�
чивание мембран, эндоцитоз, клеточную адге�
зию и др. [47]. Высокая гетерогенность липид�
ного и белкового состава ЛР приводит к суще�
ствованию множества классов ЛР, выполняю�
щих различные функции в составе ПМ. Для не�
которых белков ЛР показано участие в биогене�
зе экзосом, другие обнаруживаются в составе
экзосомального карго в качестве сигнальных
молекул.

Собственно рафт�образующими предполо�
жительно можно считать белки, организующие
и поддерживающие структуру рафтов, включая
белки, заякоренные на внешнем слое мембраны
(GPI�AP), белки, прикрепленные к внутренне�
му слою, к которым относятся представители
SPFH�семейства и трансмембранные белки.
Среди последних отдельно следует обозначить
роль тетраспанинов, некоторые из которых яв�
ляются наиболее принятыми маркерами экзо�
сом. Эти белки в силу их физических свойств
способны объединяться в рафт�подобные тет�
распанин�обогащенные субдомены TEMs, о ко�
торых говорилось выше. Предполагается, что
они могут принимать участие в сортировке кар�
го и взаимодействии с клетками�реципиентами,
интегринами и другими трансмембранными и
цитозольными белками [48]. При этом возмож�
но, что тетраспанины, многие из которых явля�
ются компонентами липидных рафтов, участву�
ют в привлечении определенного карго в экзо�
сомы по ESCRT�независимому типу. Такой эф�
фект показан для CD63 [14], CD81 [49], а также
для CD9, задействованного, например, в убик�
витин�независимой селекции MHCII в МВЭ
[50] или в загрузке экзосом металлопротеиназой
CD10 [51]. Однако эти белки участвуют, по�ви�
димому, и в других механизмах биогенеза экзо�
сом, в частности, в отборе карго по синте�
нин/синдекан�зависимому пути [9].

К микродомен�образующим, или рафт�обра�
зующим белкам (РОБ), относят представителей
семейства SPFH (преимущественно плоские
рафты) и кавеолин (кавеолы, а также не�рафто�

вые структуры). Эти белки активно участвуют в
ключевых процессах реорганизации мембран,
происходящих с участием ЛР, в том числе в раз�
личных типах клатрин�независимого эндоцито�
за (т.н. рафт�зависимый). Этот тип эндоцитоза,
в свою очередь, разделяют в зависимости от
участия малых G�белков на Arf6� и Rho�зависи�
мые типы, а также в зависимости от участия
РОБ — на кавеолин�зависимый [52] и флотил�
лин�зависимый [53, 54]. Хотя процессы эндоци�
тоза на ПМ и образования ИЛВ на мембранах
эндосом, по�видимому, имеют большое сход�
ство, значение РОБ в биогенезе экзосом до сих
пор исследовано очень мало. Далее будут сум�
мированы данные, имеющиеся в настоящее вре�
мя по данному вопросу.

БЕЛКИ  СЕМЕЙСТВА  SPFH 
И ИХ  ВОЗМОЖНОЕ УЧАСТИЕ

В ФОРМИРОВАНИИ ЭКЗОСОМ

К РОБ плоских липидных рафтов относятся
белки семейства SPFH (Stomatin, Prohibitin,
Flotillin, HflK/C), хотя они также могут встре�
чаться и в составе кавеол. Белковое семейство
SPFH представлено у млекопитающих белками
стоматином и стоматин�подобными белками,
прохибитинами, флотиллинами, подоцином и
эрлинами, гены всех представителей этого се�
мейства являются крайне консервативными.
Структурно представителей этого семейства
объединяет содержащийся в их составе консер�
вативный SPFH(PHB)�домен (или прохибити�
новый домен) размером 160 а.к., участвующий в
олигомеризации и связывании с холестеролом,
как это было показано на примере подоцина
[55]. Они проявляют схожие структурно�функ�
циональные особенности, например, образова�
ние гомо� и гетеро�олигомеров, сходные типы
ко� и пост�трансляционных модификаций (в
частности, ацилирование) и участие в привлече�
нии белков. Все представители семейства в за�
висимости от состава N�терминальных амино�
кислотных последовательностей и их модифи�
каций компартментализуются на внутренних
мембранах клетки, включая митохондрии, ПМ
и мембраны АГ.

Наиболее изученными представителями это�
го семейства являются прохибитины, распола�
гающиеся на мембране митохондрий и выпол�
няющие функцию шаперонов для митохондри�
альных белков [56], в частности, для защиты ми�
тохондриальных мембранных белков от m�AAA
протеаз [57]. Позднее были открыты белки эр�
лины�1 и �2 (KE04p и C8orf2). Эти два высокого�
мологичных белка (83% а.к. гомологии) были
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обнаружены в составе ЛР эндоплазматического
ретикулума и названы как белки липидных раф�
тов ЭПР (endoplasmatic reticulun lipid rafts pro�
teins, erlins). Как и прохибитины, эти белки не
встречаются в составе других мембран, в том
числе отсутствуют на ПМ. На основании их
близкого сходства с прохибитинами, предпола�
гается, что они выполняют схожую функцию за�
щиты мембранных белков ЭПР от протеаз [58].
В связи с тем, что данные белки не обнаружива�
ются в составе ЛР на ПМ или эндосомальных
структурах, в настоящее время о присутствии их
в экзосомах практически ничего не известно.
Однако эти белки обнаружены в составе мито�
хондриальных ЭКВ, выделенных из тканей ме�
ланомы, а также из плазмы крови пациентов с
меланомой [59]. Эти данные подтверждают роль
ЛР и РОБ в формировании «неканонических»
ЭКВ, происходящих из мембран клеточных
компартментов, не связанных с «классически�
ми» источниками ЭКВ – эндосомальными
мембранами (экзосомы) и ПМ (микровезику�
лы).

Флотиллины. Флотиллины у млекопитаю�
щих представлены двумя белками (flotillin/reg�
gie�1 и �2). Они структурно отличаются от дру�
гих представителей SPFH�семейства присут�
ствием длинного С�концевого альфа�спираль�
ного консервативного участка, названного
«флотиллиновым доменом» (рис. 4). Именно с
помощью этого домена (а не SPFH�домена)
происходит образование гомо� и гетеротетраме�
ров между флотиллинами, что является необхо�
димым условием для нормального функциони�
рования этих белков [60].

Закрепление (заякоривание) флотиллинов
на мембране происходит с помощью миристои�
лированных и пальмитоилированных сайтов, в

отличие от стоматина, у которого присутствует
трансмембранный домен. Кроме того, в их
PHB�домене присутствуют гидрофобные участ�
ки, формирующие шпильки, также участвую�
щие в процессе заякоривания. Флотиллин�со�
держащие ЛР обнаруживаются не только на
ПМ, но и на мембранах эндосом и транс�Гольд�
жи сети [61]. Флотиллиновые микродомены иг�
рают важную роль в проведении сигналов и ре�
гуляции клеточного ответа, главным образом
благодаря кластеризации рецепторов, что было
продемонстрировано для множества процессов,
включая работу инсулинового рецептора, акти�
вацию Т�клеток, дегрануляцию тучных клеток и
проведение GPCR (G�protein�coupled receptor)�
зависимых сигналов [62]. Кроме сигнальной
функции флотиллины напрямую влияют на
формирование клеточных контактов, в частнос�
ти, кадгериновых комплексов, а также они
опосредованно регулируют процессы, связан�
ные с реорганизацией цитоскелета и приобрете�
нием клеткой локомоторного фенотипа [63].
Все больше результатов исследований указыва�
ют на то, что ЛР, содержащие флотиллины, мо�
гут использоваться в качестве платформ для эн�
доцитоза [62]. Первые свидетельства о том, что
флотиллин�1 участвует в эндоцитозе, независи�
мом от клатрина, кавеолина и динамина, были
представлены в работе 2006 г. [64]. Годом позже
была показана колокализация флотиллинов и
GPI�белков, а также обнаружено, что флотил�
линовые микродомены совпадают простран�
ственно с местами образования инвагинаций,
отличных от кавеол [65]. В то же время недавние
открытия поставили под сомнение прямую роль
флотиллинов в эндоцитозе некоторых молекул,
поскольку было показано, что флотиллины спе�
цифически кластеризуют молекулы карго, такие

Рис. 4. Доменная организация флотиллинов. Цветами выделены функционально различные домены.
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/



как предшественник бета�амилоида, транспор�
тер допамина и рецептор эпидермального фак�
тора роста, на ПМ для клатрин�опосредованно�
го эндоцитоза [53]. Поэтому некоторыми уче�
ными выдвигается новый пересмотренный ме�
ханизм флотиллин�опосредуемого (а не зависи�
мого) эндоцитоза, что, однако, не исключает су�
ществования подобного механизма при форми�
ровании ИЛВ.

В контексте исследования ЭКВ известно,
что флотиллиновые домены вовлечены в про�
цессы формирования экзосом и отбора их со�
держимого. Так было продемонстрировано, что
подавление флотиллина�2 снижает содержание
холестерола в мембране экзосом. Обратное тоже
оказалось верным: обработка олигодендроцитов
холестеролом приводила к увеличению выхода
экзосом, при этом обогащенных флотиллином�
2 [28]. В другом исследовании на клетках рака
простаты PC�3 подавление флотиллинов хотя и
не влияло на общее количество секретируемых
экзосом, приводило к качественному измене�
нию их белкового состава, в частности, к сниже�
нию уровней кавеолина�1 и аннексина�2 [15].
Таким образом, флотиллины могут участвовать
в сортировке специфических белков в ИЛВ, од�
нако детальное понимание механизма этого
процесса до сих пор отсутствует.

Присутствие флотиллинов в экзосомах по�
казано многократно, в основном это касается
флотиллина�1, который в ряде случаев наряду с
тетраспанинами CD9, CD63 и CD81 использу�
ется в качестве маркера экзосом [53, 66]. Одна�
ко следует учесть, что флотиллин�1 позитивные
экзосомы могут представлять собой отдельную
популяцию. Так, ряд данных свидетельствует о
том, что флотиллин�1 может способствовать
ESCRT�независимому пути созревания экзо�
сом [40]. Также флотиллин�позитивные экзосо�
мы могут, по�видимому, формироваться неза�
висимо и от синтенин�синдеканового механиз�
ма, поскольку «сайленсинг» как синтенина, так
и синдекана приводил к резкому снижению ко�
личества экзосом, содержащих белки Alix,
hsp70 и CD63, однако, никак не влиял на фло�
тиллин�позитивные экзосомы [8]. Эти резуль�
таты в сочетании с приведенными выше данны�
ми о связи флотиллин�позитивных экзосом с
холестеролом делают флотиллин�1 одним из
ключевых участников рафт�зависимого пути
формирования экзосом.

Наши собственные результаты свидетель�
ствуют о том, что уровни флотиллинов�1 и �2
коррелируют друг с другом в экзосомах различ�
ного происхождения [67], что указывает на то,
что флотиллин�1 и �2 позитивные везикулы
представляют собой единую популяцию, при�

чем эта популяция как минимум не полностью
перекрывается с CD9� и стоматин�позитивны�
ми везикулами. Полученные данные хорошо
согласуются с имеющимися сведениями о том,
что флотиллины�1 и �2 распределены на мемб�
ране в соотношении 1 : 1 [65], и что их гетеро�
олигомеризация необходима для формирования
флотиллин�позитивных микродоменов на ПМ
[68] и эндоцитоза [69]. Это может означать, что
принцип работы флотиллинов на мембранах
МВЭ аналогичен таковому в составе липидных
рафтов на ПМ, что свидетельствует о сходстве
процессов сборки белковых платформ на мемб�
ранах ПМ и МВЭ.

Стоматин. Холестерол�связывающий белок
стоматин, а также его гомологи, стоматин�по�
добные белки, обнаружены практически во всех
типах тканей с наибольшим содержанием в
эритроцитах, печени, скелетной и сердечной
мускулатуре. Стоматин локализуется в ПМ и
цитоплазматических везикулах фибробластов,
эпителиальных и эндотелиальных клетках,
поздних эндосомах и специализированных гра�
нулах гематопоэтических клеток [70], причем он
обнаруживается в составе ЛР на ПМ и мембра�
нах эндосомального компартмента, а также
предположительно транс�Гольджи [58]. На
очень высоком уровне стоматин (также извест�
ный как erythrocyte band 7 integral membrane pro�
tein) представлен в липидных рафтах мембран
эритроцитов [71].

Остается неопределенным, участвуют ли
SPFH�домены других белков в связывании с хо�
лестеролом, а также как оно связано с их обога�
щением в липидных рафтах. Поскольку ЛР обо�
гащены холестеролом, это связывание вероятно
является предпосылкой к их ассоциации с бел�
ками SPFH�семейства. Однако в этом отноше�
нии важны и дополнительные структурные осо�
бенности. В случае со стоматином, три его ами�
нокислоты в 9�аминокислотном гидрофобном
С�концевом участке, ответственном за олигоме�
ризацию, представляются необходимыми для
ассоциации с ЛР [61]. При этом сама олигоме�
ризация не является необходимым условием для
присоединения к рафтам. Таким образом, рас�
положение SPFH�содержащих белков в составе
ЛР, по�видимому, определяется связыванием
холестерола с помощью SPFH�домена, пальми�
тоилированием и последовательностью амино�
кислот в N�концевом гидрофобном домене
(рис. 5), а также аминокислотами C�концевых
последовательностей.

Функции стоматина и стоматин�подобных
белков на сегодняшний день мало изучены. В
основном, работы, в которых исследовался дан�
ный белок, проводились на клетках крови,
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прежде всего эритроцитах, а также нейтрофилах
и тромбоцитах. Так, было продемонстрировано,
что стоматин является главным компонентом
липидных рафтов эритроцитов, где он регулиру�
ет активность ионных каналов и транспортеров
[71]. В частности, он взаимодействует с транс�
портером глюкозы GLUT1, контролируя тем са�
мым доступ глюкозы и дегидроаскорбиновой
кислоты в эритроциты [70]. Предполагается, что
стоматин участвует в регуляции процессов слия�
ния клеток и/или слиянии везикулярных мемб�
ран с ПМ клеток [72], проведении остеокласто�
генеза и, вероятно, в дифференцировке трофо�
бластов в плаценте [70]. Несмотря на сходство с
другими белками липидных микродоменов, до
настоящего времени наличие стоматина и сто�
матин�подобных белков в экзосомах практичес�
ки не исследовалось, за исключением несколь�
ких работ по ЭКВ, секретируемым эритроцита�
ми. Так, было показано, что мембраны секрети�
руемых эритроцитами везикул, соответствую�
щих по размеру микровезикулам и экзосомам,
содержат липидные рафты, основным компо�
нентом которых является стоматин. В отличие
от стоматина, флотиллин в составе липидных
микродоменов на мембране везикул был обна�
ружен в следовых количествах, хотя он высоко
представлен на мембране самих эритроцитов
[73]. В другой работе показано присутствие сто�
матина наряду с флотиллином�1 в рафтовых
компонентах экзосом, секретируемых в культу�
ре клетками линии К562 (эритролейкоз), Daudi
(В�клеточная лимфома), а также ретикулоцита�
ми из крови пациентов. Авторы предполагают,
что данные белки в составе липидных рафтов
могут участвовать в селекции других белков,
секретируемых в составе экзосом [74].Помимо
экзосом, стоматином обогащены мембраны раз�
личного рода везикул, секретируемых эритро�

цитами и нейтрофилами [75], а также альфа�
гранулы тромбоцитов [76].

Стоматин в составе экзосом, секретируемых
клетками эпителиального происхождения, в
том числе малигнизированными, ранее не ис�
следовался. Мы обнаружили, что стоматин яв�
ляется постоянным компонентом ЭКВ [77],
причем представлен на высоком уровне в соста�
ве экзосом самого различного происхождения,
включая экзосомы, секретируемые клетками
различных линий немелкоклеточного рака лег�
кого, рака молочной железы (РМЖ), рака яич�
ника (РЯ), экзосомы плазмы крови здоровых
доноров и больных онкологическими заболева�
ниями, экзосомы из асцитической жидкости
пациентов с РЯ и РМЖ. Важно отметить, что во
всех исследуемых образцах ЭКВ, секретируе�
мых клетками в культуре in vitro, уровень стома�
тина в ЭКВ значительно превышал его уровень
в родительских клетках, что позволяет рассмат�
ривать стоматин в качестве нового экзосомаль�
ного маркера. Интересно, что соотношение
уровня стоматина в различных образцах ЭКВ
(паттерн распределения) в большей степени со�
ответствует таковому для тетраспанина CD9,
чем для флотиллина�1.

КАВЕОЛЯРНЫЕ ЛИПИДНЫЕ РАФТЫ
И КАВЕОЛИН В ЭКЗОСОМАХ

Кавеолы представляют собой неклатрино�
вые инвагинации ПМ размером, по разным
оценкам, 50–100 нм. Изначально они были вы�
делены как везикулы диаметром 60–80 нм на
мембране мышечных клеток, клеток эндотелия,
фибробластов и адипоцитов [78]. Биохимически
они, как и другие ЛР, характеризуются нераство�
римостью неионными детергентами и плаву�

Рис. 5. Схема доменной организации и вероятной мембранной топологии стоматина.
С цветным вариантом рис. 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/



честью в градиенте сахарозы [79]. Кавеолы
функционируют как специализированные
мембранные микродомены, которые регулиру�
ют передачу сигнала внутри клетки, а также
многочисленные другие клеточные процессы,
включая везикулярный транспорт (трансцитоз,
эндоцитоз), гомеостаз холестерина, миграцию
клеток и клеточный цикл [26]. В составе кавеол
найдены такие сигнальные молекулы, как G�
белки, нерецепторные тирозин�киназы, эндоте�
лиальные NO�синтазы и др., что позволило рас�
сматривать кавеолы в качестве т.н. «сигнало�
сом», обеспечивающих сборку сигнальных мо�
лекул и проведение сигналов внутрь клетки. Ос�
новным структурным белком кавеол, стабили�
зирующим их структуру, является кавеолин. Ка�
веолин участвует в регуляции важнейших про�
цессов, включая эпителиально�мезенхималь�
ный переход, что обусловлено его способностью
активировать малую ГТФазу Rho, стимулиро�
вать PI3K/Akt – зависимый сигнальный каскад,
а также усиливать секрецию ряда матриксных
металлопротеиназ [80]. Известно, что измене�
ние уровня фосфорилирования кавеолина�1
приводит к активированию других важнейших
сигнальных путей [26].

У млекопитающих имеются три гена, коди�
рующих три белка: кавеолин�1, �2 и �3. Кавео�
лин�1 (Cav1) и кавеолин�2 (Cav2) широко
экспрессируются в полностью дифференциро�
ванных мезенхимальных и эндотелиальных нор�
мальных тканях, а также во многих солидных
опухолях, тогда как кавеолин�3 (Cav3) преиму�
щественно экспрессируется в мышечных клет�
ках [81]. Кавеолин�1 связывает холестерол в ЛР,
причем для связи достаточно минимальной

концентрации холестерола [79], его присутствие
определяет формирование кавеол, а его нокаут у
мышей приводит к потери кавеол на мембране
клеток [82, 83].

Кавеолин�1 – интегральный мембранный
белок, имеющий две изоформы, которые считы�
ваются с одного гена, имеющего два сайта ини�
циации транскрипции. Изоформа α содержит
остатки 1–178, а более легкая β�форма – остат�
ки 32–178. Функционально обе изоформы ассо�
циированы с кавеолами, формируя олигодиме�
ры. Так, при связывании с мембраной белок ди�
меризуется и образует характерную Y�подобную
структуру (рис. 6).

Кавеолины на мембране демонстрируют не�
обычную топологию с N� и С�концами в цитоп�
лазме и длинным внутримембранным шпилеч�
ным доменом. Димеризация достигается за счет
CSD�домена (caveolin scaffolding domain), кото�
рый также играет роль во взаимодействии с хо�
лестеролом на мембране и широким спектром
сигнальных молекул [26]. На одну кавеолу в
среднем приходится ~100–200 молекул кавео�
лина и в 100 раз больше молекул холестерола
[84]. Кавеолы также обогащены некоторыми
гликосфинголипидами, а также сфингомиели�
ном, а их плотность выше плотности окружаю�
щей мембраны, что соответствует критериям
ЛР. Считается, что кавеолы представляют собой
специализированные, морфологически отли�
чимые микродомены, обогащенные сфинголи�
пидами и холестеролом, стабилизируемые бел�
ком кавеолином [85], причем подавление хо�
лестерола приводит к нарушению их структуры
[86].

Экспрессия кавеолина�1 не является доста�
точным условием для образования кавеол. Так�
же важным участником формирования кавеол
является белок кавин (PTRF), который рекрути�
руется к участкам ПМ, богатым фосфатидилсе�
рином, холестеролом и кавеолином, и стабили�
зирует колбообразную форму кавеол. Предпола�
гается, что кавин�1 функционирует как белок
оболочки, стабилизирующий кавеолу [87, 88].
Экспрессия кавина�1 стимулирует инкорпора�
цию кавеолина�1 в состав ЛР, а его нокдаун при�
водит к снижению уровня кавеолина�1 на мемб�
ране [88] и блокирует формирование кавеол
[87]. Таким образом, формирование кавеол
представляется сложно регулируемым клеточ�
ным процессом, для которого кавеолин являет�
ся необходимым, но не достаточным компонен�
том. И, наоборот, кавеолин присутствует в клет�
ках, лишенных кавеол, что служит индикатором
существования регуляторных функций кавеоли�
на вне кавеол. Некоторые исследователи вводят
понятие плоских кавеолин�зависимых сбороч�
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Рис. 6. Схема доменной организации и мембранной топо�
логии кавеолина�1.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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ных платформ, или «строительных лесов» (Cav1
scaffolds), которое описывает домены ПМ с оли�
гомерами кавеолина�1, не связанные с инваги�
нацией мембран [89]. Эти домены участвуют в
проведении сигнальных путей за счет способ�
ности CSD кавеолина к связыванию с различ�
ными классами сигнальных молекул (мембран�
ными рецепторами и нерецепторными киназа�
ми (включая рецептор EGFR, киназу Src и др.),
eNOS, малыми ГТФазами и др.).

Как уже говорилось, кавеолин в составе ка�
веол является основным компонентом одной из
разновидностей клатрин�независимого эндоци�
тоза – так называемого кавеолин�зависимого
эндоцитоза [90]. Однако есть данные, которые
свидетельствуют об участии кавеолина в нега�
тивной регуляции рафт�зависимого эндоцитоза.
Так, кавеолин в составе плоских рафтов ограни�
чивает эндоцитоз, что было показано на приме�
ре холерного токсина [52]. Также гиперэкспрес�
сия кавеолина�1 подавляла захват клеткой ау�
токринного фактора подвижности клеток [91] и
β1�интегрина [92], что обычно осуществляется с
помощью рафт�зависимого эндоцитоза.

Похожая функциональная «разнонаправ�
ленность» является отличительной чертой кавео�
лина и в аспекте канцерогенеза. Так, опухоль�
промоторная функция кавеолина�1 показана
при раке почки, раке простаты, плоскоклеточ�
ном раке языка, легкого и мочевого пузыря. С
другой стороны, кавеолин�1 выполняет опу�
холь�супрессорную роль при аденокарциноме
пищевода, легкого и плоскоклеточном раке ко�
жи [80]. При этом даже в пределах одного и того
же гистологического типа злокачественных но�
вообразований экспрессия кавеолина�1 может
иметь противоположное функциональное зна�
чение на разных этапах опухолевой прогрессии,
ранних и поздних стадиях заболевания. Отдель�
ное значение для опухолевой прогрессии имеет
экспрессия кавеолина клетками микроокруже�
ния опухолей, а также уровень секретируемого
кавеолина [93].

По совокупности своих характеристик кавео�
лин представляется одним из вероятных канди�
датов на роль регулятора рафт�зависимого пути
биогенеза экзосом, причем эта регуляция мо�
жет быть как позитивной, так и негативной.
Так, локализация в инвагинированных рафтах,
участие в эндоцитозе и наличие CSD домена,
обусловливающего способность к рекрутирова�
нию сигнальных молекул, может способство�
вать его участию в формировании ИЛВ и отбо�
ру экзосомального содержимого. В то же время
подавление рафт�зависимого эндоцитоза воз�
можно является одним из механизмов негатив�
ной регуляции процесса инвагинации на мемб�

ранах МВЭ. Кроме того, негативное влияние
кавеолина�1 на образование экзосом может
быть обусловлено его негативным воздействием
на нейтральную сфингомиелазу. Было показа�
но, что гиперэкспрессия Cav1 приводила к по�
давлению этого фермента и, как следствие, к
снижению уровня церамида, которому, как уже
сказано выше, отводится одна из ключевых ро�
лей в биогенезе экзосом, опосредуемом липид�
ными рафтами [94, 95].

Тем не менее, о присутствии кавеолина�1 в
составе экзосом известно немного. Он был об�
наружен в экзосомах, секретируемых клетками
меланомы, а также в экзосомах плазмы крови
пациентов с меланомой. При этом его количест�
во в экзосомах плазмы пациентов с меланомой
значительно превышало таковое в экзосомах
плазмы здоровых доноров, что дало авторам
возможность рассматривать экзосомальный ка�
веолин как потенциальный маркер меланомы
[96]. Более позднее исследование показало кор�
реляцию между молекулярным составом экзо�
сом (в частности, присутствием кавеолина�1) и
степенью злокачественности меланомы [97].
Есть несколько работ, посвященных раку прос�
таты, в которых показано присутствие Cav�1 на
простатосомах – крупных везикулах, секретиру�
емых клетками рака предстательной железы
[98]. Присутствие кавеолина�1 было также по�
казано в экзосомах, секретируемых клетками ге�
патоцеллюлярной карциномы [99] и клетками
эндотелия микрососудов легкого, причем секре�
ция экзосом зависела от кавеолин�обогащенных
микродоменов [100]. В частности, было показа�
но, что клетки эндотелия капилляров легкого
секретируют два разных типа ЭКВ – энларгосо�
мы (крупные частицы, «enlargosomes») и экзосо�
мы — под действием высокомолекулярной и
низкомолекулярной гиалуроновой кислоты со�
ответственно. При подавлении образования ка�
веолин�обогащенных микродоменов с по�
мощью метил�бета�циклодекстрина наблюда�
лось существенное снижение количества обоих
типов ЭКВ. При этом, что интересно, контроль�
ные клетки (без стимуляции гиалуроновой кис�
лотой) после обработки метил�бета�циклодек�
стрином продолжали синтезировать экзосомы,
содержащие кавеолин�1, что говорит об их неза�
висимом от кавеолин�обогащенных микродо�
менов происхождении [100].

Кавеолин�1 способен, по�видимому, влиять
и на акцептирование экзосом реципиентными
клетками, причем это влияние носит негатив�
ный характер [101]. Как уже говорилось, одним
из механизмов акцептирования экзосом клетка�
ми�реципиентами является клатрин�независи�
мый (предположительно рафт�зависимый) эн�



доцитоз. При контакте экзосом с поверхностью
клетки�мишени активируется сигнальный
MAPK�каскад, который включает в себя после�
довательное фосфорилирование киназы
ERK1/2 и белка теплового шока HSP27, что
приводит к стимуляции рафт�зависимого эндо�
цитоза. Нокаут кавеолина�1 приводил к повы�
шению уровня фосфорилирования этих белков
и усилению акцептирования экзосом [101]. С
этими результатами хорошо согласуются дан�
ные приведенной выше работы о негативном
влиянии кавеолина на рафт�зависимый эндоци�
тоз [52].

Недавно было показано присутствие кавео�
лина в составе ЭКВ, секретируемых высокоаг�
рессивными клетками РМЖ MDA�MB�231,
причем ЭКВ, секретируемые клетками дикого
типа с экспрессией кавеолина�1, восстанавли�
вали способность к миграции и инвазии клеток
c нокдауном этого белка [102]. Таким образом,
была показана роль экзосомального кавеолина в
усилении злокачественного потенциала клеток.
В составе кавеолин�1�позитивных экзосом ме�
тодом масс�спектрометрии были обнаружены
белки Cyr61, тенасцин и S100A9, связанные с
клеточной адгезией. Экзосомы, продуцируемые
клетками с нокдауном кавеолина, теряли эти
белки в своем составе и одновременно утрачи�
вали способность индуцировать метастатичес�
кий фенотип у клеток�реципиентов. Авторы
предполагают, что кавеолин в составе экзосом
передается клеткам микроокружения, промоти�
руя их метастатическую активность, и клеткам
отдаленных тканей, способствуя формирова�
нию преметастатических ниш [102].

Поскольку образование кавеол невозможно
без присутствия белков кавинов, то логично
ожидать их участие в секреции экзосом.
Действительно, в работе прошлого года было
показано, что гиперэкспрессия кавина�1 приво�
дила к увеличению секреции экзосом и усиле�
нию клеточного роста. Что еще интереснее, ис�
следователи обнаружили способность клеток с
гиперэкспрессией кавина�1 вызывать малигни�
зацию соседних клеток посредством экзосом.
При этом анализ клинических образцов выявил
положительную корреляцию между стадией за�
болевания и уровнем экспрессии кавина�1 как в
самой опухоли, так и в экзосомах плазмы паци�
ентов с глиомой [103].

В настоящее время участие липидных мик�
родоменов (липидных рафтов) в биогенезе экзо�
сом не вызывает сомнений. Накопленные мно�
гочисленные данные свидетельствуют о крайне
значимой роли компонентов липидных рафтов
в реорганизации мембран мультивезикулярных

эндосом и формировании ИЛВ. Более того, по�
давление активности нейтральной сфингомие�
лазы 2�го типа и синтеза церамида легли в осно�
ву разработки ингибиторов секреции экзосом,
которые уже используются, хотя и с разной сте�
пенью эффективности, в экспериментальной
практике.  Множество данных указывает на
сходство процессов с участием липидных раф�
тов на ПМ (структурно�функциональная орга�
низация мембраны, кластеризация белков,
включая рецепторы, сигнальные молекулы, бел�
ки цитоскелета и др., эндоцитоз) с процессом
формирования ИЛВ на мембранах МВЭ (связы�
вание белков экзосомального карго, организа�
ция структуры и инвагинация мембраны при
формировании ИЛВ). Можно предположить,
что такие РОБ, как флотиллин, выполняют
сходные функции при флотиллин�зависимом
эндоцитозе на ПМ и в процессе образования
ИЛВ, участвуя в отборе биомолекул для включе�
ния в состав содержимого будущих экзосом. В
то же время молекулярные механизмы рафт�за�
висимого пути биогенеза экзосом остаются ма�
лопонятными. Есть и более общие вопросы, ко�
торые также ждут ответов. Например, насколько
в действительности независимы или связаны
между собой различные пути формирования
ИЛВ (ESCRT�зависимый механизм, путь с учас�
тием синдекан�синтениновых комплексов и
рафт�зависимый путь)? Могут ли разные формы
биогенеза экзосом происходить в одних и тех же
клетках одновременно, или механизмы биоге�
неза экзосом являются отличительной характе�
ристикой различных клеток?  Возможно ли «пе�
реключение» или сдвиг в сторону того или ино�
го пути образования ИЛВ в клетке в зависимос�
ти от внешних условий? Наконец, если экзосо�
мы, образованные посредством различных ме�
ханизмов, сосуществуют в одной клетке, то про�
исходит ли их формирование в составе разных
МВЭ? Иными словами, существуют ли в одной
«общей» поздней эндосоме ИЛВ, образованные
с помощью различных механизмов, или в клет�
ке присутствуют разные популяции МВЭ, ИЛВ
которых образованы с помощью разных меха�
низмов?

Можно предположить, что внутриклеточная
«судьба» МВЭ (возвращение в аппарат Гольджи,
слияние с лизосомальным компартментом или
слияние с ПМ и высвобождение экзосом) может
определяться различиями в механизмах биоге�
неза ИЛВ и их молекулярным составом.  Со�
гласно одной из гипотез, МВЭ с везикулами, об�
разованными с помощью ESCRT�зависимого
механизма, содержат в своем составе преимуще�
ственно убиквитинированные белки и сливают�
ся с лизосомами с последующей деградацией со�
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Exosomes, secreted extracellular vesicles forming in the intracellular vesicular transport system, play a crucial role in
distant intercellular communication. Exosomes transfer active forms of biomolecules of various classes, and the mol�
ecular composition of exosomal cargo is the result of directed selection and depends on the type of producer cells. The
mechanisms underlying the formation of exosomes and selection of exosomal cargo are still not fully understood.
Several pathways for exosome biogenesis are assumed, although questions about their independence as well as their
simultaneous coexistence in the cell remain open. Recently discovered mechanism of exosome formation, associated
with lipid rafts, or membrane lipid microdomains, is the least studied. This review presents the modern views and basic
hypotheses regarding the mechanisms of biogenesis and secretion of exosomes and summarizes current data on the
participation of lipid rafts and their constituent molecules in this process. Special attention is paid to raft�forming pro�
teins of the SPFH family, components of flat rafts, as well as caveolin, the main component of caveolae.
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Фермент 8�оксогуанин�ДНК�N�гликозилаза (OGG1) в эукариотических клетках отвечает за удаление из
ДНК 8�оксогуанина (oxoG) – одного из самых часто встречающихся окисленных азотистых оснований.
Фермент последовательно катализирует гидролиз N�гликозидной связи (ДНК�гликозилазная активность) и
разрыв цепи ДНК с 3′�стороны от повреждения по механизму β�элиминирования (лиазная активность).
Также фермент проявляет лиазную активность в отношении субстратов, содержащих апурин�апиримиди�
новые (AP�) сайты – остатки дезоксирибозы без азотистого основания. Фермент OGG1 высокоспецифичен
к основанию напротив повреждения: он удаляет oxoG и расщепляет AP�сайты напротив C, но не напротив
A. Активность фермента также заметно снижается при аминокислотных заменах, стерически препятствую�
щих связыванию oxoG, вывернутого из спирали ДНК в активный центр фермента. Ранее молекулярно�ди�
намическими методами была исследована конформационная динамика таких мутантных вариантов белка
OGG1 человека в комплексе с субстратной ДНК, содержащей пару oxoG:C, и выдвинуто предположение,
что активность фермента зависит от заселенности определенных популяций конформеров каталитических
остатков Lys249 и Asp268. В настоящей работе проведено молекулярно�динамическое исследование белка
OGG1 человека в комплексе с ДНК, содержащей пару oxoG:A, и мутантных вариантов белка OGG1 в комп�
лексе с ДНК, содержащей пару AP:C. Показано, что низкая активность фермента сопровождается сниже�
нием заселенности популяций с остатками Lys249 и Asp268, расположенными оптимально для катализа.
Для мутантных вариантов белка OGG1 экспериментально измерены константы скорости отдельных стадий
реакции и показано, что их относительные значения согласуются с результатами моделирования. Таким об�
разом, заселенность популяций каталитически компетентных конформеров остатков Lys249 и Asp268 в ак�
тивном центре фермента служит решающим фактором активности фермента OGG1.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: повреждение ДНК, репарация ДНК, 8�оксогуанин�ДНК�N�гликозилаза, субстрат�
ная специфичность.
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КАТАЛИТИЧЕСКИ КОМПЕТЕНТНЫЕ КОНФОРМАЦИИ
АКТИВНОГО ЦЕНТРА 8�ОКСОГУАНИН�ДНК�ГЛИКОЗИЛАЗЫ
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Окисление макромолекул в клетках аэроб�
ных организмов происходит со значительной
частотой под действием активных форм кисло�
рода, возникающих как побочные продукты
нормального метаболизма, а также в результате
воздействия ионизирующей радиации [1, 2].
Окислительные повреждения митохондриаль�
ной и ядерной ДНК напрямую связаны с болез�

нями и старением. Активные формы кислорода
могут вызывать разрывы сахарофосфатного ос�
това, образование апурин�апиримидиновых
(AP�) сайтов (остатков дезоксирибозы без азо�
тистого основания) и предмутагенное повреж�
дение гетероциклических оснований [1–3].

Одно из наиболее часто встречающихся в
природе поврежденных азотистых оснований –
8�оксогуанин (oxoG). Наличие кетогруппы при
C8 приводит к тому, что свободный нуклеозид 8�
оксо�2′�дезоксигуанозин (oxodG) предпочти�
тельно существует в син�конформации, в отли�
чие от канонических пуриновых дезоксирибо�
нуклеозидов [4]. Эта конформация также стаби�
лизируется при образовании хугстеновской па�
ры с A, а в паре с C oxodG принимает анти�кон�
формацию, близкую к канонической паре G:C

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AP�сайт – апурин�апири�
мидиновый сайт; OGG1 – 8�оксогуанин�ДНК�гликозила�
за; oxoG – 8�оксогуанин; oxodG – 8�оксо�2′�дезоксигуа�
нозин; МД – молекулярная динамика; WT – дикий тип.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�116,
06.01.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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[5–7]. Формирование устойчивой пары oxoG:A
объясняет мутагенность этого повреждения с
преимущественным образованием трансверсий
G→T [8, 9]. Уровень эндогенного oxoG в ДНК
составляет ~1 oxoG на 106 G, и показана воз�
можность его повышения в несколько раз при
генотоксическом стрессе [10]. Еще более много�
численны в ДНК AP�сайты, которые образуют�
ся в результате спонтанного гидролиза N�глико�
зидной связи, а также возникают как интерме�
диаты в процессе эксцизионной репарации ос�
нований [3]. Число AP�сайтов, присутствующих
в любой момент времени в клетках человека,
составляет ~1 на 105 оснований [11].

За удаление oxoG из генома человека и дру�
гих эукариот отвечает 8�оксогуанин�ДНК�гли�
козилаза (OGG1, КФ 3.2.2.23) – фермент, гид�
ролизующий N�гликозидную связь в нуклеози�
дах oxoG в составе ДНК [12–15]. Фермент
OGG1 также катализирует β�элиминирование с
разрывом связи C3′–O3′ как после удаления ос�
нования oxoG, так и в спонтанно возникших
AP�сайтах (рис. 1). У бактерий такую же функ�
цию выполняет фермент Fpg, последователь�
ность которого, однако, не гомологична после�
довательности полипептида OGG1 [16, 17]. Рас�
щепление гликозидной связи ферментом OGG1
проходит по механизму нуклеофильного заме�
щения с образованием ковалентного интерме�
диата (основания Шиффа) между ε�аминогруп�
пой абсолютно консервативного остатка Lys249
и C1′ поврежденного нуклеотида [18, 19]. Еще
один абсолютно консервативный остаток,
Asp268, по всей видимости, участвует в коорди�
нации или протонировании остатка дезоксири�
бозы [20, 21] (рис. 1).

Структура OGG1 человека установлена для
белка в свободном виде, в комплексе с ДНК, со�
держащей oxoG, AP�сайт или неповрежденное
основание G, и в комплексах, моделирующих
конформеры, возникающие в ходе реакции
[20–29] (PDB�коды: 1EBM, 1FN7, 1HU0, 1KO9,
1LWW, 1LWV, 1LWY, 1M3H, 1M3Q, 1N39, 1N3A,
1N3C, 1YQK, 1YQL, 1YQM, 1YQR, 2I5W, 2NOB,
2NOE, 2NOF, 2NOH, 2NOI, 2NOL, 2NOZ). Од�
нако любые статичные структуры не дают пол�
ного понятия о конформационных ансамблях
промежуточных ДНК�белковых комплексов в
ходе узнавания повреждения. Такую информа�
цию может дать метод молекулярной динамики
(МД). Ранее с его помощью был изучен процесс
выворачивания поврежденного основания из
ДНК ферментом OGG1 [26, 30, 31], поведение
основания в активном центре фермента после
гидролиза N�гликозидной связи [24] и искаже�
ния, вносимые в структуру предкаталитическо�
го комплекса аминокислотными заменами, сте�
рически блокирующими центр связывания
oxoG в молекуле фермента [32]. В последнем ис�
следовании было показано, что можно выделить
четыре стабильных конформации активного
центра, отличающиеся положением и ориента�
цией каталитических аминокислотных остатков
Lys249 и Asp268. Одна из них превалирует в
комплексе белка OGG1 дикого типа с ДНК, со�
держащей пару oxoG:C, а остальные преимуще�
ственно заселены в неактивных или малоактив�
ных мутантных вариантах белка. В настоящей
работе для анализа каталитической компетент�
ности разных конформаций активного центра
проведено моделирование фермента OGG1 ди�
кого типа в комплексе с ДНК, содержащей пару

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  2  2020

226

Рис. 1. Механизм расщепления поврежденной ДНК ферментом OGG1. Депротонированная ε�аминогруппа остатка
Lys249 атакует атом C1′ с образованием ковалентного интермедиата – основания Шиффа (1). Происходит расщепление
остова ДНК по механизму β�элиминирования (2), после чего основание Шиффа гидролизуется с высвобождением фер�
мента и образованием конечного продукта – одноцепочечного разрыва ДНК, содержащего на 3′�конце α,β�ненасыщен�
ный γ�гидроксиальдегид (3)
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oxoG:A, из которой oxoG удаляется примерно
на два порядка хуже по сравнению с оптималь�
ным субстратом oxoG:C. Также проведено моде�
лирование фермента дикого типа и мутантных
вариантов с заменами, стерически блокирую�
щими центр связывания oxoG, в комплексе с
ДНК с парой AP:C. Показано, что активность
фермента и в этих случаях коррелирует с засе�
ленностью одной из конформаций, которую, та�
ким образом, можно считать каталитически
компетентной.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Подготовка моделей. Третичная структура
комплекса ДНК�гликозилазы OGG1 человека с
ДНК (PDB�код 1EBM) включает в себя двуце�
почечную ДНК длиной 15 п.н. (рис. 2, а) с парой
oxoG:C. Основание oxoG вывернуто в активный
центр фермента и находится в анти�конформа�
ции [20]. В исходной структуре отсутствуют во�
семь N�концевых аминокислотных остатков, не
включенных в модель, и внутренний участок
Gly80–Lys82, который брали из структуры сво�
бодного белка OGG1 (PDB�код 1KO9 [23]). Та�
ким образом была получена модель WT�oxoG:C.
Для получения модели WT�oxoG:A атомную
структуру нуклеозида dA выравнивали со струк�
турой dC по атомам O4′, C1′ и N1/N9 с исполь�
зованием алгоритма Кабша [33] и встраивали в
модель вместо dC. Аналогичным образом осу�
ществляли аминокислотные замены: обратную
замену Q249K вместо инактивирующей мутации

K249Q [20], а также C253I, C253L и Q315W. В со�
ответствии с известным механизмом реакции и
опубликованными данными моделирования ме�
тодом QM/MM некоторые аминокислотные ос�
татки моделировали в нестандартных зарядовых
состояниях: Cys253 в виде тиолат�аниона,
Lys249 с нейтральной ε�аминогруппой и Asp268
с нейтральной карбоксильной группой [20, 21,
26]. Замену oxoG на AP�сайт проводили удале�
нием атомов основания и заменой азота, обра�
зующего гликозидную связь, на атом кислорода.
Восстановление недостающих атомов водорода
и боковых цепей аминокислотных остатков и
проверку моделей на отсутствие ошибок постро�
ения проводили в автоматическом режиме в
программе BioPASED [34].

Молекулярная динамика и анализ траекторий.
Точечные заряды и другие параметры силового
поля для аминокислотных остатков в нестандарт�
ных зарядовых состояниях базировались на со�
ответствующих параметрах из пакета AMBER 99
[35]. Параметры для oxoG были взяты из работы
Perlow�Poehnelt et al. [36], для AP�сайта — пре�
доставлены проф. К. Симмерлингом (Универ�
ситет штата Нью�Йорк, Стони�Брук, США).
Все подготовленные структуры оптимизировали
в течение 500 шагов в программе BioPASED ме�
тодом сопряженных градиентов (алгоритм
Флетчера) до достижения значений градиента
потенциальной энергии порядка 10−1 ккал/моль
и значений изменения координат порядка 10−4 Å
и затем в течение 150 пс методом МД с посте�
пенным разогревом от 50 до 300 К. Шаг интег�
рирования составлял 1 фс. Моделирование про�
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Рис. 2. а – Последовательность и нумерация нуклеотидов ДНК�субстрата, использованного для моделирования (X0 –
oxoG или AP�сайт); б – критические расстояния и углы в активном центре фермента OGG1, образованные каталитичес�
кими остатками Lys249 и Asp268. R – oxoG для субстрата, содержащего oxoG, или OH для субстрата, содержащего AP�
сайт. Обозначены атомы, между которыми измеряются критические расстояния и углы
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водили в рамках канонического NVT�ансамбля.
В качестве модели сольватации выбрали модель
неявного растворителя, позволяющую реализо�
вать более эффективную выборку в конформа�
ционном пространстве благодаря отсутствию
динамического трения явных молекул воды [37].
Структуры моделировали в программе
BioPASED, использующей силовое поле, произ�
водное от ff99SB [34], в течение 10 нс с учетом
водородных связей (множитель 2,5) и искус�
ственными ограничениями потенциала силово�
го поля для тяжелых атомов, введенными
для стабилизации комплекса белок–ДНК:
0,001 ккал/Å2 для атомов белка, 0,25 ккал/Å2

для атомов крайних нуклеотидов ДНК и
0,0025 ккал/Å2 для остальных атомов ДНК. Для
нейтрализации отрицательного заряда системы
использовали метод масштабирования зарядов
фосфатных групп c множителем 0,2 [38, 39]. За�
пись координат системы осуществляли каждые
2 пс.

Полученные траектории анализировали с
помощью программы MDTRA [40]. Для визуа�
лизации траекторий и структур использовали
программы VMD [41], RasMol [42] и PyMol
(«Schrödinger», США). Траектория для модели
WT�oxoG:C была получена ранее в идентичных
условиях [32] и использована для сравнительно�
го анализа без изменений. Анализ времени ста�
билизации траекторий методом обратного куму�
лятивного усреднения [43] и кластеризацию мо�
делей проводили при помощи скриптов на язы�
ке R, для построения дендрограмм использова�
ли пакет iTOL [44].

Олигонуклеотиды и ферменты. В работе ис�
пользовали полинуклеотидкиназу фага Т4 («Био�
сан», Новосибирск) и урацил�ДНК�гликозилазу
из E. coli («New England Biolabs», США). Выде�
ление рекомбинантного белка OGG1 дикого ти�
па и его мутантных вариантов и определение
концентрации активной формы фермента было
описано ранее [32]. Для исследования активнос�
ти фермента использовали синтезированные в
лаборатории медицинской химии ИХБФМ СО
РАН олигодезоксирибонуклеотиды: OG23 5′�
CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT�3′ (X = oxoG);
U23 5′�CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT�3′ (X =
= Ura); C23 5′�AGAGGAAAGGAGCGAAGGGA�
GAG�3′. Для получения субстрата в цепи OG23
и U23 вводили радиоактивную метку с исполь�
зованием γ[32P]�ATP и полинуклеотидкиназы по
стандартной методике [45] и проводили отжиг с
двукратным молярным избытком цепи C23.
Субстрат с цепью U23 затем обрабатывали в те�
чение 30 мин при 37 °C урацил�ДНК�гликозила�
зой в буфере, содержавшем 50 мМ Tris�HCl
(рН 7,5), 100 мМ NaCl, 1 мМ этилендиаминтет�

раацетат натрия и 1 мМ дитиотреитол, и немед�
ленно использовали для проведения реакции.

Определение кинетических параметров реак�
ций, катализируемых ферментом OGG1. Стандарт�
ная реакционная смесь содержала 50 мМ Tris�
HCl (рН 7,5), 100 мМ NaCl, 1 мМ этилендиамин�
тетраацетат натрия, 1 мМ дитиотреитол,
0,1 мг/мл БСА. Для определения активности
фермента OGG1 и его мутантных вариантов ис�
пользовали 50 нМ субстрат и 1–1000 нМ фер�
мент, реакцию проводили в течение 10 мин при
37 °C. В случае субстрата oxoG:C реакцию оста�
навливали добавлением NaOH до концентрации
100 мМ, после чего пробы прогревали в течение
2 мин при 95 °C, нейтрализовали добавлением
эквимолярного количества HCl и добавляли рав�
ный объем денатурирующего раствора: 80%�ный
(v/v) формамид, 20 мМ этилендиаминтетрааце�
тат натрия, 0,1%�ный (w/v) ксиленцианол и
0,1%�ный (w/v) бромфеноловый синий. В случае
субстрата AP:C реакцию останавливали добавле�
нием равного объема денатурирующего раство�
ра. Продукты реакции анализировали методом
электрофореза в 20%�ном ПААГ в присутствии
8 М мочевины [45]. Константы скорости реак�
ции kex и kAP определяли в условиях кинетики
одного оборота при 13 °C и концентрациях
субстрата 10 нМ и фермента 200 нМ, а констан�
ту kcl – в условиях кинетики фазы всплеска при
37 °C и концентрациях субстрата 100 нМ и фер�
мента 5 нМ, как описано ранее [46, 47]. Статис�
тическую достоверность различий между кажу�
щимися константами скорости для разных вари�
антов оценивали по критерию Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Конформационная динамика активного центра
фермента OGG1 в комплексе с субстратом
oxoG:A. В предыдущих работах по моделирова�
нию МД комплекса OGG1–ДНК было выявле�
но, что фермент дикого типа отличается от ма�
лоактивных или вовсе неактивных мутантных
вариантов C253I, C253L и Q315W по заселен�
ности определенных конформаций активного
центра [32] (рис. 2, б). В активном центре фер�
мента OGG1 присутствуют каталитические ос�
татки Lys249, который осуществляет нуклео�
фильную атаку по атому C1′, и Asp268, который
удерживает атом O4′ поврежденного нуклеоти�
да. Как показывает моделирование методом
QM/MM, оба остатка преимущественно суще�
ствуют в нейтральном зарядовом состоянии [20,
21, 26]. Для активного центра фермента дикого
типа характерны значения угла Nζ[Lys249]–
–C1′[oxoG]–N9[oxoG] в области 75°, оптималь�
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ные для нуклеофильной атаки в направлении
C1′→N9, а также присутствие протонированной
карбоксильной группы Asp268 вблизи O4′ и от�
сутствие ее альтернативной связи с фосфатом с
3′�стороны от поврежденного нуклеотида [32].
Замены C253I, C253L и Q315W уменьшают объ�
ем активного центра и вызывают его искажение
при связывании oxoG. В результате популяция
конформеров, характерных для белка дикого ти�
па, значительно снижается (C253I) или пол�
ностью исчезает (C253L, Q315W), и преимуще�
ственно заселяются конформации с альтерна�
тивной связью Asp268 и поворотом Lys249 на
~35° от оптимального угла атаки [32]. Схожие
изменения выявляются в статичных структурах
и в МД других мутантных вариантов (R46Q,
R131Q, R154H, Q315F) со стерически заблоки�
рованным активным центром [28, 48], а также в
МД при связывании oxoG в каталитически не�
благоприятной син�конформации [49].

Остается неясным, насколько изменения
конформации активного центра, выявленные
для трех мутантных вариантов белка, отражают
особенности снижения активности фермента
OGG1 в других случаях. Для ответа на этот воп�
рос было проведено исследование МД белка
OGG1 дикого типа в комплексе с ДНК, содер�
жащей пару oxoG:A (WT�oxoG:A), в сравнении с
ранее построенной моделью с парой oxoG:C
(WT�oxoG:C). Фермент OGG1 демонстрирует
высокую специфичность к основанию напротив
повреждения, предпочитая удалять oxoG из пар
oxoG:C, но не из oxoG:A [19, 50]. Нуклеозид dA
моделировали в анти�конформации, в которой
он существует в паре oxoG:A в ДНК [5, 6], пос�
кольку из�за тесного окружения белком основа�
ния напротив oxoG его вращение вокруг N�гли�
козидной связи стерически затруднено. Анализ
RMSD тяжелых атомов методом обратного ку�
мулятивного усреднения [43] показал, что обе
траектории стабилизируются приблизительно к
5 нс, поэтому далее для анализа конформаций в
активном центре использовали последние 5 нс.

Модель WT�oxoG:А показала низкое откло�
нение позиций тяжелых атомов, не превышаю�
щее 1,6 Å (рис. 3, а, б). Как и в модели WT�
oxoG:C, основание oxoG было вывернуто в кар�
ман, образуемый остатками Phe319 и Cys253, и
удерживалось водородными связями с Gln315 и
Gly42. Модели WT�oxoG:A и WT�oxoG:C не от�
личались по своим взаимодействиям с основа�
нием oxoG (рис. 4, а).

Контакты аминокислотных остатков Asn149,
Arg154 и Arg204 с противоположной цепью ДНК
осуществлялись в моделях WT�oxoG:C и WT�
oxoG:A похожим образом (рис. 4, б, в). В модели
WT�oxoG:C комплементарный цитозин C(0) обра�

зовывал водородную связь Oδ1[Asn149]…N4[C(0)],
а атомы Nη1 и Nη2 остатков Arg154 и Arg204 на�
ходились в положениях, позволяющих в разных
комбинациях образовывать водородные связи с
O2 и N3 C(0) (рис. 4, б). В модели WT�oxoG:A на
протяжении всей траектории наблюдалась связь
Oδ1[Asn149]…N6[A(0)], a гуанидиновая группа
Arg204 взаимодействовала с N3 и N1 основания
A(0) либо с образованием водородных связей, ли�
бо за счет катион�π�взаимодействий (рис. 4, в).
Боковой радикал Arg154 в модели WT�oxoG:A
отклонялся от A(0) и образовывал связи с ДНК с
5′�стороны от него. Однако в целом можно ска�
зать, что белок OGG1 может стабильно взаимо�
действовать как с C, так и с A напротив oxoG.
Маловероятно, что дестабилизация взаимодей�
ствий с основанием напротив повреждения слу�
жит причиной низкой активности фермента
OGG1 по отношению к субстратам oxoG:A.

Иная картина была выявлена при анализе
конформаций каталитических остатков в актив�
ном центре (рис. 4, г, д). Расстояние Nζ[Lys249]–
–C1′[oxoG] в модели WT�oxoG:A держалось на
~0,25 Å больше, чем в oxoG:C. Угол
Nζ[Lys249]–C1′[oxoG]–N9[oxoG] также ста�
бильно отличался (105° в модели WT�oxoG:A
против 75° в модели WT�oxoG:C). Карбоксиль�
ная группа Asp268 в обеих моделях находилась
вблизи O4′. Это позволяет сделать вывод, что
решающим параметром, снижающим актив�
ность фермента OGG1 при наличии A напротив
повреждения, служит неблагоприятная ориен�
тация аминогруппы Lys249.

Конформационная динамика активного центра
фермента OGG1 в комплексе с субстратами, со�
держащими AP�сайт. Аминокислотные замены,
которые стерически затрудняют связывание
oxoG в предназначенном для этого кармане в
структуре белка OGG1, приводят к искажению
активного центра в области каталитических ос�
татков Lys249 и Asp268 и инактивации фермента
[28, 32, 48]. Замещение oxoG на AP�сайт должно
приводить к появлению дополнительного сво�
бодного пространства для объемных заместите�
лей, образующих стенки активного центра.
Можно ожидать, что активность мутантных ва�
риантов на таком субстрате должна снижаться в
меньшей степени. Для проверки этой гипотезы
было проведено моделирование МД комплексов
такой ДНК с ферментом дикого типа (модель
WT�AP) и тех же самых мутантных вариантов
(модели C253I�AP, C253L�AP и Q315W�AP).
Напротив повреждения во всех случаях находи�
лось основание C. Все модели в целом уравнове�
шивались к 7–7,5 нс (рис. 3, в–к). Среднеквад�
ратичное отклонение позиций тяжелых атомов
остова белка и ДНК не превышало 1,8 Å. Одна�
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ко из�за отсутствия oxoG активный центр фер�
мента был более мобильным (рис. 3, ж–к).

В структуре комплекса WT�oxoG:C и основан�
ных на ней моделях МД вывернутое из ДНК осно�

вание oxoG зажато между ароматическим кольцом
остатка Phe319 и боковым радикалом остатка
Cys253 и стабилизировано водородными связями
O[Gly42]…N7[oxoG0], Oε1[Gln315]…N1[oxoG0] и
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Рис. 3. Среднеквадратичное отклонение положений атомов в ходе моделирования. Расчет проводили по всем тяжелым атомам
(C, N, O и P) полипептидного и нуклеотидного остова (а–е) или по всем тяжелым атомам остатков Lys249, Asp268 и AP0 (ж–к).
Названия моделей приведены на графиках. Светлыми линиями показаны графики скользящего среднего по 50 точкам
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Oε1[Gln315]…N2[oxoG0] (рис. 4, а). Во всех моде�
лях, содержащих AP�сайт, эти взаимодействия
отсутствуют, и остатки активного центра прояв�
ляют значительно бóльшую подвижность. Ос�
татки Leu253 и Ile253 в моделях C253L�AP и
C253I�AP выдвигаются в активный центр, одна�
ко, не находя преграды в виде oxoG, не приво�
дят к его деформации (рис. 5, а). Контакты с
противоположной цепью ДНК, не содержащей
AP�сайта, в целом соответствовали тем, что наб�
людались в модели WT�oxoG:C.

Несмотря на отсутствие деформации актив�
ного центра, в моделях с AP�сайтом каталити�
чески важные аминокислотные остатки Lys249 и
Asp268 фиксировались вблизи поврежденного
нуклеотида хуже, чем в модели WT�oxoG:C, что
согласуется с меньшей активностью фермента в
отношении AP�субстратов [19]. Это было в
большей степени характерно для мутантных ва�
риантов фермента: в моделях C253I�AP и
C253L�AP остаток Asp268 часто взаимодейство�
вал с O1P[dG–1], теряя контакт с O4′ AP�сайта в
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Рис. 4. Структура и динамика активного центра фермента OGG1 в комплексе с субстратом oxoG:A. а – Схема взаимодей�
ствия аминокислотных остатков белка OGG1 с основанием oxoG. Указаны средние значения расстояний между атомами
N и O, образующими водородную связь, в ходе МД; б – взаимодействия белка OGG1 с основанием C напротив повреж�
дения, выявленные методом рентгеноструктурного анализа в структуре 1EBM [20]; в – взаимодействия белка OGG1 с ос�
нованием A напротив повреждения, выявленные в ходе МД. Указаны расстояния в ангстремах, соответствующие возмож�
ному образованию водородной связи; г – репрезентативные структуры из траекторий WT�oxoG:C (атомы углерода пока�
заны черным цветом) и WT�oxoG:A (атомы углерода показаны белым), иллюстрирующие взаимное расположение ката�
литических остатков Lys249 и Asp268 и поврежденного нуклеотида oxoG0. Стрелкой отмечен поворот ε�аминогруппы ос�
татка Lys249; д – значения расстояния Nζ[Lys249]–C1′[oxoG0] и угла Nζ[Lys249]–C1′[oxoG0]–N9[oxoG0] для моделей бел�
ка OGG1 в комплексе с субстратом oxoG:C (черные точки) и oxoG:A (серые точки). Линии соответствующих цветов от�
мечают медианные значения распределений
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последние 2–2,5 нс. Вариант Q315W�AP демон�
стрировал более стабильную динамику, в целом
соответствующую поведению модели дикого ти�
па. Угол атаки аминогруппы Lys249 в случае AP�
сайта не играет критической роли, т.к. из�за эпи�
меризации полуацетальный гидроксил при атоме
С1′ не имеет однозначной пространственной
ориентации. Однако каталитически значимым
остается расстояние Nζ[Lys249]–C1′[AP0], кото�
рое вследствие повышенной мобильности актив�
ного центра сильно флуктуировало во всех моде�
лях, содержащих AP�сайт [32]. Таким образом,
для анализа были выбраны три каталитически
значимых расстояния: Nζ[Lys249]–C1′[AP0],
Oδ2[Asp268]–O4′[AP0] и Oδ2[Asp268]–O1P[dG–1].
Для минимизации эффектов избыточной под�
вижности остатков в отсутствие азотистого ос�
нования рассматривались более стабильные
последние 2,5 нс динамики. Распределение по�
пуляций этих расстояний показало, что благо�
приятная для катализа конформация складыва�
ется главным образом в модели дикого типа
(рис. 6, а–в), где расстояние между атомом C1′
AP�сайта и аминогруппой Lys249 лежит в облас�
ти < 3,5 Å. В модели C253I�AP (рис. 6, г–е) при
общем увеличении этого расстояния (~5,5 Å)
возникала стабильная водородная связь между

Asp268 и фосфатной группой dG–1, поэтому
предположительно активность этого мутанта в
отношении субстратов, содержащих AP�сайт,
будет снижена в наибольшей степени. Популя�
ция конформаций модели C253L�AP распада�
лась на два выраженных кластера по ориента�
ции Asp268 (рис. 6, ж–и), а в модели Q315W�AP,
напротив, была довольно компактной (рис. 6,
к–м). Расстояние Nζ(Lys249)–C1′[AP0] в обоих
случаях составляло в среднем 4,5 Å. Таким обра�
зом, расположение каталитически важной ами�
ногруппы Lys249 в активном центре фермента
OGG1 оказывается решающим и в случае
субстратов, содержащих AP�сайт.

На основе трех указанных физических рас�
стояний была проведена кластеризация моделей
для определения их схожести друг с другом
(рис. 5, б). Для оценки дистанции между моде�
лями использовали расстояние между центрами
распределений в евклидовом пространстве, рас�
стояние Махаланобиса (расстояние между цент�
рами распределений с учетом корреляции меж�
ду переменными) и расстояние Ходжеса–Лема�
на (медиана попарных расстояний между всеми
точками двух выборок). Во всех случаях модели
C253L�AP и Q315W�AP были ближе всего друг к
другу, а модель C253I�AP отстояла дальше всего
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Рис. 5. Структура и динамика активного центра фермента OGG1 в комплексе с субстратом AP:C. а – Репрезентативные
структуры из траекторий WT�AP (атомы углерода показаны белым цветом) и C253I�AP (атомы углерода показаны чер�
ным), иллюстрирующие взаимное расположение каталитических остатков Lys249, Asp268 и AP�сайта; б – кластеризация
моделей по значениям расстояний Nζ[Lys249]–C1′[AP0], Oδ2[Asp268]–O4′[AP0] и Oδ2[Asp268]–O1P[dG–1] в пространстве
Махаланобиса. Числа соответствуют длинам ветвей дендрограммы
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от них и от модели дикого типа. В целом резуль�
таты моделирования позволяют предположить,
что в отношении субстратов, содержащих AP�
сайт, активность мутантных вариантов будет вы�
ше, чем в отношении субстратов с oxoG, а ак�

тивность вариантов C253L и Q315W – выше,
чем активность C253I.

Кинетические параметры реакции, катализи�
руемой мутантными вариантами фермента OGG1.
Для оценки влияния замен аминокислотных ос�
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Рис. 6. Гистограммы распределения значений расстояний Nζ[Lys249]–C1′[AP0] (а, г, ж, к), Oδ2[Asp268]–O4′[AP0] (б, д, з, л)
и Oδ2[Asp268]–O1P[dG–1] (в, е, и, м) для моделей WT�AP (а–в), C253I�AP (г–е), C253L�AP (ж–и) и Q315W�AP (к–м)

Å Å Å

Å Å Å

ÅÅÅ

Å Å Å



ПОПОВ и др.

татков в активном центре фермента OGG1 на
его активность были получены и выделены в
чистом виде варианты белка, несущие замены
C253I, C253L и Q315W. Как и ожидалось, они
обладали заметно сниженной активностью по
отношению к удалению oxoG из ДНК (рис. 7, а;
табл. 1).

Фермент OGG1 последовательно катализи�
рует реакцию гидролиза N�гликозидной связи и
β�элиминирования, при этом второй этап реак�
ции протекает намного медленнее первого [19,
46, 47, 51]. В связи с этим в литературе кинети�
ческий механизм действия фермента OGG1
обычно описывают двухступенчатой схемой, в
которой скорость реакции лимитируется по�
следней стадией:

k1             kex                     kcl

E + S     ES → EP1 → E + P2.
k−1

Константа kex в данном случае отражает ско�
рость гидролиза N�гликозидной связи, а конс�

танта kcl представляет собой комбинированный
параметр скорости β�элиминирования и распа�
да фермент�субстратного комплекса. Для фер�
мента дикого типа измеренные значения kex и kcl

составляли (9,7 ± 0,9) × 10−2 мин−1 и (0,5 ± 0,1) ×
× 10−2 мин−1 соответственно, что согласуется с
литературными данными. Замены C253I и
C253L примерно на порядок снижали значение
kex (табл. 1), а замена Q315W приводила к пол�
ной инактивации фермента. Такие последствия
вполне ожидаемы для мутаций, мешающих свя�
зыванию oxoG в активном центре фермента.
Влияние замен на kcl было менее выраженным,
однако эта константа также снижалась пример�
но в 5 раз (табл. 1). Очевидно, конформацион�
ные искажения, возникающие из�за стеричес�
ких взаимодействий oxoG с объемными группа�
ми, влияют и на эффективность реакции β�эли�
минирования. Интересно, что в качестве воз�
можного акцептора для уходящего в реакции β�
элиминирования протона при C2′ ряд авторов
рассматривает само основание oxoG, удержива�
емое в активном центре фермента в анионной
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Рис. 7. Активность вариантов фермента OGG1. а – Расщепление субстрата, содержащего пару oxoG:C; б – расщепление
субстрата, содержащего пару AP:C. Графики построены по данным трех независимых экспериментов

Варианты фермента

OGG1 WT

C253I

C253L

Q315W

Таблица 1. Значения кажущихся констант скоростей последовательных стадий реакции расщепления ферментом OGG1
ДНК�субстрата, содержащего пару oxoG:C

kc1 (мутант) : kc1 (WT)

1

0,2 ± 0,1

0,2 ± 0,1

−

kc1, мин−1

(0,5 ± 0,1) × 10−2

(0,11 ± 0,06) × 10−2

(0,11 ± 0,07) × 10−2

нет реакции

kex (мутант) : kex (WT)

1

0,09 ± 0,01

0,13 ± 0,01

−

kex, мин−1

(9,7 ± 0,9) × 10−2

(0,90 ± 0,05) × 10−2

(1,3 ± 0,1) × 10−2

нет реакции

↓↑
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форме после первой стадии реакции [24]. В та�
ком случае эффективность β�элиминирования
может снижаться не только за счет конформа�
ционных искажений дезоксирибозы в активном
центре, но и из�за снижения сродства свободно�
го oxoG к белку OGG1.

При наличии в ДНК�субстрате AP�сайта ак�
тивность мутантных вариантов была также сни�
жена, но в меньшей степени, чем в случае
субстрата с oxoG (рис. 7, б; табл. 2). Реакция в
этом случае сводится только к процессу β�эли�
минирования, причем, очевидно, акцептором
протона не может выступать выщепленное ос�
нование oxoG. Кажущаяся константа kAP, опре�
деленная методом кинетики одного оборота, в
этом случае имеет физический смысл констан�
ты скорости реакции β�элиминирования, не ос�
ложненной высвобождением продукта. Замены
C253I, C253L и Q315W оказывали небольшое
влияние на значение kAP, снижая его примерно
вдвое (табл. 2), что согласуется с отсутствием не�
обходимости связывания основания в активном
центре. Для фермента дикого типа и вариантов
C253I и C253L эти значения были в 2,4–5,0 раз
выше, чем kcl для oxoG�субстратов, что свиде�
тельствует о вкладе как β�элиминирования, так
и распада фермент�субстратного комплекса в
комбинированную константу kcl при наличии
поврежденного основания в субстрате.

Как видно из рис. 7 и табл. 1 и 2, активность
мутантных вариантов фермента OGG1 в отно�
шении AP�субстратов была выше, чем в отно�
шении oxoG�субстратов. Это согласуется с дан�
ными по активности других бифункциональ�
ных ДНК�гликозилаз, для которых замены в
активном центре зачастую полностью подавля�
ют ДНК�гликозилазную активность, но прак�
тически не затрагивают AP�лиазную актив�
ность, несмотря на участие в катализе одних и
тех же аминокислотных остатков [52, 53]. Такая
разница в последствиях аминокислотных замен
обычно объясняется частичным внеспираль�
ным расположением AP�сайта и пластичностью
активного центра ферментов. Также можно за�
метить, что относительная активность разных
мутантных вариантов фермента OGG1 в отно�
шении oxoG� и AP�субстратов различалась: для
oxoG�субстратов активность мутантных вари�
антов можно расположить в порядке
C253L � C253I >> Q315W, а для AP�субстратов –
в порядке Q315W > C253L � C253I. Для обоих
субстратов константы скорости для C253L и
C253I достоверно не отличались друг от друга. В
случае Q315W с AP�субстратом значение kAP

было достоверно выше, чем для C253I (p < 0,01).
Относительная активность достаточно хорошо
согласуется с заселенностью популяций кон�

формеров, выгодных для катализа, что можно
считать частичным экспериментальным под�
тверждением результатов МД.

Таким образом, молекулярно�динамическое
исследование белка OGG1 в комплексе с различ�
ными субстратными ДНК позволяет предполо�
жить, что заселенность популяций каталитичес�
ки компетентных конформеров остатков Lys249
и Asp268 служит одним из главных факторов, оп�
ределяющих его ферментативную активность. В
этом отношении ДНК�гликозилаза OGG1 чело�
века оказывается схожей с бактериальной 8�ок�
согуанин�ДНК�N�гликозилазой Fpg, несмотря
на отсутствие гомологии этих белков на уровне
как первичной, так и третичной структуры. В
случае Fpg основными параметрами активного
центра, способствующими эффективному ката�
лизу, оказываются конформации остатков Pro1 и
Glu2, выполняющих те же функции, что и Lys249
и Asp268 у фермента OGG1 [54, 55]. Результаты
работы согласуются с сообщениями в литературе
о том, что и мутации, препятствующие продук�
тивному связыванию oxoG в кармане внутри
белковой глобулы OGG1, и связывание oxoG в
неблагоприятной ориентации вызывают кон�
формационные изменения, которые распростра�
няются более чем на 10 Å и достигают каталити�
ческих аминокислотных остатков [48, 49]. Опре�
деление критических для катализа расстояний и
углов позволяет использовать геометрию актив�
ного центра для предсказания активности при�
родных вариантов белка OGG1, что может ока�
заться важным для предсказания индивидуаль�
ного риска развития онкологических заболева�
ний и ответа опухолей на химио� и радиотера�
пию, повреждающую ДНК. Исследования в этом
направлении в данный момент продолжаются.

Финансирование. Исследование поддержано
грантом Российского научного фонда № 18�74�
00052 (моделирование, ферментативная кинети�
ка) и частично проектами базового бюджетного
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Варианты фермента

OGG1 WT

C253I

C253L

Q315W

Таблица 2. Значения кажущейся константы скорости реак�
ции расщепления ферментом OGG1 ДНК�субстрата, со�
держащего пару AP:C

kAP(мутант) : kAP(WT)

1

0,40 ± 0,05

0,46 ± 0,08

0,59 ± 0,08

kAP, мин−1

(1,2 ± 0,1) × 10−2

(0,48 ± 0,05) × 10−2

(0,55 ± 0,09) × 10−2

(0,71 ± 0,07) × 10−2
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8�Oxoguanine�DNA N�glycosylase (OGG1) is a eukaryotic DNA repair enzyme responsible for the removal of
8�oxoguanine (oxoG), one of the most abundant oxidative DNA lesions. OGG1 catalyzes two consecutive reactions,
i.e., N�glycosidic bond hydrolysis (DNA glycosylase activity) and DNA strand cleavage 3′ to the lesion by β�elimina�
tion (lyase activity). The enzyme also possesses the lyase activity on substrates containing apurinic/apyrimidinic (AP)
sites (base�free deoxyribose moieties). OGG1 is highly specific to a base opposite the lesion, efficiently excising oxoG
and cleaving AP sites located opposite C but not opposite A. The enzyme activity is also profoundly decreased by
amino acid substitutions that sterically interfere with binding of oxoG, everted from the DNA helix, in the enzyme
active center. Earlier, the molecular dynamics approach was used to study conformational dynamics of such human
OGG1 mutants complexed with substrate DNA containing oxoG:C pair. It was suggested that the enzyme activity
depends on population density of certain conformers of two OGG1 catalytic residues, Lys249 and Asp268. Here we
report the results of the molecular dynamics study of human OGG1 complexed with DNA containing oxoG:A pair
and OGG1 mutants complexed with DNA containing AP:C pair. We found that low enzyme activity is associated with
a decrease in the populations of certain conformers of Lys249 and Asp268 with optimal configuration for catalysis.
The experimentally measured rate constants for OGG1 mutants show a good agreement with the models. We con�
clude that the population density of catalytically competent conformations of Lys249 and Asp268 in the OGG1 active
site is the major determinant of its enzymatic activity.

Keywords: DNA damage, DNA repair, 8�oxoguanine�DNA N�glycosylase, substrate specificity
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Тимохинон (TQ) обладает широким спектром биологической активности. Большинство исследований, на�
правленных на изучение нейротоксического действия TQ, проводится на моделях раковых клеточных ли�
ний. Данная работа проведена для определения токсических концентраций TQ в первичных культурах ней�
ронов. Показано, что добавление 0,04–0,05 мМ TQ на 24 ч индуцировало дозозависимую гибель культиви�
рованных зернистых нейронов мозжечка (КЗН). Используя CellROX Green и MitoSOX Red, обнаружено, что
гибели клеток предшествует увеличение образования свободных радикалов. Конфокальная и электронная
микроскопия показали, что добавление 0,05 мМ TQ в течение 5 ч индуцировало необычное изменение ло�
кализации митохондрий в клетке, увеличение размеров этих органелл и набухание клеток. Антиоксидант N�
ацетил�L�цистеин (NAC, 2 мМ) значимо защищал КЗН от этого токсического действия. В совокупности
полученные данные позволяют предположить, что TQ может быть токсичным для нормальных нейронов, а
ROS�зависимые процессы изменения митохондрий являются одной из основных причин повреждения и
смерти нейронов, вызванной тимохиноном.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тимохинон, митохондрия, зернистые нейроны мозжечка, N�ацетил�L�цистеин.

DOI: 10.31857/S0320972520020074

ТИМОХИНОН ВЫЗЫВАЕТ ПОВРЕЖДЕНИЕ МИТОХОНДРИЙ
И ГИБЕЛЬ ЗЕРНИСТЫХ НЕЙРОНОВ МОЗЖЕЧКА*

© 2020 E.B. Стельмашук1, Н.С. Четвериков2, С.A. Голышев3,
E.E. Генрихс1, Н.K. Исаев1,2**

Тимохинон (2�метил�5�изопропил�1,4�бен�
зохинон, TQ) был определен как один из основ�
ных компонентов и активный ингредиент в мас�
ле семян Nigella sativa [1]. Этот хинон обладает
широким спектром положительной биологичес�
кой активности, такой как иммуностимулирую�
щая, противовоспалительная и антимутагенная
[2–4]. Тимохинон способен инактивировать су�
пероксид, гидроксил радикал и молекулы син�
глетного кислорода [5]. Показано, что TQ ока�
зывает защитное действие посредством ингиби�
рования процесса перекисного окисления ли�
пидов при ишемическом/реперфузионном по�
вреждении гиппокампа крысы [6], а также за�
щищает культивированные первичные нейроны

крысы от нейротоксичности, вызванной бета�
амилоидом (Абета) [7], путем снижения дисфунк�
ции митохондрий, ингибируя окислительный
стресс [8]. Обнаружено, что TQ защищает куль�
тивированные клетки SH�SY5Y и гиппокампа
крысы от цитотоксичности, индуцированной
мышьяком, снижая дисфункцию митохондрий
[9, 10], а также первичную мезенцефальную кле�
точную культуру от дофаминергической гибели
клеток, вызванной 1�метил�4�фенилпиридини�
ем [11]. Кроме того, митохондриально�направ�
ленные антиоксиданты, содержащие тимохи�
нон, обладают нейропротекторными свойства�
ми [12, 13]. Существует растущий интерес к те�
рапевтическому потенциалу TQ в различных об�
ластях исследований, особенно в терапии рака.
Недавние исследования показали, что TQ про�
являет цитотоксичность для нескольких линий
раковых клеток [14–16], в том числе получен�
ных из нервной ткани [17–20]. Окислительные
или антиоксидантные эффекты TQ зависят от
его концентрации. TQ (как хинон) может быть
восстановлен различными редуктазами, образуя

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : TQ – тимохинон; КЗН –
культивированные зернистые нейроны; NAC – N�ацетил�
L�цистеин; ROS – активные формы кислорода.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�215,
23.12.2019.

** Адресат для корреспонденции.
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семихинон или тимогидрохинон. Как сообща�
лось, последняя молекула обладает антиоксида�
нтным действием, в то же время семихинон
действует как прооксидант путем генерации ак�
тивных форм кислорода (ROS) [14, 21]. Видимо,
TQ индуцирует апоптотическую гибель раковых
клеток посредством окислительного стресса
[14]. Однако следует отметить, что большинство
исследований токсического действия TQ сдела�
но на моделях раковых клеточных линий. В нас�
тоящее время исследования действия TQ, вы�
полненные на нормальных культивируемых
нейронах центральной нервной системы, нем�
ногочисленны. Данное исследование было вы�
полнено для тестирования токсического
действия TQ в первичных культурах нейронов in
vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первичные культуры нейронов мозжечка крыс.
Первичные культуры получали из мозжечка
7–8�дневных крыс линии Вистар, как описано
ранее [22]. Мозжечки отмывали PBS (Дульбек�
ко), не содержащим Са2+ и Mg2+, затем инкуби�
ровали в растворе 0,05%�ного трипсина и
0,02%�ной ЭДТА («Invitrogen», UK) 15 мин при
37 oC. После инкубации ткань дважды промыва�
ли в PBS и диссоциировали повторным пипети�
рованием в питательной среде следующего сос�
тава: фетальная телячья сыворотка (10%), мини�
мальная среда Игла (МЕМ 90%), глутамин
(2 мМ) и HEPES (10 мМ). После мягкого цент�
рифугирования клетки ресуспендировали в не�
обходимом объеме питательной среды того же
состава, содержащей 25 мМ KCl. Суспензию
клеток добавляли в 96�луночный планшет, в
чашки Петри диаметром 35 мм со стеклянным
дном или на покровные стекла, покрытые поли�
L�лизином (0,1, 0,2 или 0,8 мл соответственно).
Клетки культивировали в CO2�инкубаторе (5%�
ная CO2, 36,5 ± 0,5 oC) до шести–семи дней in
vitro (без смены среды).

Фармакологическая обработка. Эксперимен�
ты по определению выживаемости культивиро�
ванных зернистых нейронов мозжечка (КЗН)
крысы проводили в МЕМе с добавлением 1%�
ного B�27minus АО, 0,5 мМ глутамина, 25 мМ
KCl, 10 мМ HEPES и 2 г/л NaHCO3, в состав ко�
торой в зависимости от эксперимента вносили
тимохинон (0,01–0,06 мМ) или другие реагенты.
Эксперименты по определению свободных ра�
дикалов и визуализации митохондрий с по�
мощью родамина 123 проводили в сбалансиро�
ванном солевом растворе следующего состава
(в мМ): NaCl (154), KCl (25), CaCl2 (2,3), MgCl2

(1), NaHCO3 (3,6), Na2HPO4 (0,35), глюкоза
(5,6), HEPES (10), рН 7,3. Уровень хлорида ка�
лия в инкубационном растворе был таким же,
как и в среде культивирования, чтобы предотв�
ратить снижение уровня внутриклеточного
кальция и инициацию апоптоза [23].

Определение выживаемости нейронов. В экс�
периментах по изучению токсичности TQ или
защитного действия NAC выживаемость КЗН
определяли как описано ранее [22]. После инку�
бации с TQ (0,01–0,05 мМ, 24 ч) клеточные
культуры фиксировали смесью этанол–фор�
мальдегид–уксусная кислота (7 : 2 : 1) и окраши�
вали трипановым синим. Для световой микрос�
копии использовали инвертированный микрос�
коп Olympus CKX41 (Япония) с камерой CC12.
Процент выживших нейронов оценивали путем
подсчета морфологически неповрежденных
ядер КЗН в пяти смежных, следующих друг за
другом встык последовательных полях зрения
по диаметру лунки планшета при объективе ×40,
что обеспечивает точную оценку выживаемости
нейронов. Выживаемость необработанных
контрольных культур принимали за 100%, а вы�
живаемость экспериментальных культур под�
считывали в процентах от контроля.

Определение свободных радикалов. CellROX
Green и MitoSOX Red являются флуоресцентны�
ми красителями, используемыми для измерения
уровня ROS. Эти красители могут проникать в
клетку и флуоресцируют только при окислении.
Через 5 ч после начала эксперимента культуры
окрашивали CellROX Green (0,005 мМ) или
MitoSOX Red (0,005 мМ) (30 мин при 36,5 ±
± 0,5°С) и трижды промывали сбалансирован�
ным солевым раствором. Краситель добавляли в
то время, когда такие же культуры демонстриро�
вали выраженные морфологические изменения
в митохондриях, обнаруживаемые с помощью
родамина 123. Флуоресценцию CellROX Green
возбуждали синим светом с длиной волны
485 нм. Излучение регистрировали при 530 нм с
помощью микропланшетного флуоресцентного
сканера (SpectraMax M2, Molecular Devices
USA). Флуоресценцию MitoSOX Red возбужда�
ли зеленым светом с длиной волны 510 нм. Из�
лучение регистрировали при длине волны
580 нм.

Визуализация митохондрий. После 5�часовой
инкубации с TQ (0,05 мМ) клетки загружали
0,005 мМ родамина 123 в течение 15 мин при
36,5 ± 0,5 °С с последующей тройной промыв�
кой в сбалансированном солевом растворе. Ви�
зуализацию митохондрий проводили с по�
мощью конфокального микроскопа Olympus
IX71 (Япония) со встроенными спиннинг�дис�
ком, объективом ×100 и лазером OBIS (США) с
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длиной волны 488 нм, и управляемого програм�
мой Coherent Connection 3. Флуоресцентные
изображения клеток для визуализации митохон�
дрий были сделаны с излучением при >500 нм и
возбуждением при 488 нм.

Электронная микроскопия. Для исследований
с помощью электронного микроскопа были ис�
пользованы культуры, выращенные на покров�
ных стеклах, покрытых поли�L�лизином и по�
мещенных в чашки Петри диаметром 40 мм [24].
Клетки культивировали в течение 6–7 дней in
vitro. После 4–6�часовой обработки TQ (0,05 мМ)
образцы фиксировали в 2,5%�ном растворе глу�
тарового альдегида («SPI Inc.»), 100 мМ какоди�
лата натрия в течение 48 ч при температуре 4 °С
[25]. Фиксированные образцы дважды промы�
вали свежим 100 мМ раствором какодилата нат�
рия и фиксировали в течение 60 мин при темпе�
ратуре 4 °С 1%�ным тетроксидом осмия, раство�
ренным в 100 мМ какодилата натрия. Затем об�
разцы обезвоживали в серии возрастающих кон�
центраций этанола. Дегидратация включала ок�
рашивание 2%�ным уранилацетатом в 70%�ном
этаноле в течение 1 ч при температуре 4 °C. За
этанолом следовали ацетон и увеличивающаяся
серия смесей ацетона и смолы и далее две смены
чистой свежеприготовленной смолы. Наконец,
покровные стекла помещали в силиконовые
формы, заполненные смолой Spi�pon 812 («SPI
Inc.», США) и полимеризовали при 70 °С в тече�
ние 72 ч. Твердые блоки обрезали бритвенными
лезвиями, а ультратонкие срезы (90 нм) готови�
ли с использованием ультрамикротома Ultracut
E («Reichert�Jung», Германия), оснащенного ал�
мазным ножом Ultra 45 («Diatome», Швейца�
рия). Срезы монтировали на покрытых формва�
ром медных сетках и дополнительно контрасти�
ровали 2%�ным водным раствором уранилаце�
тата в течение 40 мин и цитратом свинца в тече�
ние 3 мин. Образцы исследовали с получением
электронных микрофотографий с помощью
электронного микроскопа Jeol JEM�1400
(«JEOL», Япония), работающего при 100 кВ и
оснащенного CCD�камерой Quemesa («Olympus
Soft Imaging Solutions»).

Статистика. Все результаты получены на
9–12 отдельных культурах в 3–4 независимых
экспериментах. Данные исследуемых парамет�
ров имели нормальное распределение и анали�
зировали с помощью t�теста или однофакторно�
го дисперсионного анализа ANOVA с критерием
Ньюмена–Кейлса или Бонферрони. Значения
p < 0,05 рассматривали как статистически зна�
чимые. Результаты представлены в виде средне�
го и ошибки среднего (М ± SEM).

Реагенты. Все среды и добавки, используе�
мые в эксперименте (если не указано другое),

были получены от «Biochrom KG» (Германия);
CellROX Green, MitoSOX Red и родамин 123 – от
«Invitrogen» (США). Тимохинон и другие реа�
генты – «Sigma Chemicals» (Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Токсичность тимохинона. Была исследована
токсичность тимохинона в диапазоне концент�
раций 0,01–0,05 мМ. Обнаружено, что добавле�
ние TQ (0,04–0,05 мМ, 24 ч) в культуры приво�
дит к появлению пикнотических ядер в зернис�
тых нейронах мозжечка. Их образование досто�
верно указывает на гибель клеток. Выживае�
мость клеток оценивали путем подсчета морфо�
логически интактных КЗН (рис. 1). Степень
токсичности тимохинона зависела от его конце�
нтрации в среде культивирования. Для дальней�
шей работы были выбраны концентрации тимо�
хинона, которые по литературным данным про�
являли токсичность для раковых клеток.

Определение окислительного стресса. Изме�
рения уровня ROS с помощью флуоресцентных
зондов показали, что 5�часовое воздействие
0,05 мМ TQ приводило к увеличению флуорес�
ценции CellROX Green в живых КЗН до 334 ±
± 50%, а MitoSOX Red – до 144 ± 10% по сравне�
нию с контролем (рис. 2). Реагент MitoSOX Red
проникает в живые клетки, где он избирательно
накапливается митохондриями. Этот зонд быст�
ро окисляется супероксидом. Окисленный про�
дукт флуоресцирует при связывании с нуклеи�
новыми кислотами. CellROX Green – это про�
никающий в клетки краситель, который прояв�
ляет после окисления ROS ярко�зеленую фотос�
табильную флуоресценцию.

Электронная микроскопия. Для исследования
морфологических изменений, вызванных обра�
боткой TQ зернистых нейронов мозжечка, ис�
пользовали электронную микроскопию. Изуче�
ние клеточной ультраструктуры показало, что
контрольные зернистые нейроны мозжечка,
культивируемые в нормальных условиях, имели
округлую форму тела, большую часть которого
занимало ядро с диффузным хроматином и не�
большими скоплениями (глыбками) конденси�
рованного хроматина. Ультраструктура митохон�
дрий была типичной для нормальных клеток:
митохондрии не были увеличены и имели
овальную или удлиненную форму. Кристы были
хорошо видны, а митохондриальный матрикс
имел более высокую электронную плотность,
чем окружающая цитоплазма (рис. 3). Митохон�
дрии обычно располагались вокруг ядра и в зо�
нах отхождения отростков. В нейронах, обрабо�
танных TQ в течение 5 ч, митохондрии выгляде�
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ли гипертрофированными, но электронная
плотность их матрикса существенно не изменя�
лась. Сами митохондрии собирались в группу в
цитоплазме. Электронная плотность цитоплаз�
мы и ядер нейронов была заметно ниже, чем в

контроле, что, по�видимому, было связано с на�
буханием клеток (рис. 3).

NAC защищает от токсичности тимохинона.
Визуализацию митохондрий проводили путем
окрашивания родамином 123 с использованием
конфокальной микроскопии. В митохондриях
нейронов контрольных культур активно накап�
ливался родамин 123, который имел зеленую
флуоресценцию при облучении синим светом.
Вокруг ядра располагались митохондрии одина�
ковой толщины в форме палочек (рис. 4). В ней�
ронах, обработанных 0,05 мМ TQ в течение 5 ч,
митохондрии были сосредоточены в одной час�
ти клетки, и некоторые из них выглядели набух�
шими. Обработка культур антиоксидантом NAC
(2 мМ) предотвращала аномальное изменение
положения митохондрий в нейронах и набуха�
ние этих органелл (рис. 4).

Подсчет нейронов с нормальной морфоло�
гией в гистологических препаратах показал, что
после воздействия TQ (0,05 мМ, 24 ч) выжило
24 ± 5% клеток. В этих же условиях введение
2 мМ антиоксиданта NAC защищало нейроны
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Рис. 1. Влияние тимохинона (TQ) на жизнеспособность зернистых нейронов мозжечка. а – Культуры фиксировали
смесью этанол�формальдегид�уксусная кислота (7 : 2 : 1) и окрашивали трипановым синим. Пикнотические ядра КЗН
обозначены стрелками. Масштабный отрезок 15 мкм; б – количественная оценка выживаемости нейронов путем подсче�
та морфологически неповрежденных зернистых нейронов мозжечка. Статистически значимое отличие от контрольных
значений (0 мкM TQ), ** p < 0,01.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

Рис. 2. Увеличение флуоресценции CellROX Green (а) и
MitoSOX Red (б) (продукция свободных радикалов) в зер�
нистых нейронах мозжечка (5�часовая обработка тимохи�
ноном, 0,05 мМ) в среде культивирования. Количествен�
ная оценка специфической флуоресценции зонда

а б

а

б
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от токсического воздействия (рис. 5): выживае�
мость нейронов увеличивалась до 82 ± 2%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

TQ проявляет широкий спектр биологичес�
кой активности, включая антиоксидантный,
нейропротекторный, антипролиферативный,
антиметастатический, цитотоксический, про�
апоптотический и связанные с действием нату�
ральных киллеров цитотоксические эффекты
[26–30]. Противоопухолевые эффекты TQ, в ос�
новном, связаны с индукцией остановки кле�
точного цикла в G2/M фазах и стимуляции
апоптотических путей с ингибированием ауто�
фагии, ангиогенеза, инвазии и миграции, а так�

же с повышением эффективности химиотера�
певтических препаратов [31]. Несколько иссле�
дований показали, что TQ проявляет терапевти�
ческий эффект при лечении опухолей централь�
ной нервной системы. Тимохинон ингибирует
рост клеток медуллобластомы человека, инду�
цируя окислительный стресс и каспазозависи�
мый апоптоз, одновременно подавляя сигнали�
зацию NF�kB и экспрессию IL�8 [32]. Он также
уменьшает миграцию и инвазию клеток глио�
бластомы человека [33]. Большинство исследо�
ваний нейротоксического действия TQ выпол�
нено на моделях раковых клеточных линий. В
настоящее время исследования действия TQ,
выполненные на нормальных культивируемых
нейронах центральной нервной системы, нем�
ногочисленны. Данное исследование проводи�
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Рис. 3. Трансмиссионная электронная микрофотография культивированных зернистых нейронов мозжечка. а–б) Кон�
трольную культуру инкубировали в нормальной питательной среде. Митохондрии и другие компартменты выглядят не�
поврежденными; в–г) клетки после 5�часового воздействия 0,05 мМ TQ в среде культивирования. Отмечается увеличение
размеров митохондрий. Сами митохондрии группируются в цитоплазме в непосредственной близости от места отхожде�
ния отростка. Наблюдается заметное набухание тела клетки и ядра. Масштабный отрезок 1,5 мкм
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Рис. 4. NAC предотвращает вызванное тимохиноном (0,05 мМ, 5 ч) изменение локализации митохондрий в теле нейрона
и набухание этих органелл. Живые зернистые нейроны мозжечка в диссоциированной культуре окрашивали родамином
123. Митохондрии указаны стрелками. Треугольники указывают на набухание митохондрий. Масштабный отрезок 15 мкм

Рис. 5. Антиоксидант NAC ослабляет токсическое действие TQ в культивируемых зернистых нейронах мозжечка. Культу�
ры фиксировали смесью спирт�формальдегид�уксусная кислота (7 : 2 : 1) и окрашивали трипановым синим. Нормальные
ядра КЗН обозначены стрелками. а – Контроль; б – TQ; в – TQ+NAC. Масштабный отрезок 15 мкм; г – количественная
оценка выживаемости нейронов.
С цветным вариантом рис. 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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ли на диссоциированных культурах нейронов
мозжечка крыс. Большим преимуществом та�
кой культуры клеток является морфологическая
и нейрохимическая однородность нейронов,
что делает ее хорошей моделью для изучения
патологических процессов в нейронах, в том
числе, цитотоксичности [22, 25, 34, 35]. Показа�
но, что введение 0,03–0,05 мМ TQ индуцирова�
ло дозо�зависимую гибель нейронов в культу�
рах. По�видимому, токсическое действие TQ
связано с нарушением ионного баланса в ци�
топлазме и набуханием клеток, так как при ис�
следовании ультраструктуры нейронов выявле�
но снижение электронной плотности цитоплаз�
мы и ядер этих клеток. В более ранних работах
интервал токсических концентраций TQ был
определен на клетках медуллобластомы челове�
ка, нейробластомы мыши (Neuro�2a) и глио�
бластомы человека [18, 32, 33]. Авторы отмечали,
что TQ проявлял цитотоксическое действие на
клетки глиобластомы в концентрации 0,05 мМ,
не оказывая существенного влияния на жизне�
способность нормальных астроцитов или фиб�
робластов [33]. Токсичность TQ в концентрации
0,05 мМ показана и для клеток медуллобласто�
мы. Это вещество приводило к увеличению
уровня ROS, который отвечает за индукцию
апоптоза в клетках медуллобластомы [32]. Ис�
пользуя CellROX Green и MitoSOX Red в качест�
ве зондов для определения внутриклеточных
свободных радикалов, мы показали, что TQ вы�
зывает избыточное образование свободных ра�
дикалов в нормальных нейронах в условиях
культивирования. Тот факт, что антиоксидант
NAC защищает нейроны от гибели, вызванной
тимохиноном, также подтверждает участие
окислительного стресса в механизме поврежде�
ния нейронов при этом токсическом воздей�
ствии. MitoSOX Red – это флуоресцентный кра�
ситель, специально направленный на митохон�
дрии живых клеток; с помощью этого реагента
можно обнаружить продукцию супероксида ми�
тохондриями [36, 37]. Митохондрии являются
не только важными источниками ROS в клетке,
но и одной из главных мишеней для этих хими�
чески активных молекул. Продукция свободных
радикалов, вызванная тимохиноном, в культу�
рах нейронов сопровождалась изменением ло�
кализации митохондрий. Как правило, митохон�

дрии КЗН располагаются вокруг ядра, тогда как
TQ вызывал необычное скопление этих орга�
нелл в ограниченной области цитоплазмы. Кро�
ме того, TQ приводил к увеличению размеров
этих органелл и их набуханию. Присутствие ан�
тиоксиданта NAC в среде культивирования пре�
дотвращало все изменения митохондрий, выз�
ванные токсическим действием TQ, что может
указывать на роль свободных радикалов в пов�
реждении митохондрий, вызванном тимохино�
ном. Следует отметить, что в клетках рака моче�
вого пузыря TQ в концентрациях, токсичных
для нейронов, может индуцировать цитоток�
сичность, а также вызывать дисфункцию мито�
хондрий [38]. Интересно, что одним из меха�
низмов защитного действия TQ является его ан�
тиоксидантное действие [39]. Однако известно,
что многие антиоксиданты в высоких концент�
рациях проявляют прооксидантную активность,
могут вызывать окислительный стресс и гибель
клеток. Проявление прооксидантных свойств
зависит от химической природы антиоксидан�
та, наличия металлов переменной валентности
используемой концентрации, например, силь�
ным антиоксидантом является SkQ1 (10 (6′�
пластохинонил) децил�трифенилфосфоний),
который в высоких концентрациях проявляет
свойства прооксиданта [40].

Таким образом, все эти факты позволяют
предположить, что TQ может быть токсичным
для нормальных нейронов, а ROS�зависимые
процессы деструкции митохондрий могут быть
одной из основных причин повреждения и гибе�
ли нейронов, вызванной тимохиноном.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Все процедуры,
выполненные в исследованиях с участием жи�
вотных, соответствовали этическим стандартам
учреждения, в котором проводили исследова�
ния, и утвержденным правовым актам РФ и
международных организаций. Обращение и
экспериментальные процедуры с животными
выполняли в соответствии с директивами Сове�
та Европейского сообщества 86/609/ЕЕС об ис�
пользовании животных для экспериментальных
исследований.
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Thymoquinone (TQ) exhibits a wide spectrum of biological activities. Most studies on the neurotoxic action of TQ
have been carried out in cancer cell lines. Here, we studied the toxic effect of TQ in primary neuronal cultures in vitro.
Incubation with 0.04�0.05 mM TQ for 24 h induced the death of cultured cerebellar granule neurons (CGNs) in a
dose�dependent manner. Neuronal death was preceded by an increase in the reactive oxygen species (ROS) genera�
tion, as demonstrated using CellROX Green and MitoSOX Red. Confocal and electron microscopy showed that incu�
bation with 0.05 mM TQ for 5 h induced changes in the intracellular location of mitochondria and mitochondria
hypertrophy and cell swelling. The antioxidant N�acetyl�L�cysteine (2 mM) protected CGNs from the toxic action
of TQ. Taken together, these facts suggest that TQ is toxic for normal neurons, while ROS�induced changes in the
mitochondria can be one of the major causes of the TQ�induced neuronal damage and death.
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Пренатальную гипергомоцистеинемию (ПГГЦ) вызывали путем хронической метиониновой нагрузки во
время беременности крыс, что приводило к значительному повышению уровня гомоцистеина не только в
крови самок, но и крови и мозге их плодов. При проведении морфометрических исследований на 20"й день
беременности отмечалось существенное уменьшение массы плаценты, плодов и их мозга. Установлено, что
ПГГЦ приводит к активации материнской иммунной системы, сопровождающейся увеличением содержа"
ния провоспалительного IL"1β в крови самок крыс и плодной части плаценты. ПГГЦ вызывала увеличение
содержания предшественников нейротрофических факторов BDNF (29 кДа) и NGF (31 кДа) и снижение
уровня нейрегулина NRG1 в плаценте, а также увеличение содержания изоформы BDNF (29 кДа) и NRG1
в мозге плодов. В мозге плодов, перенесших ПГГЦ, было обнаружено также повышение активности каспа"
зы"3. Предполагается, что изменение процессинга нейротрофинов при ПГГЦ, наряду с окислительным
стрессом и инициируемым им воспалительным процессом, а также апоптозом, играет важную роль в нару"
шениях развития мозга потомства.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пренатальная гипергомоцистеинемия, нейротрофические факторы, провоспали"
тельные цитокины, плацента, мозг плодов.
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Пренатальная гипергомоцистеинемия (ПГГЦ)
относится к числу факторов, приводящих к из"
менению структуры и функции различных кле"
ток, систем органов и путей гомеостаза развиваю"
щегося организма, повышая риск возникнове"
ния в дальнейшем различных патологических
состояний. Несмотря на то, что ключевая роль в

адаптации материнского организма к беремен"
ности, росте и развитии плода принадлежит
плаценте, достаточно мало известно, какие про"
цессы, характеризующие ее функциональное
состояние, наиболее подвержены воздействию
нейротоксических соединений, вызывающих
нарушения развития нервной системы в раннем
неонатальном периоде и зачастую проявляю"
щихся впоследствии у детей и взрослых в виде
тяжелых неврологических и психических забо"
леваний (аутизм, шизофрения) [1–3].

В последнее время расширяется круг иссле"
дований, посвященных изучению роли в пла"
центе нейротрофических факторов, участвую"
щих в формировании нервной системы плода.
Известно, что нейротрофический фактор мозга
(BDNF) и фактор роста нервов (NGF) принима"
ют участие в жизненно важных процессах роста
и дифференциации нейронов центральной и пе"
риферической нервной системы развивающего"
ся плода [4–7]. Внимание исследователей, наря"
ду с BDNF и NGF, привлекает изучение нейре"
гулинов, выполняющих нейропротекторную

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : BDNF – нейротрофичес"
кий фактор мозга; IL"1β – интерлейкин"1β; IL"6 – интер"
лейкин"6; NGF – фактор роста нервов; NRG1 – нейрегу"
лин 1; p75NTR – рецептор р75 нейротрофинов; TNF"α –
фактор некроза опухоли α; АФК – активные формы кис"
лорода; ГГЦ – гипергомоцистеинемия; ГЦ – гомоцисте"
ин; Е3 – 3"й день беременности; Е7 – 7"й день беремен"
ности; Е12 – 12"й день беременности; Е20 – 20"й день
эмбрионального развития; МЧП – материнская часть пла"
центы; ОС – окислительный стресс; ПГГЦ – пренаталь"
ная гипергомоцистеинемия; ПЧП – плодная часть пла"
центы.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли"
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19"137,
16.12.2019.

** Адресат для корреспонденции.
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функцию при развитии плода и новорожденно"
го [8, 9].

Нарушения функций мозга плода под влия"
нием гомоцистеина (ГЦ) могут быть также свя"
заны с повышением уровня в крови матери про"
воспалительных цитокинов, способных прони"
кать через фетоплацентарный барьер и вызы"
вать долгосрочные нарушения развития мозга у
потомства. Эффект провоспалительных цито"
кинов обычно опосредован изменением под их
влиянием содержания нейротрофических фак"
торов, причем не только в мозге плода, но и в
плаценте, где эти факторы, как предполагается,
оказывают цитопротекторное действие [4–7].

Целью данной работы было изучение дина"
мики развития ПГГЦ при хронической метиони"
новой нагрузке крыс и выяснение, какое воздей"
ствие оказывает она на содержание провоспали"
тельных цитокинов и наиболее значимых в фор"
мировании нервной системы плода нейротрофи"
ческих соединений (BDNF, NGF, а также нейре"
гулин 1, NRG1) в плаценте и мозге эмбрионов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использованы беременные
самки крыс линии Вистар (5–6 мес.), которые
были разделены на 2 группы. Первая группа со"
стояла из животных, находившихся на стандарт"
ном рационе, и их плодов, взятых на 20"й день
эмбрионального развития (Е20). Вторую группу
составили самки крыс, получавшие метионино"
вую нагрузку на фоне стандартного рациона, и
их плоды на тот же день эмбрионального разви"
тия. У самок крыс анализировали плаценту и
сыворотку крови, у плодов – цельный мозг. При
проведении работ использовали разработанный
нами ранее метод моделирования гипергомо"
цистеинемии (ГГЦ) матери, основанный на до"
зированной метиониновой нагрузке, создавае"
мой путем принудительного перорального вве"
дения экспериментальным животным 0,15%"го
водного раствора L"метионина (0,10–0,15 г в
расчете на животное, ежедневно, начиная с чет"
вертого дня после оплодотворения до родораз"
решения) [10]. Состояние ГГЦ оценивали путем
определения содержания общего L"ГЦ в сыво"
ротке крови самок крыс на иммунохемилюми"
несцентном анализаторе «Architect i1000»
(«Abbott», США) через 1, 6, 18 и 24 ч после вве"
дения метионина. Для отслеживания суточной
динамики концентрации ГЦ в крови на 3"й (Е3,
т.е. до начала введения метионина или воды),
7"й (Е7), 12"й (Е12) дни беременности у самок
забирали кровь из десны [11] и на 20"й день
(Е20) после декапитации. На Е20 у самок обеих

групп были извлечены плоды и плаценты, у пло"
дов был произведен забор ткани мозга и крови в
те же временные интервалы после введения ме"
тионина или воды. Были проанализированы
классические параметры развития, такие как
масса плаценты, масса тела и мозга эмбрионов
на E20. Сыворотку крови отделяли путем цент"
рифугирования (2000 g 10 мин) и хранили при
–80 °С до начала анализа. Перед началом анали"
за плаценту отмывали от крови в 0,001М фос"
фатном буфере (pH 7,4) и разделяли на материн"
скую (МЧП) и плодную (ПЧП) части.

Содержание провоспалительных цитокинов
определяли твердофазным ИФА методом с ис"
пользованием тест"систем Quantikine Rat IL"6,
Quantikine Rat IL"1 beta/IL"1F2 Quantikine Rat
TNF"α («R&D Systems», США), предназначен"
ных для определения крысиного интерлейкина"6
(IL"6), интерлейкина"1β (IL"1β) и фактора нек"
роза опухоли α (TNF"α) в супернатантах, сыво"
ротке и плазме крови. 

Определение содержания NRG1 в плаценте
и цельном мозге плодов проводили с помощью
тест"системы NRG1"beta 1 ELISA Kit
(«RayBiotech», США) согласно протоколу про"
изводителя.

Для проведения Вестерн"блот анализа гомо"
генаты тканей мозга и плаценты готовили на
0,001 М фосфатном буфере (pH 7,4) в соотноше"
нии 1 к 2 (m/V) в стеклянном гомогенизаторе,
затем центрифугировали 16 000 g в течение
20 мин для удаления клеточного дебриса. Кон"
центрацию общего белка в пробах оценивали по
методу Бредфорда [12]. Образцы, содержащие
по 50 мкг белка, разделяли в 10%"м полиакрила"
мидном геле в денатурирующих условиях по
Лэммли и переносили на PVDF"мембрану.
Мембраны блокировали раствором 2%"го аль"
бумина «(Sigma"Aldrich Chem. Co.», СШA) в
растворе TBST (50 мM Tris"HCl; 150 мM NaCl;
0,1% Tween 20). Содержание BDNF выявлялось
с помощью специфичных первичных антител
Anti"BDNF antibody [EPR1292] (rabbit Ab 1:1000,
«Abcam», США). Чтобы оценить относительные
концентрации NGF в исследуемых образцах, мы
использовали Anti"NGF antibody [EP1320Y]
(rabbit Ab 1:1000, «Abcam»), которые распознают
иммунореактивные формы NGF ~ 30 кДа. Пос"
ле инкубации с соответствующими HRP"конъю"
гированными козьими антителами (1:1000,
«BioRad», СШA), сигналы визуализировали с
помощью усиленной хемилюминесценции
(ECL «BioRad»). Интенсивность полос, полу"
ченных в результате иммуноблоттинга, опреде"
ляли с помощью программного обеспечения
ImageLab. Руководствуясь существующими ре"
комендациями по процедуре нормализации со"
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держания белка"мишени [13], полученные дан"
ные были нормализованы по глицеральдегид"3"
фосфат дегидрогеназе (GAPDH (14C10) Rabbit
Ab, 1:1000, Cell Signaling) и содержанию общего
белка в геле, определяемого с помощью техно"
логии stain�free («BioRad») согласно инструкции
производителя.

Для анализа активности каспазы"3 был ис"
пользован буфер (20 мМ HEPES; 0,1%"ный
CHAPS; 2 мМ EDTA, 5 мМ DTT, pH 7,4). В ка"
честве субстрата использовали 4 мМ раствор
синтетического пептида Ac"DEVD"pNA (аце"
тил"Asp"Glu"Val"Asp"p"нитроанилид). Пробы,
содержащие 120 мкг белка, инкубировали в тер"
мостате при 37 °С 10 мин, измерили оптическую
плотность при 405 нм, после добавления
субстрата инкубировали планшет при 37 °С и
измеряли оптическую плотность при 405 нм че"
рез каждые 5 мин в течение 25 мин. Активность
каспазы выражается в мкмоль продукта реакции
pNA/мин/мг белка.

Статистическая обработка осуществлена с ис"
пользованием программы STATISTICA 10.0
(«StatSoft», США). Для сравнения изучаемых по"
казателей применяли непараметрический U"кри"
терий Манна–Уитни либо параметрический t"
тест для независимых выборок. Характер распре"
деления данных оценивали с помощью критерия
Шапиро–Уилка. Данные представлены как сред"
нее значение ± SEM или Me [25%, 75%] (Ме – ме"
диана, 25% и 75% – 1"й и 3"й квартили) по мень"
шей мере шести независимых экспериментов.
Критический уровень значимости при проверке
статистических гипотез принимали равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как показали проведенные исследования,
использованная нами модель метиониновой
нагрузки приводит к повышению содержания
уровня ГЦ в крови беременных самок крыс,
крови и мозге плодов (рис. 1). На Е3, до начала
введения воды (контроль) или метионина, уро"
вень ГЦ в сыворотке крови самок составлял
5,7 ± 0,37 мкмоль/л в контрольной группе и
5,7 ± 0,70 мкмоль/л в подопытной группе крыс.
На Е7 у самок крыс забирали кровь через 1, 6, 18
и 24 ч после введения метионина. Как видно из
рис. 1, а, уже через 1 ч после перорального введе"
ния метионина наблюдается значимое (p � 0,01)
повышение содержания ГЦ с максимальной кон"
центрацией через 6 ч (130,60 ± 33,48 мкмоль/л)
по сравнению с контрольной группой животных
(5,23 ± 0,10 мкмоль/л). Однако к 18"ти часам
уровень ГЦ в крови крыс подопытной группы
снижается до контрольных значений и состав"
ляет (5,46 ± 0,14 мкмоль/л). На Е12 и Е20 дина"
мика изменений повторяется, однако концент"
рация ГЦ приходит к норму значительно позже
– только к 24"м часам после введения метиони"
на. Таким образом, максимальный уровень ГЦ,
превышающий контрольный в десятки раз, наб"
людался у беременных самок крыс через 1–6 ч
после введения метионина. 

Хроническое введение крысам при беремен"
ности метионина вызывало повышение уровня
ГЦ после каждого сеанса метиониной нагрузки
не только в крови матерей, но и в крови и мозге
их плодов на Е20. Уровень ГЦ быстро достигал
максимальных значений (через 1–6 ч), затем
постепенно снижался, становясь через 24 ч ста"
тистически не отличимым от контрольных зна"
чений (рис. 1, б, в).

Наряду с повышением уровня ГЦ в крови
при ПГГЦ наблюдалось изменение морфомет"
рических показателей. На Е20 было зарегистри"
ровано уменьшение массы плаценты и массы

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  2  2020

250

Рис. 1. Суточная динамика содержания ГЦ через 1 ч, 6 ч,
18 ч и 24 ч после приема беременными самками метиони"
на (ГГЦ) или воды (контроль). а – Суточная динамика со"
держания ГЦ в сыворотке крови беременных самок крыс
на третий (Е3), седьмой (Е7), двенадцатый (Е12) и двадца"
тый (Е20) день беременности (n = 5–7); б – суточная дина"
мика содержания ГЦ в сыворотке крови плодов на E20 (n =
4–6) (ПГГЦ – пренатальная гипергомоцистеинемия);
в – суточная динамика содержания ГЦ в мозге плодов на
E20 (n = 4–6) (ПГГЦ – пренатальная гипергомоцистеине"
мия); * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. Данные представлены как сред"
нее арифметическое и ошибка среднего (M ± SEM)

а

б в
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плодов при ПГГЦ (p < 0,001). Следует особо
подчеркнуть, что были получены данные о зна"
чимом снижении массы мозга плодов, подверг"
шихся влиянию ПГГЦ, почти на 10% (рис. 2).

При определении влияния ПГГЦ на уровень
провоспалительных цитокинов было установле"

но повышение содержания IL"1β в крови бере"
менных самок крыс и ПЧП через 24 ч после пос"
леднего введения метионина. Как показано на
рис. 3, а, б, содержание IL"1β в сыворотке крови
подопытных животных при этом возрастает в 6
раз, достигая 30 пг/мл (p < 0,001), а в ПЧП –
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Рис. 2. Масса плаценты на 20"й день беременности (n = 80) (а), плода на E20 (n = 80) (б) и мозга плода на E20 (n = 80) (в)
в контрольной группе (Контроль) и в группе с пренатальной гипергомоцистеинемией (ПГГЦ); * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. Дан"
ные представлены как среднее арифметическое и ошибка среднего (M ± SEM)

Рис. 3. Содержание провоспалительных цитокинов в сыворотке крови беременных самок крыс (n = 13) (а), в плодной час"
ти плаценты самок крыс на 20"й день беременности (n = 13) (б), в материнской части плаценты самок крыс на 20"й день
беременности (n = 13) (в) в контрольной группе (контроль) и у крыс с экспериментальной гипергомоцистеинемией
(ГГЦ). Содержание провоспалительных цитокинов в мозге плодов на E20 (г) в контрольной группе (контроль) и в груп"
пе, перенесших пренатальную гипергомоцистеинемию (ПГГЦ); * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. Данные представлены как среднее
арифметическое и стандартная ошибка среднего (M ± SEM)
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около 2 раз, составляя более 10 пг/мг белка
(p < 0,05). В МЧП уровень провоспалительных
цитокинов при этом не изменялся (рис. 3, в).
ГГЦ не оказывала действия также на содержа"

ние других провоспалительных цитокинов (IL"6,
TNF"α) в крови матери и плаценте. Следует от"
метить, что в мозге плодов на Е20 при этом от"
сутствовали изменения в содержании не только
IL"6 и TNF"α, но и IL"1β (рис. 3, г).

Использованный нами подход с применени"
ем иммуноблоттинга позволил выявить в МЧП и
ПЧП, а также в мозге плодов на Е20 две полосы
окрашивания: ~14 кДа, по мол. массе соответ"
ствующую зрелой изоформе BDNF (mBDNF), и
~29 кДа, которая может соответствовать пред"
шественнику BDNF (proBDNF) и/или его усе"
ченной форме (truncated BDNF) (рис. 4, а, б).
Полученные результаты указывают на то, что в
ПЧП обнаруживаются следовые количества зре"
лой формы BDNF, тогда как в МЧП она содер"
жится в сопоставимых количествах с мозгом
плодов (75,6 ± 11,37 усл. ед. и 78,5 ± 3,22 усл.ед.
соответственно) и не изменяется при ПГГЦ.
Наряду с этим, содержание фракции BDNF с
мол. массой 29 кДа в ПЧП и МЧП значительно
выше, по сравнению со зрелой формой нейро"
трофина, и увеличивается под влиянием ПГГЦ
(p < 0,05). В мозге плодов содержание этой изо"
формы также превышает количество mBDNF и
повышается в условиях ПГГЦ. Содержание изо"
формы BDNF с мол. массой 14 кДа было значи"
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Рис. 4. Содержание BDNF и NGF в плодной (ПЧП, n = 6) и материнской (МЧП, n = 10) частях плаценты крыс на 20"й
день беременности и в мозге плодов на E20 (n = 10) в контрольной группе (контроль) и группе животных, перенесших
пренатальную  гипергомоцистеинемию (ПГГЦ). а –  Репрезентативный Вестерн"блот двух изоформ BDNF (~29 кДа и ~14
кДа); б – результаты денситометрического анализа содержания изоформ  BDNF (ось ординат – интенсивность полос в
пикселях, полученных методом иммуноблоттинга, выраженная в условных единицах); в –  репрезентативный Вестерн"
блот NGF; г – результаты денситометрического анализа содержания NGF (ось ординат – интенсивность полос в пиксе"
лях, полученных методом иммуноблоттинга, выраженная в условных единицах); *** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05. Данные представ"
лены как среднее арифметическое и стандартная ошибка среднего (M ± SEM)

Рис. 5. Содержание нейротрофического фактора NRG1 в
материнской (МЧП), плодной (ПЧП) частях плаценты
крыс и в мозге плодов на Е20 (n = 8), выявленное иммуно"
ферментным методом в контрольной группе (контроль) и
группе животных при экспериментальной гипергомоцис"
теинемии (ПГГЦ); * p ≤ 0,05. Данные представлены как Me
[25%, 75%]
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тельно снижено по сравнению с изоформой
29 кДа в плаценте (соотношение р14/p29 в МЧП
в контрольной группе составило 0,195 ± 0,027, в
подопытной группе – 0,130 ± 0,029; соотноше"
ние р14/p29 в ПЧП в контрольной группе соста"
вило 0,017 ± 0,014, в подопытной группе –
0,011 ± 0,005), в то время как в ткани мозга пло"
дов содержание обеих изоформ различалось не
столь заметно (соотношение р14/p29 в кон"
трольной группе составило 0,707 ± 0,035, в груп"
пе с ПГГЦ – 0,668 ± 0,037). ПГГЦ вызывала уве"
личение уровня изоформы 29 кДа как в плацен"
те, так и мозге плодов и не влияла на содержа"
ние изоформы 14 кДа, следует отметить, что на"
иболее значительно при этом возрастало содер"
жание изоформы 29 кДа в МЧП.  На рис. 4, в, г
представлены данные, свидетельствующие о
том, что метод иммунноблота, наряду с опреде"
лением изоформ BDNF, может быть успешно
использован для выявления в плаценте фактора
роста нервов NGF. Установлено, что изоформа
NGF с мол. массой ~ 31 кДа также, как и изо"
форма BDNF 29 кДа присутствует как в МЧП,
так и ПЧП, а также в мозге плодов на Е20. По"
казано, что в МЧП и ПЧП, по аналогии с изо"
формой BDNF с мол. массой 29 кДа уровень
NGF возрастает при ГГЦ, но в мозге плодов на
Е20 при этом отмечается лишь тенденция к его
увеличению, что, возможно, обусловлено зна"
чительным разбросом полученных данных. 

Исследование содержания нейротрофина
NRG1 в ПЧП не выявило достоверных измене"
ний данного показателя в экспериментальной
группе по сравнению с контролем. Однако в
МЧП в группе с введением метионина обнару"
жено достоверное снижение содержания данно"
го ростового фактора (p < 0,05). Исследование
содержания NRG1 выявило его повышение в

ткани мозга плодов на Е20, матери которых по"
требляли метионин, в 1,66 раза по сравнению с
плодами контрольной группы (рис. 5).

Обнаружена повышенная активность фер"
мента каспазы"3 в мозге плодов на E20, перенес"
ших ПГГЦ. Данное наблюдение выражалось в
повышенном приросте продукта ферментатив"
ной реакции, где он составил 3,74 ± 0,17 мкмоль
pNA/мин/мг белка, по сравнению с контроль"
ными животными, где данный показатель был
равен 3,16 ± 0,19 мкмоль pNA/мин/мг белка
(p < 0,05) (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на то, что ПГГЦ является причи"
ной возникновения глубоких функциональных
нарушений ЦНС потомства, о чем свидетель"
ствуют работы, опубликованные ранее нами [14,
15], а также другими отечественными и зарубеж"
ными исследователями [16–21], не представля"
ется окончательно ясным, чем вызваны эти на"
рушения, и в какой мере они обусловлены изме"
нением функционального состояния плаценты.
ГГЦ у матери сопровождается, как отмечается в
вышеперечисленных экспериментальных иссле"
дованиях, повышением содержания ГЦ в крови
новорожденных животных. В этой связи важно
отметить, что в настоящем исследовании нами
впервые обнаружена ПГГЦ эмбрионов, у мате"
рей которых в период беременности уровень ГЦ
был повышен. Можно представить, что ГЦ, об"
разующийся в повышенной концентрации вслед"
ствие нарушения его метаболизма, легко пре"
одолевает фетоплацентарный барьер путем
простой диффузии или связываясь со специфи"
ческим белком"транспортером [22]. Нами ранее
было установлено, что одной из причин нейро"
токсического действия ПГГЦ является повы"
шенная чувствительность клеток нервной систе"
мы к эксайтотоксическому и окислительному
повреждению, о чем можно судить на основании
данных о подавлении в этих условиях функции
NMDA"рецепторов глутамата [23], снижении
выживаемости нейронов при повышенной гене"
рации активных форм кислорода (АФК), умень"
шении содержания низкомолекулярных антиок"
сидантов и ингибировании активности антиок"
сидантных ферментов [24, 25].  Роль окислитель"
ного стресса (ОС) в индуцированных ГГЦ нару"
шениях развития нервной системы и когнитив"
ной функции потомства подтверждается также
тем, что они могут быть устранены путем введе"
ния животным во время беременности мелато"
нина и некоторых коротких пептидов, обладаю"
щих антиоксидантными свойствами [14, 17, 26].
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Рис. 6. Активность каспазы"3 в гомогенате мозга плодов на
Е20 в контрольной группе (контроль, n = 16) и в группе,
перенесших пренатальную гипергомоцистеинемию
(ПГГЦ, n = 21); * p ≤ 0,05. Данные представлены как сред"
нее арифметическое и стандартная ошибка среднего
(M ± SEM)
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Полученные нами результаты о стимулиро"
вании под влиянием ОС продукции IL"1β при
ПГГЦ согласуются с экспериментальными дан"
ными, полученными рядом исследователей на
взрослых животных. Установлено, что острая и
хроническая ГГЦ вызывает повышение содер"
жания провоспалительных цитокинов (IL"1β,
IL"6, TNF"α) в крови и мозге крыс [27, 28].
Предполагается, что одним из механизмов про"
воспалительного эффекта ГЦ является его воз"
действие на плацентарные макрофаги, приводя"
щее к усилению ими синтеза и секреции про"
воспалительных цитокинов [29]. Важная роль в
активации этой секреции отводится повыше"
нию уровня образования АФК макрофагами и
клетками эндотелия сосудов в ответ на повыше"
ние уровня ГЦ в крови. В эндотелиальных клет"
ках ГГЦ через усиление генерации АФК может
вызвать системное воспаление, сопровождаю"
щееся высвобождением IL"1β [30]. Полученные
нами результаты позволяют рассматривать
ПГГЦ в качестве фактора, приводящего к избы"
точной активации материнской иммунной сис"
темы, следствием чего является повышение
уровня в крови провоспалительных цитокинов,
в частности, IL"1β, способного проникать через
фетоплацентарный барьер, что может вызывать
нейродегенеративные и другие долгосрочные
нарушения развития мозга у потомства [31–33].
Повышенное содержание IL"1β может быть
обусловлено индукцией его экспрессии при
участии NMDA"рецепторов глутамата, что было
показано рядом авторов при фокальной ише"
мии мозга [34, 35]. Исходя из значения NMDA"
рецепторной сигнальной системы в нейроток"
сичности ГЦ, нельзя исключить функциониро"
вания этого механизма в условиях ПГГЦ.

Подобный эффект IL"1β и других провоспа"
лительных цитокинов может быть опосредован
изменением под их воздействием содержания
нейротрофических факторов, причем как в моз"
ге плодов, так и плаценте, где эти факторы, как
предполагается, проявляют цитопротекторный
эффект и играют существенную роль в процес"
сах плацентарного ангиогенеза [36–38]. Полу"
ченные данные свидетельствуют о существен"
ном изменении уровня нейротрофинов в пла"
центе. Известно, что в плаценте осуществляется
синтез ряда нейроактивных соединений, кото"
рые проникают через фетоплацентарный барьер
и оказывают влияние на развитие мозга плода
[36, 39], причем следует ожидать, что в условиях
развития провоспалительного процесса, инду"
цированного ПГГЦ, их продукция может изме"
няться. В этой связи следует отметить, что изу"
чению роли нейротрофинов (включая исследуе"
мые нами BDNF и NGF), продуцируемых, в том

числе, и различными клетками иммунной сис"
темы, придается большое значение при разви"
тии нейродегенеративных заболеваний [40].

NRG1 (как BDNF и NGF) участвует в регу"
ляции пролиферации, миграции, дифференци"
ровки различных клеток и в процессах синапто"
генеза. Как показано в данной работе, уровень
NRG1 возрастает в мозге плодов на Е20 парал"
лельно со снижением в МЧП. Известно, что
NRG1 также принимает участие в регуляции ме"
таболизма метионина, а, следовательно, и ГЦ, в
нейронах за счет стимуляции работы метионин"
синтазы метилкобаламином и активации синте"
за глутатиона [41]. Полученные результаты  сви"
детельствуют о том, что плацентарный NRG1
может проявлять защитные свойства против
нейротоксического влияния ГГЦ матери на
плод. Несмотря на установленную роль NRG1 в
развитии мозга плода [8, 9], исследования, нап"
равленные на изучение функций данного фак"
тора в плаценте, единичны. Были показаны
экспрессия и секреция нейрегулина NRG1
стромальными децидуальными клетками и выс"
казано предположение о его роли в паракрин"
ной регуляции выживаемости, дифференциров"
ки и обеспечении адекватной инвазии клеток
вневорсинчатого трофобласта, благодаря акти"
вации сигнальных путей, приводящих к подав"
лению апоптоза [42], который, как известно,
усиливается при ГГЦ, вызывая гибель клеток
трофобласта [43, 44].

Противоапоптотическими свойствами обла"
дают также и нейротрофические факторы
BDNF и NGF [45], уровень которых в плаценте
при ПГГЦ, согласно полученным нами данным,
возрастал. Однако необходимо принять во вни"
мание, что обнаруженное повышение содержа"
ния касалось только их незрелых изоформ. На"
ряду с этим, полученные результаты показыва"
ют, что содержание mBDNF, образующегося в
результате протеолитического процессинга бел"
ка"предшественника proBDNF [46, 47], в пла"
центе незначительно, и оно не изменится под
влиянием ППГЦ. По мнению некоторых авто"
ров, критические периоды развития плаценты и
мозга плода находятся под влиянием схожих био"
логических сигналов [48]. Тот факт, что BDNF
является одним из факторов, который активно
участвует в критических процессах развития
нервной системы плода, может указывать на
возможность наблюдения сходных изменений в
содержании BDNF в мозге плода и плаценте на
одном и том же этапе пренатального развития
[49]. Полученные результаты о сопоставимости
уровней нейротрофинов в развивающемся моз"
ге (Е20) и плаценте согласуются с данными ис"
следователей, которые указывают на то, что
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экспрессия мРНК BDNF в плаценте крыс с уве"
личением сроков беременности возрастает и
достигает максимума к 21 дню гестации [5]. Ус"
тановлено, что proBDNF оказывает противопо"
ложное (по сравнению с mBDNF) влияние на
выживание и функционирование нейронов,
развитие синаптической пластичности [50], что
особенно наглядно проявляется при исследова"
нии нейродегенеративных патологий [51]. В от"
личие от mBDNF, который взаимодействует с
тирозинкиназным Trk"В рецептором тропомио"
зина, обладающим к нему высоким сродством,
proBDNF связывается с рецептором р75 нейрот"
рофинов (p75NTR), активация которого приво"
дит к снижению пролиферации нейронов и уси"
лению процессов апоптоза [52]. При этом пола"
гают, что proBDNF является нейротрофином,
представленным преимущественно в раннем
постнатальном периоде, тогда как эффекты
mBDNF проявляются, в основном, во взрослом
организме [53, 54].

Широко использующиеся методы иммуно"
ферментного анализа не позволяют выявить
различные молекулярные изоформы BDNF и
других нейротрофинов. Исходной формой ней"
ротрофического фактора BDNF является pre"
pro BDNF с мол. массой 35 кДа, распадающий"
ся с образованием proBDNF (32 кДа). Последу"
ющий протеолиз proBDNF при участии внут"
риклеточных протеолитических ферментов, о
чем свидетельствуют результаты многочислен"
ных исследований, приводит к образованию
зрелой формы mBDNF с мол. массой 13–15 кДа
[55–57] и/или т.н. «усеченной» формы BDNF
(28 кДа), функциональное значение которой
пока не установлено [58, 59]. Имеются данные о
том, что NGF и BDNF экспрессируются неоди"
наково в разных областях плаценты [60]. Наши
данные также указывают на то, что МЧП и ПЧП
существенно отличаются по содержанию иссле"
дованных нейротрофинов, в частности, показа"
ны более значимые уровни BDNF, NGF и, в
особенности, соотношение mBDNF к proBDNF
в МЧП. При этом учитывая, что функции изо"
форм BDNF в развивающемся мозге и различ"
ных частях плаценты могут существенно разли"
чаться, некоторые исследователи считают более
информативным измерение не только их инди"
видуальных уровней, но и соотношение
mBDNF и proBDNF [61]. Преобладание
proBDNF, сниженное содержание mBDNF, и,
как следствие, более низкие уровни отношения
mBDNF к proBDNF в МЧП и особенно в ПЧП,
по сравнению с развивающимся мозгом плодов
на E20, были впервые обнаружены в нашей ра"
боте. Эти различия могут быть следствием либо
более низкой скорости превращения проней"

ротрофина в зрелую форму и/или быстрого пот"
ребления mBDNF в плаценте по сравнению с
мозгом плодов.

Анализ литературных данных позволяет
прийти к заключению о том, что динамическое
равновесие (баланс) между всеми изоформами
BDNF, образующимися при процессинге,
включая его «усеченную» форму, играет важную
роль в проявлении пластичности нервной сис"
темы и когнитивных функций, нарушающихся
при различных патологических состояниях ор"
ганизма [58].

Процессинг NGF также, как и BDNF, связан
с протеолитическим расщеплением предшест"
венников до зрелых форм, обладающих высо"
ким сродством к Trk"киназным рецепторам тро"
помиозина, связывание с которыми обуславли"
вает их нейропротекторное действие и выжива"
ние нервных клеток. Взаимодействие proNGF и
proBDNF с p75NTR рецептором приводит к
апоптозу и обуславливает его нейротоксические
эффекты [62, 63], которые проявляются не толь"
ко в нейронах, но и в клетках глии, стимулируя
в ней воспалительный процесс вследствие ин"
тенсивной продукции TNF"α [64]. При исследо"
ваниях с помощью иммуноблота NGF (в отли"
чие от BDNF) в мозге грызунов почти пол"
ностью обнаруживается в виде предшественни"
ка с мол. массой 32 кДа [63], а mNGF вследствие
крайне незначительного содержания в нем
практически не детектируется [65]. Низкое со"
держание mNGF может быть связано с тем, что
proNGF легко образует стабильный комплекс с
присутствующим в тканях растворимым альфа"
2"макроглобулином, что приводит к повыше"
нию его устойчивости к протеолитическому рас"
щеплению с образованием mNGF [62]. Вместе с
тем, полагают, что в секретируемом клеткой пу"
ле NGF содержатся его обе формы (proNGF и
mNGF) [63], и использование иммунофермент"
ного анализа ELISA позволяет определить сум"
марный уровень нейротрофина.

Приведенные в данной работе результаты
позволяют утверждать, что ПГГЦ приводит к
повышению содержания в плаценте незрелых
форм BDNF и NGF, что может быть следствием
замедления их дальнейшего процессинга и от"
рицательно сказываться на развитии плода.
При сопоставлении с данными литературы сле"
дует полагать, что выявленные нами изоформы
BDNF с мол. массой 29 кДа и NGF с мол. мас"
сой 31 кДа, скорее всего, являются предшест"
венниками зрелых форм нейротрофинов, обла"
дающих нейротрофическими свойствами. Нель"
зя исключить при этом, что полоса с мол. мас"
сой 29 кДа может быть представлена также усе"
ченной изоформой BDNF. Отличия в измене"
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нии содержания нейротрофинов в МЧП и ПЧП
под влиянием ГГЦ могут быть рассмотрены с
позиций некоторых исследователей, которые
считают, что в различных частях плаценты в ус"
ловиях патологии возникает ОС разной интен"
сивности, который вызывает компенсаторный
ответ в виде повышения содержания нейротро"
финов, необходимых в условиях патологии бе"
ременности и стрессорных воздействий для
формирования жизнеспособного плода [66].
Полученные данные о влиянии ПГГЦ на содер"
жание предшественников нейротрофинов в
плаценте нашли подтверждение при исследова"
нии мозга плодов на Е20, в котором также наб"
людалось их повышенное образование под вли"
янием перенесенной ГГЦ, статистически значи"
мое при определении BDNF и на уровне тен"
денции в отношении NGF. Характерно, что так"
же как в плаценте, в мозге плодов в условиях
ПГГЦ содержание зрелой формы BDNF не из"
менялось.

Можно представить наличие нескольких
причин, лежащих в основе негативного действия
ПГГЦ на развивающийся организм плода. Про"
явлением токсичности ГЦ при воздействии на
плод является обнаруженное нами снижение та"
ких жизненно важных показателей, как масса
плаценты, масса плода и масса его мозга. Одним
из факторов, приводящих к таким последствиям,
может быть вызванный ГГЦ ОС, как было описа"
но ранее в наших исследованиях [25], а также в
работах других авторов [14, 17, 19]. Развитию ОС
способствует также воспалительная реакция,
стимулируемая, как показано в данном исследо"
вании, при ПГГЦ повышенным образованием
IL"1β в крови беременных самок и ПЧП. Извест"
но, что одним из механизмов повреждающего
действия ОС является индуцируемый им вслед"
ствие повышенной генерации АФК апоптоз, вы"
зывающий гибель клеток как в плаценте, так и
мозге плода. Полученные нами ранее результаты
о развитии ОС в мозге новорожденных при
ПГГЦ [25], а также данные, полученные в насто"
ящем исследовании, о повышении активности
ключевой цистеиновой протеазы апоптотическо"
го каскада каспазы"3 в мозге плодов согласуются
с имеющимися на сегодняшний день представле"
ниями об основных механизмах повреждающего
действия ГЦ, в частности, развитии апоптоза при
интенсификации ОС. Согласно литературным
данным, активация апоптоза при ГГЦ в различ"
ных типах клеток может осуществляться как
«внешним путем» через взаимодействие внекле"
точных сигналов с рецепторами клеточной пове"
рхности, так и «внутренним», связанным с дест"
рукцией митохондрий под воздействием ОС, что

отмечалось, в частности, при воздействии ГЦ на
клетки трофобласта [43, 44], а также мозг потом"
ства крыс, перенесших ПГГЦ [16].

В механизме повреждающего действия ГГЦ,
помимо перечисленных факторов, существен"
ную роль играют эпигенетические модифика"
ции, связанные с реакциями метилирования, в
первую очередь ДНК"метилирования, посколь"
ку образование из S"аденозилметионина, явля"
ющегося основным донором метильных групп,
S"аденозил"ГЦ приводит к ингибированию
процессов метилирования в организме [60]. Су"
ществуют сведения о том, что фолатная недо"
статочность при ГГЦ вызывает снижение ДНК"
метилирования в плаценте, что может оказывать
негативное воздействие на рост и развитие пло"
да [67, 68]. ДНК"метилированию в настоящее
время придается большое значение в регуляции
экспрессии генов нейротрофинов, в частности
BDNF, при развитии нервной системы и ряде
нейродегенеративных заболеваний [67, 68]. В
связи с этим изучение зависимости между про"
цессингом различных форм нейротрофинов и
интенсивности ДНК"метилирования предста"
вит безусловный интерес для понимания при"
чин возникновения нарушений функциональ"
ного состояния плаценты и развития плода при
ПГГЦ.

Таким образом, можно сделать заключение,
что при экспериментальной ПГГЦ, вызванной
хронической метиониновой нагрузкой крыс
при беременности, отмечаются существенные
изменения морфометрических показателей, со"
держания интерлейкина"1β и нейротрофичес"
ких соединений (BDNF, NGF, NRG1) плацен"
ты, которые обуславливают нарушение разви"
тия мозга плода. Полученные данные открыва"
ют перспективу клинического изучения указан"
ных параметров в плаценте в качестве маркеров
неблагоприятных изменений формирования
нервной системы новорожденных при ГГЦ, от"
носящейся к числу распространенных осложне"
ний беременности.
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Prenatal hyperhomocysteinemia (PHHC) in pregnant rats was induced by chronic L"methionine loading, resulting
in a significant increase in the L"homocysteine content both in the mothers’ blood and blood and brain of fetuses.
Significant decrease in the weight of the placenta, fetus and fetal brain was detected by the morphometric studies on
day 20 of pregnancy. PHHC also activated maternal immune system due to the increase in the content of proinflam"
matory interleukin"1β in the rat blood and fetal part of the placenta. PHHC elevated the levels of the brain"derived
neurotrophic factor (BDNF, 29 kDa) and nerve growth factor (NGF, 31 kDa) precursors in the placenta and the con"
tent of the BDNF isoform (29 kDa) in the fetal brain. The content of neuregulin 1 (NRG1) decreased in the placen"
ta and increased in the fetal brain on day 20 of embryonic development. An increase in the caspase"3 activity was
detected in the brains of fetuses subjected to PHHC. It was suggested that changes in the processing of neurotrophins
induced by PHHC, oxidative stress, and inflammatory process initiated by it, as well as apoptosis, play an important
role in the development of brain disorders in the offspring.

Keywords: prenatal hyperhomocysteinemia, neurotrophic factors, proinflammatory cytokines, placenta, fetus brain
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Получены биокомплексы вирион–белок между генетически модифицированными частицами вируса та�
бачной мозаики (ВТМ, tobacco mosaic virus, TMV) и рекомбинантным белком, несущим консервативный
антиген эпитоп M2e вируса гриппа. Вирусный вектор TMV�N�lys был создан на основе генома ВТМ штам�
ма U1 путем внесения остатка реакционно�способного лизина (lys) в N�концевую область белка оболочки
(БО), экспонированную на поверхности частиц. Растения Nicotiana benthamiana инокулировали культурой
агробактерии, трансформированной TMV�N�lys. Вирионы TMV�N�lys были выделены из экстрактов сис�
темных листьев. Анализ препарата TMV�N�lys с помощью электрофореза в полиакриламидном геле пока�
зал наличие белка с подвижностью ~21 кДа. Электронная микроскопия препарата TMV�N�lys подтверди�
ла стабильность модифицированных вирусных частиц. Химическое связывание частиц TMV�N�lys и M2e�
антигена вируса гриппа, эспрессированного в E. coli, производили с помощью 5 mM 1�этил�3�(3�диметил�
аминопропил)�карбодиимида (EDC) и 1 mM N�гидроксисукцинимида (NHS). Вестерн�блот анализ подт�
вердил наличие комплексов, образованных рекомбинантным белком и модифицированными частицами
TMV�N�lys. Диаметр комплексов практически не отличался от исходных вирионов TMV�N�lys, но биоком�
плексы образовывали высокоорганизованную и разветвленную сеть с электронно�плотными «зернами».
Динамическое рассеяние света продемонстрировало, что одиночные пики, соответствующие комплексам
TMV�N�lys/DHFR�M2e, были значительно смещены относительно контрольных вирионов TMV�N�lys.
Косвенный иммуноферментный анализ с использованием TMV� и M2e�специфических антител показал,
что комплексы сохраняют стабильность при длительной адсорбции. Полученные результаты позволяют
использовать данные биокомплексы для совершенствования кандидатных универсальных вакцин против
вируса гриппа.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: биоконъюгация, вирус табачной мозаики (ВТМ), генетическая модификация час�
тиц, грипп А, мультивалентная нановакцина.
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ЧАСТИЦ ВТМ И КОНСЕРВАТИВНОГО АНТИГЕНА
ВИРУСА ГРИППА А*
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В настоящее время грипп А остается одним
из самых опасных респираторных заболеваний.
Отсутствие иммунитета к новым сезонным и
пандемическим штаммам данного вируса явля�
ется серьезной проблемой, способной приво�
дить к тяжелым патологиям и летальному исхо�
ду. К сожалению, ни одна из существующих вак�
цин не может полностью решить проблему
борьбы с заболеваемостью гриппом по причине
высокой изменчивости основных поверхност�
ных антигенов вируса [1].

Большинство разрабатываемых подходов к
созданию «универсальной» вакцины нацелено
на использование различных консервативных
белков и пептидов вируса гриппа. Эффектив�
ность предполагаемой «универсальной» проти�
вогриппозной вакцины, главным образом, зави�
сит от индукции кросс�реактивных Т�клеток
[2]. Известно, что подобный иммунитет не спо�
собен предотвратить инфекцию, но значитель�
но ослабляет ее развитие. Например, белок нук�
леопротеида вируса гриппа (NP) может выяв�
ляться на ранних стадиях инфекции на поверх�
ности зараженных клеток, и антитела, индуци�
рованные этим белком, могут обладать нейтра�
лизующей активностью [3].

Открытие антител, реагирующих с консерва�
тивными эпитопами стебля гемагглютинина

* Первоначально английский вариант рукописи опублико�
ван на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�282,
30.12.2019.

** Адресат для корреспонденции.



КОМПЛЕКСЫ ВТМ С М2e�АНТИГЕНОМ ВИРУСА А

(stalk domain of HA), стимулировало разработку
«универсальной» кандидатной вакцины против
вируса гриппа, которая была успешно апроби�
рована в доклинических исследованиях [1].

На куриных эмбрионах было показано, что
включение NP в вирусоподобные частицы
(ВПЧ) способствовало выработке анти�NP�ан�
тител и обеспечивало 100% защиту от летальной
дозы гетерологичного штамма вируса гриппа
[4]. Другим консервативным белком является
матриксный белок М1, который, как и NP, вы�
зывает эффективный Т�клеточный иммунный
ответ [4, 5]. Возникновение защиты широкого
спектра у мышей и птиц было продемонстриро�
вано при экспрессии полноразмерных генов
внутренних белков NP и М1 с помощью адено�,
бакуло� и поксвирусных векторных систем [6,
7]. Тетрамер белка M2 образует ионно�трансмем�
бранный канал. На поверхности вирусной час�
тицы расположен консервативный эктодомен
данного белка (23 аминокислотных остатка
(а.о.), M2e), который также является перспек�
тивной мишенью для создания «универсальной»
вакцины [8–10]. Вакцины на основе М2е�эпи�
топа способствуют развитию защиты от вируса
гриппа путем антителозависимой клеточно�
опосредованной цитотоксичности (АЗКЦ или
ADCC) через Т�хелперные клетки и естествен�
ные киллеры, макрофаги и тучные клетки [2].

Целью данного исследования было изучение
конъюгативных комплексов как платформы для
усовершенствования «универсальной» субъеди�
ничной вакцины против вируса гриппа А за счет
экспонирования консервативных антигенов
M2e на поверхности частиц вируса табачной мо�
заики. Предпосылки использования ВТМ, как
носителя при создании вакцины, связаны с до�
казанной эффективностью адъювантных [11] и
иммуногенных [12] свойств этих частиц, в том
числе для стимулирования устойчивого гумо�
рального и клеточного иммунного ответа [13].
Палочковидные вирионы ВТМ являются перс�
пективной платформой для регулярного экспо�
нирования большого количества (до 2100 ко�
пий) эпитопов на поверхности частиц, что обес�
печивает весьма эффективную реакцию иммун�
ной системы [13–15]. Мы исследовали возмож�
ности применения химической конъюгации для
создания устойчивых комплексов частиц ВТМ,
содержащих на поверхности реакционноспо�
собный лизин, с консервативным М2е�эпито�
пом вируса гриппа А. Белок оболочки ВТМ спо�
собен к самосборке и подробно охарактеризо�
ван с помощью методов рентгеноструктурного
анализа. Кроме того, он достаточно устойчив к
изменениям рН и температуры. На основе крис�
таллографических данных было показано, что

каждая субъединица содержит четыре участка,
экспонированных наружу и подходящих для
клонирования целевых последовательностей.
Помимо N� и С�концевых областей, следует
упомянуть две петли полипептидной последова�
тельности, расположенные снаружи вириона
(59–65 и 152–156 а.о.) [16]. Ранее реакцию био�
конъюгации на N�конце БО проводили путем
создания доступных реакционноспособных ос�
татков, при этом вносили дополнительную ами�
нокислотную последовательность, включаю�
щую лизин (K) с реакционноспособной NH2�
группой. Оптимальной оказалась последова�
тельность аланин�аспарагиновая кислота�фе�
нилаланин�лизин (ADFK) [15]. Этот подход
позволил получать комплексы стабильных час�
тиц ВТМ, содержащих реакционноспособный
лизин, c эпитопами из цитотоксических Т�лим�
фоцитов, ассоциированных с антигенами мела�
номы p15e или Trp2. Иммунизация модифици�
рованными частицами, содержащими оба эпи�
топа меланомы, показало значительно более
эффективное стимулирование противораковой
защиты по сравнению с применением этих же
пептидов по отдельности [13].

Введение реакционноспособного лизина
также позволяет биотинилировать капсид. Та�
ким образом, частицы получают способность
связываться с целевым белком, конъюгирован�
ным со стрептавидином. Фрагмент структурно�
го белка L2 (36 а.о.) папилломавируса собак,
расположенный на поверхности подобных час�
тиц, был значительно более иммуногенным по
сравнению с аналогичным «свободным» участ�
ком L2 [17]. С помощью химических реагентов
N�гидроксисукцинимида (NHS) и 1�этил�3�(3�
диметиламинопропил)карбодиимида (EDC)
можно создавать мультивалентные вакцины с
использованием двух и более антигенов, напря�
мую присоединяя их к генетически модифици�
рованным частицам ВТМ. Было показано, что
одновременная иммунизация мышей смесью
препаратов частиц ВТМ, несущих белки OmpA,
DnaK и Tul4 из Francisella tularensis, значительно
повышала уровень защитного иммунного ответа
против туляремии [18]. Аналогичные результаты
были получены для частиц ВТМ, содержащих
реакционноспособный лизин и конъюгирован�
ных с гемагглютинином [11].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование вектора на основе ВТМ, со(
держащего реакционноспособный лизин на N�кон(
це белка оболочки. Вставка четырех кодонов, ко�
дирующих аминокислотную последователь�
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ность ADFK, была сделана с помощью ПЦР ме�
тодом перекрывающихся праймеров. «Внеш�
ние» праймеры содержали сайты рестрикции
для клонирования в промежуточный вектор
рА4083, который содержал 3’�концевую часть
кДНК ВТМ (cDNA TMV), включая ген белка
оболочки (БО). ПЦР проводили в амплифика�
торе «Терцик» фирмы «ДНК�технология» (Рос�
сия). Для ПЦР использовали (в соответствии с
протоколом производителя) Encyclo�polymerase
(«Евроген», Россия), обладающую экзонуклеаз�
ной активностью, которая снижает вероятность
«ошибок» при амплификации. Две первона�
чальные параллельные ПЦР проводили с двумя
парами праймеров. Первая пара: Pr Nco�mp�p
(ggagggcccatggaac) и Pr ADFK�m (tactgtaagactt�
gaagtcagccatatttaaaacgaatccgattc), вторая пара Pr
ADFK�p (gctgacttcaagtcttacagtatcactactccat) и Pr
Apa�cp�m (tgggcccctaccgggggtaa). В качестве мат�
рицы использовали плазмиду рА4083. Получен�
ные ПЦР продукты были очищены и введены в
следующую ПЦР с добавлением концевых
праймеров: Pr Nco�mp�p и Pr Apa�cp�m.

Выделенный ПЦР�продукт был обработан
рестриктазами NcoI и BstBI и клонирован по
этим же сайтам в промежуточный вектор
pA4083. Наличие вставки в конструкции
рА4083�NLys проверяли секвенированием. Далее
из конструкции рА4083�NLys вырезали фрагмент
по BamHI/SalI и переносили в бинарный вектор
pBIN�TMV�wt, полученный ранее в нашей ла�
боратории (рис. 1, а). Итоговая конструкция
pBIN�TMV�N�lys содержала полноразмерную
кДНК ВТМ (cDNA TMV) с последователь�
ностью ADFK�пептида на N�конце гена белка
оболочки под контролем транскрипционного
промотора гена Actin 2 из Arabidopsis thaliana и
терминатора гена нопалинсинтазы (nos).

Трансформация клеток Agrobacterium tumefa�
ciens. Агробактериальные клетки штамма GV
3101 были трансформированы полученным би�
нарным вектором pBIN�TMV�N�lys. Все бакте�
риальные культуры выращивали по отдельности
в жидкой среде LB с соответствующими антибио�
тиками при температуре роста бактерий (для
A. tumefaciens 28 °C) в течение ночи на шейкере
(170 качаний/мин). На следующем этапе сме�
шивали по 100 мкл каждой из ночных бактери�
альных культур и высевали на чашку Петри с
агаром без антибиотиков, которую инкубирова�
ли при 28 °С в течение ночи. Далее делали серию
десятикратных разведений соскоба из выросше�
го на чашке сплошного газона бактерий и высе�
вали на LB агар с селективными антибиотиками
(канамицин 50 мкг/мл, рифампицин 50 мкг/мл,
гентамицин 25 мкг/мл), после чего выращивали
в течение 48 ч при 28 °С. Колонии A. tumefaciens

проверяли с помощью ПЦР, используя следую�
щие праймеры: PrCP�U1�PstI�p(аctgctgcagga�
gtagacgacgcaacggtggccata), PrCP�U1�HindIII�m
(аctgaagcttcgcaccacgtgtgaattacggacacaat), PrTad23�p
(gggaaaaatagtagtaatgatcggtcagtgccgaacaagaac), Pr
CP�154�m (agaggtccaaaccaaaccag).

Агроинфильтрация листьев Nicotiana benthami�
ana. Клетки агробактерий с pBIN�TMV�N�lys, а
также агробактерии с бинарным вектором,
экспрессирующим р19 с антисайленсинговой
активностью из вируса карликовой кустистости
томатов (tomato bushy stunt virus, TBSV), выращи�
вали в течение ночи при 28 °С. Клетки осаждали
при 5 000 g 5 мин и ресуспендировали в буфере
для агроинфильтрации (10 mM MgSO4, 10 mM
MES, pH 5,6) до оптической плотности OD600 =
0,5. Для агроинфильтрации выбирали листья
третьего яруса сверху полуторамесячных расте�
ний. Смесь агробактерий инфильтрировали в
абаксиальную часть листа с помощью шприца
со снятой иглой.

Выделение мутантного вируса. Через две–три
недели после инфильтрации листья приобрета�
ли признаки заражения вирусом. Инфициро�
ванные листья гомогенизировали в блендере в
двух объемах 0,1 М Na�P�буфера (NaH2PO4,
Na2HPO4, pH 7,0 и 1%�ный β�меркаптоэтанол
(v/v)). Растительный дебрис осаждали на препа�
ративной центрифуге Beckman 10 мин при
13 000 g. Cупернатант, содержащий вирус, освет�
ляли с помощью хлороформа (1/4 объема); пос�
ле интенсивного встряхивания в течение 20 мин
препарат снова центрифугировали 10 мин при
13 000 g для разделения фаз. Водную фазу отби�
рали, добавляли ПЭГ6000 до 4% (w/v), NaCl до 1%
(w/v) и высаживали вирус при 4°С в течение но�
чи. На следующий день осаждали вирус в тече�
ние 10 мин при 13 000 g. Осадок ресуспендиро�
вали в 0,01М Na�P�буфере (NaH2PO4, Na2HPO4,
(pH 7,0)). После растворения осадка препарат
центрифугировали для осаждения нераствори�
мых компонентов 5 мин при 5 000 g. Суперна�
тант отбирали для дальнейших исследований.

Выделение РНК из растений Nicotiana ben�
thamiana. РНК из 400 мг растительного материа�
ла (верхние листья с выраженными симптома�
ми) выделяли по стандартной методике с по�
мощью набора RNeasy Mini�Kit («Qiagen», Гер�
мания). РНК элюировали с колонки с помощью
воды, свободной от РНКаз из упомянутого на�
бора; количество оценивали спектрофотомет�
рически при OD260.

Вестерн(блот анализ. После разделения в
градиентном (8–20%) полиакриламидном геле
(ПААГ) белки переносили на PVDF мембрану
(Hybond�P, «Amersham») в буфере для переноса
(25 мМ Тris, 0,192 М глицин, этанол 10% (v/v)).
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Далее мембраны блокировали 5% (w/v) обезжи�
ренным молоком в течение 1 ч при комнатной
температуре в TBS�Tween буфере (TBS�T;
150 мM NaCl, 10 мM Tris�HCl, Tween 20 0,1%
(v/v), pH 8,0). После промывки в TBS�T мембра�
ны инкубировали в том же буфере с 2,5% (w/v)
раствором молока, добавляя первичные мыши�
ные антитела к ВТМ (получены на кафедре ви�
русологии МГУ путем трех внутримышечных
иммунизаций по 500 мкг белка на одну инъек�
цию через двухнедельные интервалы, разведе�
ние 1 : 5000) или специфичеcкие IgG к ВТМ
(SRA 57400/1000, «Agdia», США), а также пер�
вичные антитела мыши к М2е�пептиду (получе�
ны на кафедре вирусологии МГУ путем трех
внутримышечных иммунизаций мышей по
300 мкг белка на одну инъекцию через недель�
ные интервалы с использованием адъюванта,
разведение 1 : 20 000 [9]). После трех промывок
мембран в буфере TBS�T, каждая по 5 мин, про�
водили инкубацию со вторичными антимыши�

ными антителами, конъюгированными с перок�
сидазой хрена («Sigma») в разведении 1 : 15 000 в
течение часа. Последующие промывки проводи�
ли в TBS�T 3 раза по 5 мин. Активацию перокси�
дазы хрена проводили с помощью набора реакти�
вов ECL («Amersham»). Хемилюминисцентный
сигнал детектировали на рентгеновской пленке.

Электронная микроскопия. Препараты вируса
наносили на металлические сетки с карбоновой
пленкой («Ted Pella», США) для электронной
микроскопии, затем промывали водой MilliQ и
контрастировали подкисленным раствором 2%�
ного уранилацетата (w/v).

Непрямой иммуноферментный анализ (ИФА).
Препараты вирусных частиц (TMV�N�lys,
200 нг) инкубировали в течение ночи при 4 °С в
планшетах («Nunc MaxiSorb», Дания). Для бло�
кировки лунок планшеты инкубировали с раст�
вором PBS�T, содержащим 2%�ный БСА (w/v)
(1 ч при комнатной температуре). Далее добав�
ляли первичные мышиные антитела к ВТМ или
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Рис. 1. Конструирование, выделение и очистка генетически модифицированных вирусных частиц. а – Схематическое
изображение конструкции бинарного вектора pTMV� N�lys, полученного путем вставки ADFK в бинарный вектор pTMV�
wt на основе плазмиды pBin19. Обозначения: РНК�зависимая РНК�полимераза (TMV�U1); RdRp (RNA�depended RNA�
polymerase); Act2 – промотер гена Actin 2 из Arabidopsis thaliana; NPT – neomycin phosphotransferase (неомицин фототранс�
фераза, ген устойчивости к канамицину); LB, RB – левая и правая границы Т�ДНК соответственно (left, right borders);
MP– транспортный белок ВТМ, CP – белок оболочки, ADFK – вставка в CP, содержащая реакционно�способный лизин
(K); б – растение Nicothiana benthamiana с системными симптомами, вызванными рекомбинантным вирусом TMV�N�lys
через 10 дней после инокуляции (д.п.и.); в – электрофоретический анализ в градиентном 8–20% полиакриламидном геле
(ПААГ) растительных экстрактов из контрольного незараженного (1) и зараженного TMV�N�lys растения (2); г – элект�
рофоретический анализ в градиентном 8–20% ПААГ очищенных вирусных частиц TMV�N�lys; MR – набор белковых
маркеров, цифры перед стрелками указывают мол. массы в кДа. Дорожка 3 – TMV�N�lys, 10 мкг.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

TMV�N�lys

TMV�N�lys
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к DHFR�M2e в буфере PBS�T при разведении
1 : 15 000 и 1 : 20 000 соответственно; инкубиро�
вали в течение 2 ч при комнатной температуре.
Инкубацию со вторичными антимышиными
антителами, конъюгированными с пероксида�
зой хрена («Sigma», разведение 1 : 15 000), про�
водили в течение 1 ч при комнатной температу�
ре. В каждую лунку добавляли раствор субстрата
ABTS («MP Biomedicals», Франция) 0,04% (w/v)
в 50 mM фосфатно�цитратном буфере, содержа�
щем 0,009% (v/v) перекиси водорода. Оптичес�
кую плотность регистрировали при 405 нм спус�
тя 10, 20 и 40 мин [9].

Биоконъюгация рекомбинантных белков и ви(
русных частиц с помощью EDC/NHS. К очищен�
ному вирусному препарату частиц TMV�N�lys в
концентрации 10 мкг/мкл добавляли диализо�
ванный белок с концентрацией 20 мкг/мкл в
0,1М PBS�буфере. В смесь добавляли последо�
вательно 1�этил�3�(3�диметиламинопропил)�
карбодиимид (EDC) и N(гидроксисукцинимид
(NHS) до конечной концентрации 5мМ каждого
реагента. Реакцию биоконъюгации осуществля�
ли в течение 30 мин при комнатной температуре
с последующей инкубацией при 4 °С и энергич�
ном перемешивании в течение 2 ч [19].

Динамическое рассеяние света (DLS). Для ус�
тановления размера вирусных частиц или их
комплексов с белком использовали метод, осно�
ванный на измерении гидродинамического диа�
метра по величине коэффициента диффузии
(уравнение Стокса–Энштейна). Проводили по
50 измерений каждой пробы на устройстве
Zetasizer Nano ZS («Malvern Instruments Ltd»,
Великобритания) с гелий�неоновым лазером
(633 нм) в соответствии с протоколом фирмы�
производителя. Обработку измерений осущест�
вляли с помощью встроенного программного
обеспечения Dispersion Technology Software
(DTS) version 5.10.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование, выделение и очистка гене(
тически модифицированных вирусных частиц, со(
держащих реакционноспособный лизин. При соз�
дании вирусного вектора на основе полнораз�
мерной кДНК ВТМ, содержащей реакционнос�
пособный лизин на N�конце белка оболочки
(CP), использовали аминокислотную последо�
вательность пептида аланин�аспарагиновая
кислота�фенилаланин�лизин (ADFK), которая
позволяет экспонировать реакционноспособ�
ный лизин (K) на поверхности частиц ВТМ [15].
Нуклеотидная последовательность, кодирую�
щая пептид ADFK, была оптимизирована для

экспрессии в растениях. Оптимизацию прово�
дили на основе данных о частоте использования
различных кодонов у Arabidopsis thaliana,
Nicоtiana tabacum и двух вирусных белков обо�
лочки, которые эффективно накапливаются при
инфекции растений вирусами Tobacco mosaic
virus, TMV�U1 (ВТМ) и Alternanthera mosaic virus,
AltMV�MU [9]. Для клонирования был выбран
компромиссный вариант нуклеотидной после�
довательности (GCU=A; GAC=D; UUC=F;
AAG=K).

Для введения последовательности чужерод�
ного пептида, содержащей N�концевой лизин, в
ген белка оболочки ВТМ, использовали метод
ПЦР с перекрывающимися фрагментами. Сик�
венс промежуточного продукта подтвердил пос�
ледовательность мутантного белка оболочки с
N�концевой вставкой ADFK. Далее полученный
фрагмент CPADFK встраивали в бинарный вектор
pTMV�wt; итоговый вектор pТМV�N�lys транс�
формировали в агробактерию (рис. 1, а). Для
анализа стабильности бинарного вектора
pТМV�N�lys в агробактерии проводили ПЦР�
скрининг образовавшихся колоний со специфи�
ческими праймерами. Далее двухнедельные рас�
тения Nicotiana benthamiana были инфильтриро�
ваны полученной агробактериальной культурой.

Через 10 дней после инокуляции (10 д.п.и.)
наблюдали первые выраженные симптомы в ви�
де желтых хлорозов и скручивания верхних не�
инокулированных (системных) листьев с после�
дующей деформацией (сгибанием) верхней час�
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Рис. 2. Электрофоретический анализ в 2%�ном агарозном
геле продуктов ОТ�ПЦР анализа выделенных РНК. MR –
маркеры, цифры слева от стрелок указывают молекуляр�
ную массу в нуклеотидах (нт). Дорожка 1– TMV�U1, отри�
цательный контроль на наличие вставки последовательнос�
ти ADFK; дорожка 2 – частицы TMV�N�lys; наличие поло�
сы размером 600 нт свидетельствует о наличии вставки.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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ти стебля (рис. 1, б). На 14�й день после зараже�
ния системные листья были собраны для даль�
нейшего анализа. Электрофорез белков расти�
тельного экстракта показал наличие основной
полосы с подвижностью ~21 кДа, отсутствую�
щей в контрольном неинокулированном расте�
нии (рис. 1, в). Далее материал из зараженных
вектором TMV�N�lys листьев использовали для
выделения вирусных частиц методом осаждения
полиэтиленгликолем (ПЭГ) с последующей
очисткой ультрацентрифугированием и анали�
зом с помощью электрофореза в градиентном
ПААГ (рис. 1, г). Было показано наличие един�
ственного белка с электрофоретической под�
вижностью ~21 кДа, приблизительно соответ�
ствующей размеру БО TMV�N�lys.

Для подтверждения генетической стабиль�
ности полученного вектора и наличия вставки
ADFK в геноме рекомбинантного вируса TMV�
N�lys из препарата очищенных частиц с по�

мощью RNeasy Mini�Kit («Qiagen», Германия)
была выделена вирусная РНК. Полученные пре�
параты проверяли с помощью ПЦР с обратной
транскрипцией (ОТ�ПЦР), используя прайме�
ры, специфичные к нуклеотидной последова�
тельности ADFK. В качестве отрицательного
контроля использовали частицы ВТМ дикого
типа (TMVwt). Анализ продуктов ОТ�ПЦР с по�
мощью электрофореза в 2%�ном агарозном геле
подтвердил наличие продукта в препарате хи�
мерных частиц TMV�N�lys и генетическую ста�
бильность вирусного вектора (рис. 2).

Стабильность структуры сформированных
химерных вирусных частиц ТМV�N�lys была
проверена с помощью электронной микроско�
пии (рис. 3, б). Было выявлено, что частицы име�
ют размеры, сходные с частицами ВТМ дикого
типа, однако слегка отличаются от них морфо�
логически за счет менее компактной структуры,
приводящей к «изогнутой» геометрии вирионов.
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Рис. 3. Получение и характеристика комплексов «вирион–белок». а – Схема реакции биоконъюгации частиц TMV�N(lys
и DHFR�M2e с использованием химических реагентов EDC и NHS; оптимизацию условий проводили с учетом рекомен�
даций производителя реактива NHS, а также с учетом ранее опубликованной методики [19]; б – электронная микрофо�
тография препарата очищенных вирусных частиц TMV�N�lys; увеличение в 30 000 раз; масштабная линейка указана в пра�
вом нижнем углу; негативное контрастирование с помощью 2%�ного уранилацетата; в – электронная микрофотография
комплексов «вирион–белок»; увеличение в 10 000 раз; масштабная линейка указана в правом нижнем углу; негативное
контрастирование с помощью 2%�ного уранилацетата.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Характеристика комплексов «вирион–белок».
На следующем этапе проводили химическое
связывание частиц TMV�N�lys, содержащих ре�
акционноспособный лизин на N�конце белка
оболочки, и целевого антигена вируса гриппа.
Для реакции биоконъюгации использовали
очищенные частицы TMV�N�lys в концентра�
ции 10 мкг/мкл и белок, содержащий консерва�
тивный эпитоп вируса гриппа А. Этот рекомби�
нантный белок, состоящий из дигидрофолатре�
дуктазы мыши (DHFR), слитой с консерватив�
ным эпитопом вируса гриппа M2e (DHFR�M2e)
(25,5 кДа), был ранее выделен в нашей лабора�
тории путем экспрессии в E. coli с последующей
очисткой на Ni�NTA агарозе [9].

Рекомбинантный белок был диализован
против воды (MilliQ) и подвергнут химическим
преобразованиям. В отличие от ранее опублико�
ванной работы [18], использованная нами мето�
дика предполагает последовательное преобразо�
вание свободных COOH�групп рекомбинант�
ных белков в активированный эфир карбоновой
кислоты под действием 5 mM N�Сyclohexyl�N�
(2�morpholinoethyl)carbodiimide�metho�p�tolue�

nesulfonate, аналога EDC (1�Ethyl�3�(3�dimethyl�
aminopropyl)carbodiimide), с последующим их
преобразованием в NHS�промежуточный эфир
под действием 1 mM N�hydroxysuccinimide
(NHS). В процессе реакции NHS с карбоновой
кислотой полученный активированный эфир
карбоновой кислоты реагирует с аминогруппой,
образуя амид карбоновой кислоты. Аминогруп�
пы представлены N�концевыми лизинами на
поверхности химерных частиц TMV�N�lys. Вре�
менные и температурные условия проведения
реакции приведены на рис. 3, а. Для выработки
наиболее эффективного метода конъюгации
проводили серию экспериментов с использова�
нием химических реагентов (EDC, NHS) и бу�
ферных растворов. В ходе исследования выяс�
нилось, что наиболее эффективное связывание
белка с вирусной частицей происходит в PBS�
буфере с одновременным использованием обо�
их реагентов, EDC и NHS. Полученные комп�
лексы анализировали с помощью электронной
микроскопии (рис. 3, в), а также электрофореза
в ПААГ.

Комплексы также проверяли с помощью
Вестерн�блот анализа для подтверждения того,
что высокомолекулярные продукты содержат
как частицы TMV�N�lys, так и антиген DHFR�
M2e. Для этого, после проведения электрофоре�
за комплексов и переноса белков на мембрану
PVDF, проводили инкубацию со специфичными
сыворотками к белку оболочки ВТМ или к
DHFR�M2e, полученными ранее в нашей лабо�
ратории [9]. Наличие высокомолекулярных по�
лос, имеющих приблизительно одинаковую по�
движность, подтверждает факт успешной конъ�
югации белка с вирусной частицей (рис. 4, а, б).

Далее осуществляли дополнительные про�
верки стабильности комплексов. С помощью
метода динамического рассеяния света прово�
дили по 50 измерений каждой пробы с комп�
лексами или контролями. Во избежание нега�
тивного влияния гетероцикла NHS реакции
конъюгации проводили только с участием EDC
и при комнатной температуре в течение ночи.
После всех измерений и обработки данных во
встроенной компьютерной программе были
проанализированы полученные графики
(рис. 5). Можно сделать вывод, что при смеши�
вании вирусных частиц с белком без реакции
биоконъюгации размер полученных комплек�
сов варьирует в пределах 10–150 нм, а измере�
ние проб с EDC показало сдвиг в высокомоле�
кулярную область, где значения достигали уже
~2000 нм. Для доказательства того, что высоко�
молекулярные соединения являются продукта�
ми конъюгации вирусных частиц с белком, а не
связывания каждого из компонентов с самим
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Рис. 4. Характеристика с помощью вестерн�блот анализа
комплексов «вирион–белок», полученных при конъюгации
белка DHFR�M2e с частицами TMV�N�lys. 1 – БО ВТМ (по�
ложительный контроль); 2 – рекомбинантный белок
DHFR�M2e; 3 – образовавшиеся комплексы TMV�N�lys и
DHFR�M2e. а – Инкубация мембраны с первичными анти�
телами к ВТМ в разведении 1 : 15 000; б – инкубация мем�
браны с первичными антителами к DHFR�M2e (1 : 10 000).
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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собой, были поставлены контрольные экспери�
менты. Комплексы TMV�N�lys–TMV�N�lys
имели размеры от 100 до 800 нм (пик в области
350 нм), а в случае DHFR�M2e–DHFR�M2e
размеры комплексов не превышали 300 нм. Ис�
ходя из этого, можно утверждать, что в резуль�
тате реакции конъюгации действительно обра�
зуются комплексы TMV�N�lys–DHFR�M2e,
размеры которых существенно отличаются от
контролей.

Еще одним доказательством наличия ста�
бильных комплексов стали результаты косвен�
ного (непрямого) иммуноферментного анализа
(ИФА). Планшеты с нанесенными в лунки про�
бами (трехкратные повторы) инкубировали в те�
чение ночи при 4 °С. Последовательность нане�
сения препаратов отражена на рис. 6. На следу�
ющий день к пробам добавляли первичные ан�
титела к ВТМ или DHFR�M2e, дальнейшие
действия проводили согласно стандартной ме�
тодике непрямого иммуноферментного анали�
за. Использование вторичных антител и
субстрата ABTS позволило визуализировать
ферментативную реакцию, приводящую к диф�
ференциальному окрашиванию образцов. Для
обработки результатов ИФА планшет с пробами
подвергали измерениям в микробиологическом

анализаторе («Thermo Scientific», «Multiskan
FC») при длине волны 405 нм с интервалами 10,
20 и 40 мин. Статистическая обработка данных
показала, что сигнал, соответствующий комп�
лексам TMV�N�lys с DHFR�M2e, инкубирован�
ным с антителами к ВТМ, был почти в полтора
раза слабее, чем в случае смеси этих же частиц с
белком без проведения реакции биоконъюга�
ции. Можно предположить, что в результате ре�
акции конъюгации и образования комплексов
частицы вируса практически полностью покры�
ваются белком DHFR�M2e, из�за чего связыва�
ние антител к ВТМ с вирусными частицами
происходит менее эффективно, чем при прос�
том смешивании двух компонентов (вириона и
белка). При этом сигнал тех же проб, инкубиро�
ванных с антителами к DHFR�M2e, был прак�
тически идентичен как для комплексов, так и
для смеси, что может указывать на равномерное
покрытие вирусных частиц белком.

Таким образом, можно утверждать, что струк�
тура полученных комплексов вирусных частиц
TMV�N�lys с экспонированным на поверхности
эпитопом М2е вируса гриппа является стабиль�
ной; это позволяет использовать данные комп�
лексы для иммунизации животных с дальней�
шим совершенствованием существующих кан�
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Рис. 5. Характеристика полученных комплексов TMV�N�lys с DHFR�M2e с помощью метода динамического рассеяния
света. а – Смесь частиц TMV�N�lys с DHFR�M2e до реакции биоконъюгации; б – комплексы частиц TMV�N(lys с DHFR�
M2e, полученные с помощью биоконъюгации; в – отрицательный контроль: комплексы TMV�N�lys с частицами TMV�N�
lys; г – отрицательный контроль: комплексы DHFR�M2e c DHFR�M2e.
С цветным вариантом рис. 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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дидатных «универсальных» вакцин против ви�
руса гриппа А [9, 20].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время, основываясь на литера�
турных данных, можно с уверенностью гово�
рить о ряде преимуществ использования ВТМ
как безопасной платформы для создания муль�
тивалентных вакцин на основе биокомплексов
вирион–белок для борьбы с широким спектром
заболеваний человека и животных.

Иммуногенные свойства ВТМ дикого типа
подробно исследовали на протяжении многих
лет [12]. Недавно было доказано, что вирионы
ВТМ способны успешно играть роль адъюван�
та, в том числе, при повторных иммунизациях
[11]. Использование частиц ВТМ в качестве но�
сителя антигенных белков и пептидов неизбеж�
но приводит к появлению в крови соответству�
ющих антител. Следует отметить, что упомяну�
тые антитела не являются «мусорными». Со�
гласно данным Liu et al. [21], наличие антител к
ВТМ в крови курильщиков коррелирует с пони�

женным риском возникновения болезней Пар�
кинсона и Альцгеймера [21]. Кроме того, при�
сутствие таких антител практически не оказы�
вает влияния на эффективность дальнейшей
вакцинации [11]. Таким образом, предполагае�
мая вакцина на основе биокомплексов вири�
он–белок является полифункциональной, пос�
кольку антитела против целевого пептида до�
полняются «полезными» антителами против
частицы�носителя.

Форма частиц, применяемых при иммуниза�
ции, имеет большое значение. Синтетические
полимерные наночастицы мицеллярной формы
дольше циркулируют в организме по сравнению
с аналогичными сферическими частицами.
Предполагают, что данный эффект может быть
связан с менее эффективным захватом протя�
женных частиц мононуклеарными фагоцитами
[22]. Аналогичный результат был получен с на�
ночастицами из золота [23]. Иммунизация мы�
шей частицами ВТМ дикого типа (длина 300 нм)
и сферическими частицами (диаметр ~50 нм),
полученными при температурной модификации
вирионов ВТМ, показала, что выведение сфери�
ческих частиц из организма происходит заметно
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Рис. 6. Характеристика комплексов вирусных частиц TMV�N�lys c белком DHFR�M2e методом непрямого иммунофермент�
ного анализа. Приведены результаты ИФА и статистической обработки данных, полученные в трех независимых экспе�
риментах. а – Пробы, инкубированные с антителами к ВТМ; б – пробы, инкубированные с антителами к DHFR�M2e;
TMV�N�lys + DHFR�M2e – смесь двух компонентов (вирион + белок) в эквимолярных количествах.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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быстрее по сравнению с палочковидными час�
тицами [14].

Очевидно, что рекомбинантные субъеди�
ничные вакцины обладают потенциальными
преимуществами безопасности по сравнению с
инактивированными или живыми ослабленны�
ми вакцинами. Текущие исследования по разра�
ботке субъединичной вакцины против туляре�
мии выявили ряд антигенов F. tularensis, кото�
рые способны индуцировать частичный защит�
ный иммунный ответ [24, 25]. Было показано,
что протективность вакцин усиливается, когда в
их составе используются множественные анти�
гены [26]. Серьезной проблемой при разработке
поливалентных субъединичных вакцин остается
несовершенство подходов для эффективной
доставки таких антигенов через слизистые пути.
Напротив, индукция надежного иммунного от�
вета без использования адъювантов является су�
щественной предпосылкой для внедрения но�
вой стратегии вакцинации с помощью биоконъю�
гированного ВТМ.

Для определения потенциала создания муль�
тивалентной вакцины применяют два различ�
ных подхода: а) создание вакцинных компози�
ций, состоящих из набора всех целевых белков,
конъюгированных с одним вирионом ВТМ (мо�
ноконъюгатная ВТМ вакцина); или б) исполь�
зование смеси, состоящей из каждого белка, ин�
дивидуально конъюгированного со «своей» час�
тицей ВТМ (поликонъюгатная ВТМ вакцина).
Обе вакцинные композиции приводят к образо�
ванию антител против всех рекомбинантных
белков, при этом процедуры очистки и/или био�
конъюгации не изменяют конформацию натив�
ных эпитопов. Сравнение иммунных ответов
для моно� и поликонъюгатных композиций по�
казало, что иммобилизация всех белков на од�
ной частице не является оптимальным подхо�
дом, а связывание антигенов в эквимолярной
концентрации с ВТМ обеспечивает эффектив�
ную доставку множества антигенов [18]. ВТМ�
конъюгатная вакцина является безопасной, и ее
можно вводить мышам многократными дозами
без каких�либо побочных реакций [27]. Для соз�
дания эффективной поликонъюгатной вакцины
можно использовать различные консерватив�
ные антигены вируса гриппа, в том числе белки

M1 и NP, а также консервативный «стебель» ге�
магглютинина (HA).

Другой подход к созданию субъединичной
поливалентной вакцины может быть связан с
комбинированием генетических модификаций
и химической конъюгации в рамках одной хи�
мерной частицы ВТМ. Для создания химерных
частиц на основе генома вируса табачной мозаи�
ки чужеродная последовательность клонируется
в открытую рамку трансляции гена белка обо�
лочки. Ранее было показано, что такие частицы
могут обеспечивать защиту против вирусов
гриппа А [9, 20], папилломы [28], ящура [29], а
также применяться в противораковой терапии
[30, 31]. Например, частицы TMV�М2е�ala и
TMV�М2е�ser, созданные ранее в нашей лабора�
тории, содержали до 90% рекомбинантного бел�
ка в очищенных препаратах химерных частиц.
При внутрибрюшинной иммунизации мышей
соотношение антител, специфичных к эпитопу
и носителю, составляло 5 : 1, что свидетельству�
ет об их стабильности в организме животного и
значительно превышает показатели, достигну�
тые ранее (примерно 1 : 1) [30, 32]. Нановакци�
на TMV�М2е�ala обеспечивала защиту от пяти
летальных доз гомологичного и гетерологичного
штаммов вируса гриппа А. Для противогриппоз�
ных вакцин подобного типа достигнутый пока�
затель протективности является очень высоким.
Предполагается, что использование получен�
ных нами и описанных в данной статье конъю�
гированных комплексов белок–вирион позво�
лит дополнительно повысить эффективность
вакцинации за счет генерации мощных гумо�
ральных и клеточно�опосредованных иммун�
ных ответов. Кроме того, в перспективе возмож�
но использование комбинаций химерных час�
тиц и полученных комплексов в разных соотно�
шениях с целью повышения эффективности
мультивалентных «универсальных» вакцин про�
тив гриппа [9].

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. В данной статье
нет исследований, в которых были использова�
ны в качестве объектов люди или животные.
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СOMPLEXES FORMED via BIOCONJUGATION OF GENETICALLY
MODIFIED TMV PARTICLES WITH CONSERVED INFLUENZA A

VIRUS ANTIGEN: SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION*
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Genetically modified tobacco mosaic virus (TMV) particles were conjugated with the recombinant protein carrying
conserved M2e epitope of influenza A virus. The TMV�N�lys viral vector was generated based on the TMV�U1
genome by inserting reactive lysine (lys) residue into the N�terminal fragment of the coat protein (CP) displayed on
the particle surface. Nicotiana benthamiana plants were agroinfiltrated with the agrobacteria transformed with the
pBIN�TMV�N�lys vector, and TMV�N�lys virions were then isolated from the extracts of non�inoculated leaves.
Analysis of the TMV�N�lys preparations by PAGE demonstrated the presence of a protein with the electrophoretic
mobility of ~21 kDa. Electron microscopy of the TMV�N�lys preparations confirmed stability of the modified viral
particles. TMV�N�lys particles were conjugated with the recombinant protein DHFR�M2e containing the M2e anti�
gen of influenza A virus using 5 mM 1�ethyl�3�(3�dimethylaminopropyl)�carbodiimide (EDC) and 1 mM N�hydrox�
ysuccinimide (NHS). Formation of complexes between the recombinant protein and modified TMV�N�lys particles
was confirmed by Western blotting. The diameter of the obtained conjugates was virtually indistinguishable from the
diameter of original TMV�N�lys virions, but the conjugates formed a highly organized extensive network with elec�
tron�dense grains. Dynamic light scattering revealed that the individual peaks corresponding to the TMV�N�lys com�
plexes with DHFR�M2e were shifted relative to those of the original TMV�N�lys virions. Indirect enzyme immunoas�
say using TMV� and M2e�specific antibodies demonstrated that the complex was stable during the long�term adsorp�
tion. Our results suggest that the obtained virion–protein complex could be used for improving the properties of the
universal influenza virus vaccine candidates.

Keywords: bioconjugation, tobacco mosaic virus (TMV), genetically modified particles, influenza A, multivalent
nanovaccine
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Helicobacter pylori является важным патогеном человека, вызывая гастриты, язвы желудка и двенадцатипер�
стной кишки, а также может быть причиной рака желудка. О�полисахариды, входящие в состав липополи�
сахаридов (ЛПС) H. pylori, построены из (β1→3)�поли�N�ацетиллактозамина (polyLacNAc), различным об�
разом замещенного остатками α�L�фукозы. Во многих штаммах концевые звенья LacNAc являются моно�
или ди�фукозилированными, таким образом представляя собой олигосахариды Льюис X (Lex) и/или Льюис
Y (Ley). Ранее при исследовании на макаках�резус как модели инфекции, вызываемой H. pylori у человека,
обнаружена адаптация бактерий к организму хозяина за счет экспрессии ими антигенов Льюис в ходе коло�
низации. В настоящей работе охарактеризованы ЛПС штаммов H. pylori, использовавшихся ранее, включая
родительский штамм J166 и три дочерних штамма 98�149, 98�169 и 98�181, полученных от макак�резус пос�
ле длительной колонизации. Анализы химическими методами и спектроскопией ЯМР показали, что роди�
тельский штамм продуцирует концевые олигосахаридные звенья Lex, Ley и H типа 1. Дочерние штаммы ока�
зались сходными с родительским по присутствию одинаковой олигосахаридной области (кора) ЛПС и фу�
козилированию внутренних звеньев LacNAc цепи polyLacNAc, но различались по строению концевых оли�
госахаридных звеньев. Lex присутствовал в обезьяньих изолятах 98�149 и 98�169 из животного�хозяина с фе�
нотипом Lea, а Ley был обнаружен в изоляте 98�181 из обезьяны с фенотипом Leb. Так как Lea и Leb являют�
ся изомерами Lex и Ley соответственно, то такая корреляция подтверждает адаптацию экспрессии терми�
нальных олигосахаридных звеньев в штаммах H. pylori к индивидуальным особенностям слизистой оболоч�
ка желудка организма�хозяина. Штамм 98�181 приобрел также способность к глюкозилированию цепи
polyLacNAc. Отметим, что этот штамм отличался низким содержанием фукозы во внутренних звеньях
LacNAc (внутренний Lex) вследствие декорирования polyLacNAc остатками β�глюкопиранозы, что также
могло играть роль в адаптации бактерий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Helicobacter pylori, липополисахарид, O�полисахарид, поли(N�ацетиллактозамин),
глюкозилирование, экспрессия антигенов Льюиса, бактериальная адаптация, макака�резус.

DOI: 10.31857/S0320972520020104

ИЗМЕНЕНИЯ В ЭКСПРЕССИИ КОНЦЕВЫХ ОЛИГОСАХАРИДНЫХ
ЗВЕНЬЕВ И ГЛИКОЗИЛИРОВАНИЕ ЦЕПИ

ПОЛИ�N�АЦЕТИЛЛАКТОЗАМИНА В ЛИПОПОЛИСАХАРИДЕ
Helicobacter pylori ПРИ КОЛОНИЗАЦИИ МАКАК�РЕЗУС*
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Бактерия Helicobacter pylori – важный пато�
ген, вызывающий хронические гастриты у людей
[1]. Инфекции, связанные с этой бактерией,
имеют широкий спектр клинических проявле�
ний [1, 2], включая развитие язвенных заболева�
ний и возрастание риска развития рака желудка.
Как и другие грамотрицательные бактерии, H.
pylori несет на внешней мембране липополисаха�

рид (ЛПС), который является основной ми�
шенью иммунной системы организма–хозяина.
ЛПС обычно состоит из трех различных частей:
липид А, олигосахарид кора и О�полисахарид
(ОПС).

Структуры липида А [3] и олигосахарида кора
[4] ЛПС H. pylori были ранее установлены. Низ�
кая степень фосфорилирования и необычный

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГЖХ – газожидкостная хроматография; ЛПС – липополисахарид; ОПС – О�полисахарид;
COSY – корреляционная спектроскопия; ESI MS – масс�спектрометрия с ионизацией в электрическом поле; DD�Hep, LD�
Hep – D�глицеро�, L�глицеро�D�манно�гептоза; Kdo – 3�дезокси�D�манно�окт�2�улозоновая кислота; LacNAc –N&ацетил�
лактозамин; Lea, Leb, Lex, Ley и H�1 – Льюис a, Льюис b, Льюис X, Льюис Y и H типа 1 соответственно; PEtn – 2�аминоэ�
тил фосфат; polyLacNAc – (β1→3)�поли�N�ацетиллактозамин.

* Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�289, 30.12.2019.

** Адресат для корреспонденции.
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тип ацилирования в липиде А объясняют низкую
эндотоксическую активность и слабый иммуно�
логический ответ на ЛПС H. pylori [5]. В общем
виде ОПС штаммов H. pylori построен из (β1→3)�
поли�N�ацетиллактозамина (polyLacNAc), деко�
рированного остатками α�L�фукозы или, в неко�
торых штаммах, дополнительно остатками глюко�
зы или галактозы [6–11]. Концевое звено ОПС
H. pylori представляет собой моно� или дифуко�
зилированный N�ацетиллактозамин (LacNAc),
который, таким образом, подстраивается («ми�
микрирует») под антигены Льюис X (Lex) и/или
Льюис Y (Ley) (рис. 1) [6–12]. В некоторых
штаммах H. pylori были найдены Льюис a (Lea),
Льюис b (Leb) и H тип I (H�1) (рис. 1) [13].

Ранее было продемонстрировано, что в ходе
длительной колонизации в макаках�резус
(Macaca mulatta) клетки H. pylori способны пе�
реключать свой фенотип, определяемый антиге�
ном Льюиса, для адаптации к организму–хозяи�
ну, что указывает на возможность селекции бак�
териальных фенотипов [14]. Однако не было
проведено структурных исследований, которые
могли бы прояснить молекулярный механизм
такой адаптации. В настоящей работе приведе�
ны результаты химического, ЯМР�спектроско�

пического и масс�спектрометрического анали�
зов ОПС, включая изучение внутренних и кон�
цевых олигосахаридных звеньев, а также олиго�
сахаридов кора в ЛПС штаммов H. pylori, выде�
ленных после длительной колонизациии в орга�
низме животных в сравнении с родительским
штаммом. Эти данные подтвердили эволюцию
экспрессии антигенов Льюиса в макаках�резус.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Бактериальные штаммы, культивирование,
выделение и деградация липополисахаридов. Ис�
пользованы прививочный (родительский)
штамм J166 и три изолята (98�149 и 98�169 от
обезьян, экспрессирующих Lea, и 98�181 от
обезьяны с Leb), выделенные после 40�недель�
ной колонизации. Для получения биомассы
бактериальные штаммы выращивали на кровя�
ном агаре как описано в работе [15]. Образцы
ЛПС выделяли экстракцией из клеточной мас�
сы водным фенолом [16] и расщепляли 0,1 M
натрий�ацетатным буфером (pH 4) 2,2 ч при
100 °C. Водорастворимую углеводсодержащую
часть фракционировали гель�распределитель�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  2  2020

273

Рис. 1. Структуры олигосахаридов типа 2 и типа 1. Звенья Льюис X, Льюис Y и H типа 1 найдены в ЛПС исследованных
штаммах H. Pylori
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ной хроматографией на колонке с гелем
Sephadex G�50 Superfine (70 × 2,6 см, свободный
объем 200 мл) в 0,05 M пиридиний�ацетатном
буфере (pH 4,5) со скоростью потока 0,5 мл/мин
(рис. 2). Элюцию контролировали с помощью
дифференциального рефрактометра «Waters»,
размер фракции составлял 10 мл. Полученные
продукты из каждого ЛПС представляли собой
полисахарид (фракция I) и усеченный олигоса�
харид кора (фракция III); дополнительный оли�
госахарид кора (фракция II) был выделен из
ЛПС штаммов J166 и 98�169.

Моносахаридный анализ и метилирование.
Гидролиз проводили 2 M трифторуксусной кис�
лотой (120 °C, 2 ч) и моносахариды идентифи�
цировали газо�жидкостной хроматографией
(ГЖХ) в виде ацетатов полиолов на приборе
«Hewlett�Packard» 5880 с колонкой DB�5 (25 м ×
× 0,25 мм) при температурной программе от
160 °C (1 мин) до 250 °C со скоростью 3 °C/мин.

Метилирование осуществляли с помощью ме�
тилиодида в диметилсульфоксиде в присутствии
натрий�метилсульфинилметанида (CH3SOCH2Na)

в качестве основания [17]. Гидролиз проводили
как при моносахаридном анализе, частично ме�
тилированные моносахариды восстанавливали
NaBD4, превращали в ацетаты полиолов и ана�
лизировали методом ГЖХ�МС на хроматографе
«Hewlett Packard» 5890, соединенном с масс�
спектрометром «NERMAG» R10�10L (Фран�
ция), используя колонку с неподвижной фазой
DB�5 и температурной программой от 130 °C
(1 мин) до 250 °C со скоростью 3 °C/мин.

Деградация по Смиту. ОПС штамма 98�181
(2 мг) окисляли 0,1 M NaIO4 (0,3 мл) при 20 °C в
течение 48 ч в темноте и избыток периодата раз�
рушали добавлением этиленгликоля (0,05 мл).
Продукты реакции восстанавливали NaBH4

(6 мг) при 20 °C в течение 2 ч, обессоливали
гель�распределительной хроматографией на ко�
лонке с гелем Fractogel TSK HW�40S (24 × 1 см)
в воде, гидролизовали 2%�ной уксусной кисло�
той (2 ч, 100 °C), и полученный модифициро�
ванный ОПС выделяли хроматографией на ко�
лонке с тем же гелем.

Спектроскопия ЯМР и масс�спектрометрия.
Спектры ЯМР были записаны в 99,96% D2O при
60 °C, используя спектрометр «JEOL» EX�270.
Перед съемкой спектров образцы дважды лио�
филизовали из D2O (99,9%). Химические сдвиги
представлены в м.д., в качестве внутреннего
стандарта использовали натрий�3�триметилси�
лилпропаноат�2,2,3,3�d4 (δH 0,00).

Масс�спектрометрию с ионизацией электро�
распылением (ESI MS) осуществляли для отри�
цательных ионов на масс�спектрометре «VG
Quattro» («Micromass», Великобритания) с аце�
тонитрилом в качестве мобильной фазы при по�
токе 10 л/мин. Образцы растворяли в 50%�ном
водном ацетонитриле при концентрации
~50 пкмоль/мкл и 10 мкл раствора вводили с по�
мощью шприца в прибор.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Расщепление липополисахаридов и характери�
зация олигосахаридов кора. Мягкая кислотная
деградация ЛПС из H. pylori J166 и трех дочер�
них штаммов (98�149, 98�169 и 98�181) с после�
дующей хроматографией на геле Sephadex G�50
(рис. 2) привела к ОПС на основе polyLacNAc
(фракция I) и одной или двум фракциям олиго�
сахарида кора (фракция III в штаммах 98�149 и
98�181 или фракции II и III в штаммах J166 и 98�
169). Все фракции исследовали с помощью мо�
носахаридного анализа; олигосахариды анали�
зировали также методом ESI MS, а ОПС изуча�
ли методами метилирования (таблица) и спект�
роскопии ЯМР.
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а

б

Рис. 2. Профили элюции на геле Sephadex G�50 углеводных
продуктов из ЛПС H. pylori 98�149 (a) и 98�169 (б). Фракция I
представляет собой ОПС с цепью polyLacNAc, присоеди�
ненный к кору; фракции II и III являются олигосахарида�
ми кора. Соответствующие структуры приведены на рис. 3
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Моносахаридный анализ показал, что глав�
ными компонентами олигосахаридной фрак�
ции III в каждом штамме были глюкоза, галак�
тоза, D�глицеро�D�манно�гептоза (DD�Hep) и L�
глицеро�D�манно�гептоза (LD�Hep). Анализ ме�
тодом ESI MS показал присутствие основного
соединения с мол. массой 242,4 Дa. С учетом
данных моносахаридного анализа и ESI MS сде�
лан вывод, что эта фракция представляет собой
укороченный олигосахарид кора состава
GlcGal(DD�Hep)(LD�Hep)2KdoPEtn, где Kdo
обозначает 3�дезокси�D�манно�окт�2�улозоно�
вую кислоту в ангидро�форме, а PEtn – 2�ами�
ноэтилфосфат. Соединение с таким же составом
было получено ранее из ЛПС ряда других штам�
мов H. pylori, его строение приведено на рис. 3
(структура 1) [7, 13].

Основная олигосахаридная фракция II, по�
лученная из ЛПС H. pylori J166 и 98�169, отлича�
лась от фракции III присутствием фукозы и
GlcNAc, а также более высоким содержанием
DD�Hep. Ее моносахаридный состав и мол. мас�
са 1946,6 Да, определенная методом ESI MS, со�
ответствовали олигосахариду кора из штаммов
H. pylori 26695 и Sydney, имеющему структуру 2
(рис. 3) [4, 18]. Во фракции II также присутство�
вали соединения, содержащие одну или нес�
колько дополнительных остатков гексоз и рибо�

зы и имеющие сходный состав с олигосахарида�
ми кора H. pylori, строение которых было уста�
новлено ранее [4].

Моносахаридный анализ и анализ методом
метилирования фракции I из каждого штамма
(таблица) продемонстрировали присутствие
всех составляющих кора, включая концевую
глюкозу, 4�замещенную галактозу, 2�замещен�
ную LD�Hep, 7�замещенную DD�Hep (место уд�
линения кора), 2,7�дизамещенную DD�Hep, 3�
замещенный GlcNAc и 3�замещенную фукозу.
Эти компоненты были минорными, и был сде�
лан вывод, что фракция I представляет собой
ОПС, присоединенный к кору ЛПС.

Характеристика О�полисахаридов. Моносаха�
ридный анализ и метилирование фракции I из
ЛПС H. pylori J166, 98�149 и 98�169 (таблица)
продемонстрировали типичное строение на ос�
нове (1→3)�polyLacNAc с несколькими звенья�
ми LacNAc, фукозилированными по положе�
нию 3 остатка GlcNAc (структура 3) (рис. 3)
(сравни с лит. данными [7, 18–20]). Исходя из
соотношения 4�замещенного и 3,4�дизамещен�
ного остатков GlcNAc (таблица), степень фуко�
зилирования составляла 54, 69 и 65% в штаммах
J166, 98�149 и 98�169 соответственно и, следова�
тельно, фукозилированные звенья LacNAc в них
были основными. Соотношение метилирован�
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Данные метилирования фракции I (ОПС). Времена удерживания при анализе ГЖХ частично метилированных ацетатов
полиолов в сравнении с 2,3,4�три�O�метилфукозой (2,3,4�Me3�Fuc, 1.00) и гексаацетатом глюцитола (2,67)

Содержание (по отклику детектора) в штаммах
Частично метилированное

производное

2,3,4�Me3�Fuc

3,5�Me2�Rib

2,4�Me2�Fuc

2,3,4,6�Me4�Glc

2,3,4,6�Me4�Gal

2,4,6�Me3�Glc

2,3,6�Me3�Gal

2,4,6�Me3�Gal

2,6�Me2�Gal

3,4,6,7�Me4�LD�Hep

2,3,4,6�Me4�DD�Hep

3,4,6�Me3�DD�Hep

2,3,6�Me3�GlcNAc

2,4,6�Me3�GlcNAc

2,6�Me2�GlcNAc

Относительное время
удерживания

1,00

1,01

1,27

1,33

1,38

1,66

1,67

1,73

1,96

2,31

2,37

2,71

2,81

2,97

3,13

J166

0,43

0,10

0,12

0,13

<0,05

0,13

0,24

1,15

<0,05

0,13

0,13

0,12

0,39

0,15

0,46

98�149

0,39

0,11

0,15

0,13

0,13

0,12

0,25

1,17

<0,05

0,11

0,13

0,11

0,28

0,11

0,61

98�169

0,31

0,17

0,12

0,10

0,10

0,11

0,23

1,23

<0,05

0,12

0,13

0,10

0,32

0,08

0,60

98�181

0,16

0,13

0,09

0,71

<0,05

0,13

0,15

0,33

0,86

0,06

0,18

0,10

0,68

0,09

0,20



ПЕРЕПЕЛОВ и др.

ных производных 3�замещенной Gal в звеньях
LacNAc и остатков гептозы в коре показало при�
сутствие 10–11 внутренних звеньев LacNAc в
каждой полисахаридной цепи. Основные сигна�
лы аномерных протонов в 1H ЯМР�спектре
ОПС принадлежали остаткам β�GlcpNAc
(4,74 м.д., J1,2 8,5 Гц), β�Galp (4,49 м.д., J1,2 8 Гц)
и α�Fucp (5,04 м.д., J1,2 3 Гц) (сравни с лит. дан�
ными [7, 18, 19]). Эти данные подтверждают по�
ли(α�фукозилирование) цепи polyLacNAc
(структура 3) (рис. 3).

В то время как существенного структурного
различия между фракцией I из штаммов J166,
98�149 и 98�169 обнаружено не было, ОПС
штамма H. pylori 98�181 отличался существенно
большим содержанием глюкозы (82% по срав�
нению с 22–29% в трех других исследованных
штаммах). Анализ методом метилирования по�
казал присутствие как главных компонентов
концевых остатков глюкозы и 3,4�дизамещен�
ных остатков галактозы, тогда как 3�замещен�
ные остатки галактозы, являющиеся основными
в ОПС со структурой 3, были минорными (таб�

лица). В дополнение к сигналам аномерных
протонов, идентифицированных в ОПС штам�
мов J166, 98�149 и 98�169 (см. выше), спектр 1H
ЯМР полисахарида штамма 98�181 содержал ин�
тенсивный сигнал H�1 остатка β�Glcp (4,88 м.д.,
J1,2 7,5 Гц).

Эти данные подтвердили, что ОПС штамма
98�181 имеет структуру 4, которая отличается
декорацией звена LacNAc остатком β�глюкозы,
присоединенным в положение 4 остатку галак�
тозы (рис. 3). Исходя из соотношения 3�заме�
щенного и 3,4�дизамещенного остактов галак�
тозы (таблица), степень глюкозилирования сос�
тавляла ∼70%. Цепь poly(LacNAc) в штамме 98�
181 оказалась сходной с цепями трех других
штаммов, но степень фукозилирования звеньев
LacNAc была меньше (∼30%).

Структура 4 подтверждена распадом ОПС по
Смиту, в результате которого за счет удаления
концевых остатков фукозы и глюкозы образова�
лась линейная цепь polyLacNAc, строение кото�
рой было подтверждено метилированием и
спектроскопией 1H ЯМР (данные не представле�
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Рис. 3. Структуры фракции III с укороченным олигосахаридом кора из всех изученных штаммов H. pylori (1), основной
фракции II олигосахарида кора ЛПС штаммов H. pylori J166 и 98�169 (2) и фракции I (ОПС) из H. pylori J166, 98�149, 98�
169 (3) и 98�181 (4). В олигосахаридах 1 и 2 остатки Kdo присутствуют в ангидро�форме. Распределение гликозилирован�
ных и негликозилированных звеньев LacNAc в полисахаридах 3 и 4 не определено
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ны). Глюкозилирование polyLacNAc по положе�
нию 4 остатка β�Galp является новой структур�
ной особенностью ЛПС H. pylori, в то время как
глюкозилирование или галактозилирование β�
GlcpNAc по положению 6 было описано ранее [9].

Характеристика концевых олигосахаридных
звеньев и соответствие фенотипу хозяина. Струк�
туры концевых звеньев на невосстанавливаю�
щем конце ОПС исследовали с помощью дву�
мерной корреляционной спектроскопии 1H,1H
(COSY), как описано ранее [7, 18]. Анализ ха�
рактеристичных корреляций H5/H6 в остатках
Fuc оказался полезным для идентификации
концевых олигосахаридных звеньев в ОПС
H. pylori.

В ОПС всех изученных штаммов остатки
фукозы находились в определенных положени�
ях кора (рис. 4, в) (H5/H6 при 4,33/1,14 м.д.) и
во внутреннем фукозилированном звене
LacNAc (рис. 4, I) (H5/H6 при 4,80/1,13 м.д.). В

родительском штамме J166 дополнительные ос�
татки фукозы присутствовали в составе конце�
вых звеньев Ley (H5/H6 при 4,87/1,22 м.д. и
4,24/1,25 м.д.) и H типа 1 (H5/H6 при 4,29/
1,24 м.д.) (рис. 4, a). Ни один из дочерних
штаммов не давал таких же корреляций Fuc
H5/H6, как родительский штамм, из�за отсут�
ствия одного или обоих этих типов концевых
олигосахаридных звеньев. Таким образом, зве�
но H типа 1 отсутствует во всех трех дочерних
штаммах (рис. 4, б–г), и только штамм 98�181
сохранил звено Ley (рис. 4, г). Штаммы 98�149 и
98�169 экспрессировали звено Lex вместо звена
Ley (рис. 4, б, в).

Экспрессия Ley изолятом 98�181 соответ�
ствует статусу секреции обезьяны�хозяина, ко�
торый характеризовался фенотипом Leb. Отсут�
ствие экспрессии концевого звена Lex штаммом
98�181 сопровождалось меньшим уровнем фу�
козилирования внутренних звеньев LacNAc, что
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Рис. 4. Фрагменты спектров 1H,1H COSY ОПС из H. pylori J166 (a), 98�149 (б), 98�169 (в) и 98�181 (г). Показаны корреля�
ции H5/H6 остатков фукозы в коре (C), внутренних звеньях ОПС (I), концевых звеньях Льюис X (Lex), Льюис Y (Ley) и H
типа 1 (H�1), а также в неизвестном положении (U)
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не способствовало синтезу также внутренних
звеньев Lex. С другой стороны, изоляты 98�149 и
98�169 различались более высокой экспрессией
как терминальных, так и внутренних звеньев
Lex, которые соответствовали фенотипу Lea в
животных�хозяевах. Таким образом, сделано
заключение, что, поскольку Lea и Leb являются
изомерами Lex и Ley соответственно (рис. 1), об�
наруженные корреляции являются формами
адаптации или селекции штаммов H. pylori в
слизистой оболочке индивидуальных организ�
мов–хозяевах.
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UNITS AND GLYCOSYLATION OF POLY(N�ACETYLLACTOSAMINE) CHAIN
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Helicobacter pylori is an important human pathogen that causes gastritis, gastric and duodenal ulcers, and gastric can�
cer. O�polysaccharides of H. pylori lipopolysaccharides (LPS) are composed of (β1→3)�poly(N�acetyllactosamine)
(polyLacNAc) decorated with multiple α�L�fucose residues. In many strains, their terminal LacNAc units are mono�
or di�fucosylated to mimic Lewis X (Lex) and/or Lewis Y (Ley) oligosaccharides. The studies in rhesus macaques as a
model of human infection by H. pylori showed that this bacterium adapts to the host during colonization by express�
ing host Lewis antigens. Here, we characterized LPS from H. pylori strains used in the previous study, including the
parental J166 strain and the three derivatives (98�149, 98�169, and 98�181) isolated from rhesus macaques after long�
term colonization. Chemical and NMR spectroscopic analyses of the LPS showed that the parental strain expressed
Lex, Ley, and H type 1 terminal oligosaccharide units. The daughter strains were similar to the parental one in the
presence of the same LPS core and fucosylated polyLacNAc chain of the same length but differed in the terminal
oligosaccharide units. These were Lex in the isolates 98�149 and 98�169, which corresponded to the Lea phenotype of
the host animals, and Ley was found in the 98�181 isolate from the macaque characterized by the Leb phenotype. As
Lea and Leb are isomers of Lex and Ley, respectively, the observed correlation confirmed adaptation of the expression
of terminal oligosaccharide units in H. pylori strains to the properties of the host gastric mucosa. The 98�181 strain
also acquired glycosylation of the polyLacNAc chain and was distinguished by a lower expression of fucosylated inter�
nal LacNAc units (internal Lex) as a result of decoration of polyLacNAc with β�glucopyranose, which may also play
a role in the bacterial adaptation.

Keywords: Helicobacter pylori, lipopolysaccharide, O�polysaccharide, poly(N�acetyllactosamine), glucosylation,
Lewis antigen expression, bacterial adaptation, resus macaque
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Капсульный полисахарид (КПС), относящийся к типу К32, выделен из штамма Acinetobacter baumannii
LUH5549, содержащего генный кластер биосинтеза КПС типа KL32. Структура КПС установлена с по"
мощью углеводного анализа, деградации по Смиту, одно" и двумерной спектроскопии 1H и 13C ЯМР. Най"
дено, что КПС типа К32 построен из разветвленных повторяющихся пентасахаридных единиц (К"звеньев),
включающих два остатка β"D"GalpNAc и один остаток β"D"глюкуроновой кислоты (β"D"GlcpA) в основ"
ной цепи и по одному остатку β"D"Glcp и α"D"GlcpNAc в боковой дисахаридной цепи. В соответствии со
структурой КПС генный кластер KL32 включает гены UDP"D"Glc"6"дегидрогеназы (Ugd3), ответственной
за синтез D"GlcA и четырех гликозилтрансфераз, образующих специфические гликозидные связи. Присут"
ствующие в кластере гены, кодирующие ацетилтрансферазу и белок с неизвестной функцией, не участвуют
в биосинтезе КПС. Ранее присутствие генного кластера KL32 обнаружено в штаммах, принадлежащих к
глобальной клональной линии 2 (GC2), тогда как штамм LUH5549 принадлежит к сиквенс"типу ST354, что
свидетельствует о горизонтальном генетическом переносе между этими линиями.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Acinetobacter baumannii, капсула, K"локус, структура полисахарида, глюкуроновая
кислота.
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УСТАНОВЛЕНИЕ СТРУКТУРЫ КАПСУЛЬНОГО
ПОЛИСАХАРИДА K32 И ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕННОГО

КЛАСТЕРА KL32 Acinetobacter baumannii LUH5549*,**
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А.В. Попова4,5, Р.М. Хэлл6#, Дж.Дж. Кенион1#, Ю.А. Книрель2***#

Капсульный полисахарид (КПС) присутству"
ет на клеточной поверхности многих патогенных
бактерий, и в том числе нозокомиальных видов
Acinetobacter baumannii. Образуя поверхностный
слой, защищающий бактерию от иммунного от"
вета хозяина, высыхания и выживания в других

неблагоприятных условиях внешней среды,
КПС является одним из основных факторов па"
тогенности микроорганизмов [1–4]. Он предс"
тавляет собой длинную полисахаридную цепь из
повторяющихся олигосахаридных единиц (К"
звеньев), включающих от 2 до 6 моносахаридных
остатков, соединенных различными гликозид"
ными связями. Биосинтез и экспорт КПС A. bau+
mannii контролируется соответствующими гена"
ми в К"локусе (KL) хромосомы, состав и распо"
ложение которых изменчивы [5].

К"локус включает оперон генов wza+wzb+wzc,
ответственных за экспорт КПС, и область с ге"
нами синтеза специфического К"звена, содер"
жащую разнонаправленные единицы тран"
скрипции. В К"локусе находятся гены синтеза
простых сахаров, инициации синтеза К"звена
(itr), переноса углеводных остатков (gtr), транс"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : КПС – капсульный полиса"
харид; GlcA – глюкуроновая кислота; KL– К"локус.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли"
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19"307,
30.12.2019.

** Приложение к статье на английском языке опублико"
вано на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте
издательства Springer (https://link.springer.com/journal/
10541), том 85, вып. 2, 2020.

*** Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.
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локации (wzx) и полимеризации (wzy) К"звена, а
также присоединения ацетильной или пируват"
ной групп (atr/ptr) в случае их присутствия.

Ранее была исследована организация генных
кластеров KL изолятов из коллекции Трауба, ко"
торая была использована для разработки ориги"
нальной схемы серотипирования A. baumannii [6,
7]. Однако эти генные кластеры изначально бы"
ли описаны как кодирующие биосинтез полиса"
харидов (PSgc) с использованием традиционной
систематической номенклатуры. В настоящее
время структура многих КПС из различных изо"
лятов установлена и показано, что их состав и
конфигурация сахаров коррелирует с составом
генного кластера KL [8–12]. В связи с этим ан"
нотация генных кластеров PSgc была пересмот"
рена [8–14] и приведена в соответствие с более
удобной и уже широко распространенной систе"
мой номенклатуры генных кластеров биосинтеза
КПС A. baumannii [5]. В данной работе мы уста"
новили структуру КПС еще одного штамма
(LUH5549) из коллекции Трауба, генный кластер
которого ранее обозначался как PSgc21.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивирование бактерий. Штамм A. bauman+
nii LUH5549 из коллекции W.H. Traub (Institut für
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Univer�
sität des Saarlandes, Саарленд, Германия) был лю"
безно предоставлен профессором Peter Reeves.
Бактерии культивировали в среде 2TY в течение
ночи, клетки отделяли центрифугированием
(10 000 g, 20 мин), промывали Na"фосфатным
буфером pH 7,4, суспендировали в смеси ацетон"
вода (7 : 3 v/v), осаждали и высушивали.

Выделение капсульного полисахарида. КПС
выделяли из бактериальных клеток (1,1 г) вод"
но"фенольной экстракцией [15]. Экстракт диа"
лизовали без разделения слоев, нерастворимые
примеси отделяли центрифугированием, раст"
вор обрабатывали 50%"ным раствором
CCl3COOH при 4 °C, осадок (белки и нуклеино"
вые кислоты) удаляли центрифугированием,
раствор диализовали против дистиллированной
воды, лиофилизовали и получили неочищен"
ный КПС (370 мг). Очистку КПС (120 мг) про"
водили нагреванием в 2% AcOH (100 °C, 2 ч) с
последующим отделением примесей центрифу"
гированием и фракционированием с помощью
гель"проникающей хроматографии на колонке
(60 × 2,5 см) с гелем Sephadex G"50 в 0,1% AcOH,
используя для детектирования дифференциаль"
ный рефрактометр («Knauer», Германия). Высо"
комолекулярную фракцию лиофилизовали и
получали очищенный КПС (27 мг).

Анализ моносахаридов. Образец КПС (0,5 мг)
гидролизовали 2М CF3CO2H (120 °C, 2 ч), моно"
сахариды анализировали в виде ацетатов полио"
лов [16] методом ГЖХ на хроматографе Maestro
(Agilent 7820, Москва, Россия) на колонке
0,32 мм × 20 м с фазой HP"5 в температурном
режиме от 160 °C (1 мин) до 290 °C с градиентом
7 °C мин–1. Глюкуроновую кислоту идентифи"
цировали с помощью углеводного анализатора
Biotronik LC 2000 (Германия), используя колон"
ку (7 × 0,4 см) с анионитом DA×8 (Durrum,
США), 5 мМ K"фосфатный буфер pH 3 и K"би"
цинхонинат для детекции.

Деградация по Смиту. Образец КПС (12 мг)
окисляли NaIO4 (29 мг в 1,5 мл воды, 20 °C, 72 ч)
в темноте, восстанавливали NaBH4 (30 мг, 24 ч,
16 °C), раствор упаривали, борную кислоту уда"
ляли трехкратным упариванием с 10% AcOH в
MeOH и продукты разделяли на колонке (108 ×
1,2 см) с гелем Sephadex G"25 в воде с детекти"
рованием с помощью дифференциального реф"
рактометра. Полимерную фракцию гидролизо"
вали 2% AcOH (100 °С, 2 ч), продукты фракцио"
нировали на той же колонке и получали моди"
фицированный КПС (2,6 мг).

Спектроскопия ЯМР. Перед съемкой спект"
ров ЯМР образцы дважды лиофилизовали из
99,9% D2O и исследовали в виде раствора в
99,95% D2O при 65 град. C. В качестве внутрен"
него стандарта для калибровки использовали
Na"3"триметилсилилпропаноат"2,2,3,3"d4 (δH

0,0, δC −1,6). Спектр 13C ЯМР регистрировали на
приборе Bruker DRX"500, двумерные экспери"
менты ЯМР были проведены на спектрометре
Bruker Avance II 600 MHz (Германия) с исполь"
зованием стандартного программного обеспече"
ния компании «Bruker». В эксперименте 13C
ЯМР релаксационная задержка составляла 3 с.
Время спиновой стабилизации и время смеши"
вания в экспериментах TOCSY и ROESY состав"
ляло 60 и 150 мсек, соответственно. Для опти"
мизации эксперимента 1H,13C HMBC использо"
вали задержку 60 мсек для развития многосвязе"
вых корреляций. Другие параметры ЯМР были
установлены, как описано ранее [8]. Для полу"
чения и обработки данных ЯМР использовали
программу BrukerTopSpin 2.1.

Биоинформатика. Данные коротких ридов ге"
номной последовательности штамма LUH5549
получены из архива коротких ридов (SRA, но"
мер доступа DRS005644) и собраны в контиги с
использованием программы SPAdes [17]. Ген"
ный кластер KL32 идентифицирован между ге"
нами fkpA и lldP и повторно аннотирован в соот"
ветствии с раннее описанной номенклатурой
[5]. Базы данных CAZy (http://www.cazy.org/)
[18] и Pfam (https://pfam.xfam.org) [19] исполь"
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зованы для соотнесения кодируемых белков с их
биосинтетическими функциями. Собранная
последовательность и обновленная аннотация
доступны в базе данных GenBank под номером
доступа KC526897.2. Полная геномная последо"
вательность использована для установления
сиквенс"типа в соответствии со схемой MLST
Института Пастера для A. baumannii
(https://pubmlst. org/bigsdb?db=pubmlst_abauman"
nii_pasteur_seqdef).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Последовательность генов в геномном клас"
тере PSgc21 КПС A. baumannii LUH5549, доступ"
ная в базе данных GenBank под номером досту"
па KC526897.1, является неполной ввиду отсут"
ствия генов экспорта КПС (wza+wzb+wzc), что
свидетельствует о потенциальной проблеме ка"
чества сборки генома. Поскольку последова"
тельность изначально была собрана в контиги
из коротких ридов с использованием програм"
мы Velvet 2.0 [7], короткие риды (SRA, номер
доступа DRS005644) были вновь собраны в кон"
тиги, используя программу SPAdes. Полная пос"
ледовательность фрагмента геномного кластера
между консервативными генами fkpA и lldP,
фланкирующими К"локус, оказалась на 99,56%
идентичной установленной ранее последова"
тельности генного кластера KL32 штамма
A. baumannii BAL_058 (GenBank, номер доступа
KT359615.1), выделенного во Вьетнаме [20]. Со"
ответственно, генный кластер LUH5549 пере"
именован в KL32, и его гены обозначены в соот"
ветствии с принятой системой номенклатуры
[5]. Обновленная последовательность и аннота"
ция доступны в базе данных GenBank (номер
доступа KC526897.2).

Генный кластер KL32 (рис. 1) включает гены
wzy и wzx, ответственные за процессинг К"звена,
модуль генов galU, ugd, gpi, gne1, pgm, отвечаю"
щих за синтез UDP"производных сахаров,
включая UDP"D"Glcp, UDP"D"GlcpNAc и

UDP"D"GalpNAc. Рядом с геном galU находится
ген itrA2, который отвечает за инициацию син"
теза К"звена путем присоединения первого ос"
татка К"звена (D"GalpNAc) к липиду"перенос"
чику на внутренней мембране бактерии [21].
Центральная область KL32 включает четыре
предсказанных гена гликозилтрансфераз (gtr67,
gtr68, gtr69, gtr70), необходимых для образования
гликозидных связей в К"звене, ген ацетилтранс"
феразы (atr9) и ген, кодирующий белок с неуста"
новленной функцией (Оrf).

В центральной области кластера присутству"
ет также ген типа udg (udg3), который по данным
базы данных GenPept (номер доступа
AHB32286.1) только на 20% идентичен (74%
покрытия) продукту гена ugd (GenPept, номер
доступа AHB32291.1), расположенного в генном
модуле синтеза сахаров и предположительно от"
вечающего за превращение UDP"D"Glcp в
UDP"D"GlcA [5]. Хотя ген ugd является общим
для всех генных кластеров A. baumannii, его роль
в синтезе КПС пока не установлена. Белок Ugd3
также на 27% идентичен (на 71% гомологичен)
другому белку типу Ugd (Ugd2), найденному в
центральной области генных кластеров KL20 и
KL21. В соответствии с наличием Ugd2
(GenPept, номера доступа AUG44319.1 и
AIT56461.1), КПС K20 и K21 содержат D"GlcpA
[22]. Присутствие гена ugd3 в центральной об"
ласти KL32 предполагает, что КПС K32 также
содержит D"GlcA.

КПС выделяли из клеток бактерии A. bau+
mannii LUH5549 водно"фенольной экстракцией
с последующей очисткой нагреванием в 2%
HOAc для расщепления липополисахаридов с
короткими углеводными цепями и гель"прони"
кающей хроматографией на геле Sephadex G"50.
Анализ углеводов, содержащихся в КПС, в виде
ацетатов альдитолов методом ГЖХ показал на"
личие Glc, GlcNAc и GalNAc в соотношении
1 : 1,6 : 1,8. Кроме того, с помощью жидкостной
анионообменной хроматографии идентифици"
рована GlcA. Абсолютная конфигурация саха"
ров не определялась химическим методом, но
следовала из генетических данных (см. ниже).
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Рис. 1. Генный кластер биосинтеза КПС Acinetobacter baumannii KL32. Стрелки показывают направление транскрипции по
данным базы данных GenBank (номер доступа KC526879.2). Гены гликозилтрансфераз (gtr) окрашены в светло"серый
цвет, ген инициирующей трансферазы (itrA2) – в черный цвет. Роль генов, окрашенных в темно"серый цвет, в биосинте"
зе КПС K32 не установлена
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Спектры 1Н и 13С (рис. 2) ЯМР КПС вклю"
чали сигналы пяти моносахаридных остатков и
трех N"ацетильных групп. Интерпретация
спектров с помощью двумерных экспериментов
1H,1H COSY, 1H,1H TOCSY, 1H,1H ROESY,
1H,13C HSQC и 1H,13C HMBC выявила спино"
вые системы остатков β"Glc (E), β"GlcA (B),
α"GlcNAc (D) и двух остатков β"GalNAc (A и
C), находящихся в пиранозной форме (таблица
1). Из величин констант спин"спинового взаи"
модействия 3JH,H кольцевых протонов в одно" и
двумерных спектрах следовала α"глюкоконфи"
гурация остатка D, β"глюкоконфигурация ос"
татков B и E и β"галактоконфигурация остат"
ков A и C. Конфигурация остатков А, В, С и Е
подтверждена корреляциями H"1/H"5 в спектре
ROESY (рис. 3). Сравнение положений низко"
польных сигналов атомов C"3 остатков C и A
(δ 79,0 и 81,3), атомов C"4 остатков C и B (δ 74,9
и 81,2), а также атома C"6 остатка D (δ 69,3)
(таблица 1) с таковыми в соответствующих не"
замещенных моносахаридах [23, 24] указывало
на места замещения моносахаридных остатков
в К"звене. Химические сдвиги атомов С"
2,3,4,5,6 в остатке Е и незамещенной β"глюко"
пиранозы [23] близки, что указывало на терми"
нальное положение этого остатка.

В спектре 1Н,13С HMBC имелись корреля"
ции между аномерными протонами и атомами
углерода в местах замещения при δ 4,47/69,3;
δ 4,53/81,2; δ 4,54/79,0; δ 4,58/81,3 и δ 4,86/74,9,
что указывало на корреляции E H1/D C"6,
С Н1/B С"4, A H"1/С С"3, B H"1/A C"3 и D H"1/
С С"4, соответственно (рис. S1 Приложения).
Эти данные, а также данные о корреляции ано"
мерных протонов с протонами при атомах угле"
рода гликозилируемых остатков в спектре 1Н,1Н
ROESY (рис. S2 Приложения) позволили уста"
новить типы гликозидных связей и последова"
тельность моносахаридов в К"звене.

Таким образом, КПС K32 A. baumannii
LUH5549 имеет структуру, представленную на
рис. 3, которая, по нашим данным, отличается
от известных структур бактериальных полисаха"
ридов, депонированных в базе данных Bacterial
Carbohydrate Structure Database (BCSDB;
http://csdb.glycoscience.ru/bacterial/) [25]. До"
полнительное доказательство структуры КПС
получено в результате деградации КПС по Сми"
ту, приведшей к образованию модифицирован"
ного полисахарида (МПС). Структура МПС,
представленная на рис. 3, установлена теми же
методами, что и структура КПС, включая одно"
и двумерную спектроскопию ЯМР (таблица).
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Химические сдвиги 1H и 13C ЯМР (м.д.)

Моносахаридные остатки

→3)"β"D"GalpNAc"(1→

→4)"β"D"GlcpA"(1→

→3,4)"β"D"GalpNAc"(1→

→6)"α"D"GlcpNAc"(1→

β"D"Glcp"(1→

→3)"β"D"GalpNAc"(1→

→4)"β"D"GlcpA"(1→

→3)"β"D"GalpNAc"(1→

C"1
H+1

104,1
4,54

105,3
4,58

102,9
4,53

98,3
4,86

104,0
4,47

103,7
4,58

105,4
4,50

102,3
4,51

C"2
H+2

0,76 ± 0,16

52,5
3,83

73,5
3,40

52,8
4,06

55,3
3,90

74,5
3,35

52,4
3,97

73,9
3,36

52,4
3,95

C"3
H+3

0,76 ± 0,16

81,3
3,89

75,2
3,64

79,0
3,84

71,9
3,87

77,2
3,49

81,1
3,85

75,1
3,57

80,7
3,80

C"4
H+4

0,76 ± 0,16

69,2
4,06

81,2
3,84

74,9
4,22

70,9
3,71

71,2
3,40

69,1
4,12

81,1
3,76

69,3
4,16 

Примечание. Химические сдвиги 1H ЯМР выделены курсивом; химические сдвиги N"ацетильных групп: δH 1,96"2,06,
δC 23.3"24.0 (Me) и 175.3"175.5 (CO).

C"5
H+5

0,76 ± 0,16

75,9
3,59

74,8
4,01

77,0
3,73

72,0
4,34

77,2
3,43

76,0
3,64

77,9
3,68

76,0
3,70

C"6
H+6

0,76 ± 0,16

62,6
3,74; 3,82

172,1

61,6
3,64; 3,68

69,3
4,06; 4,32

62,4
3,72; 3,91

62,3
3,76; 3,78

62,3
3,77; 3,81

A

B

C

D

E

A

B

C

КПС

МПС



КАХИЛЛ и др.

КПС К32 построен из повторяющихся пен"
тасахаридных К"звеньев, включающих обычные
для бактерий сахара, такие как D"GalpNAc, D"
GlcpNAc и D"Glcp, а также D"GlcpA. Ранее мы
предположили, что ген ugd, присутствующий в
модуле синтеза простых сахаров, не является не"
обходимым для продуцирования КПС [5], а мо"
носахарид D"GlcA присутствует в КПС A. bau+
mannii, только когда второй ген тип ugd включен
в генный кластер [22]. Соответственно, генный
кластер KL32 содержит ген ugd3 в центральной
области, и, как результат, в структуре КПС типа
К32 имеется D"GlcA.

Поскольку в структуре КПС присутствуют два
остатка D"GalNAc (рис. 3), оставалось неясным
какой из них является первым в биологическом
повторяющемся звене К32, присоединяемым в
ходе биосинтеза КПС к липиду"носителю про"
дуктом гена itrA2 (GenPept, номер доступа
AHB32289.2). Однако первый остаток мог быть
определен путем выяснения типа связи, образуе"
мой полимеразой WzyK32, ответственной за связы"
вание К"звеньев в единую полисахаридную цепь,
т.е. за присоединение первого остатка К"звена к
последнему остатку. Полимераза WzyK32 (GenPept,
номер доступа AHB32283.1) на 28% идентична
полимеразе WzyK116, кодируемой в генном класте"
ре A. baumannii KL116 (GenBank, номер доступа
MK399425.1), которая, как недавно установлено,
образует связь β"D"GalpNAc"(1→3)"D"Galp [26].

Похожая связь β"D"GalpNAc"(1→3)"D"GalpNAc
имеется в КПС К32, и следовательно, WzyK32 от"
ветственна за ее образование. Таким образом,
построение К"звена начинается с переноса остат"
ка D"GalpNAc A на липид"носитель (рис. 3).

Сборка К"звена требует участия трех инвер"
тирующих гликозилтрансфераз для образования
трех β"связей и одной гликозилтрансферазы, ра"
ботающей по механизму с сохранением аномер"
ной конфигурации, для образования α"связи.
Эту роль может выполнять только одна гликозил"
трансфераза в генном кластере KL32, а именно
Gtr68K32 (GenPept, номер доступа AHB32282.2),
входящая по базе данных CAZy в семейство гли"
козилтрансфераз GT4, сохраняющих аномерную
конфигурацию [18]. Следовательно, Gtr68K32 от"
вечает за образование связи между остатками
α"D"GlсpNAc D и D"GalpNAc C.

Функции остальных гликозилтрансфераз в
образовании гликозидных связей определены на
основании гомологии с другими известными
или предполагаемыми гликозилтрансферазами.
Gtr70K32 (GenPept, номер доступа AHB32285.1)
на 54% идентична WdbN в О"антигенном класте"
ре Escherichia coli O143 (GenPept, номер доступа
STM86374.1), и в структуре полисахарида O143
имеется связь β"D"GlcpA"(1→3)"D"GlcpNAc
[27]. Похожая связь – β"D"GlcpA"(1→3)"D"
GalpNAc – есть в КПС K32 (рис. 3), и на основа"
нии этого был сделан вывод, что Gtr70K32 образу"
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Рис. 2. Спектр 13C ЯМР КПС A. baumannii LUH5549. Обозначения сигналов атомов углерода приведены в соответствии с
таблицей и рис. 3

Рис. 3. Структура КПС A. baumannii LUH5549 и МПС, полученного при деградации КПС по Смиту. Гликозилтрансфера"
зы Gtr, полимераза Wzy и инициирующая трансфераза ItrA2 показаны рядом с гликозидными связями, которые они пред"
положительно образуют
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ет эту связь. Гликозилтрансфераза Gtr67К32

(GenPept, номер доступа AHB32281.1) на 27%
идентична Gtr75K37, кодируемой в генном клас"
тере A. baumannii KL37 (GenBank, номер доступа
KX712115.1). В соответствии со структурой КПС
К37 [26], Gtr75K37 катализирует образование свя"
зи β"D"Glcp"(1→6)"D"GalpNAc. Таким образом,
Gtr67K32 предположительно отвечает за образо"
вание похожей связи β"D"Glcp"(1→6)"D"
GlсpNAc в КПС К32. Наконец, для Gtr69K32

(GenPept, номер доступа AHB32284.1), входя"
щей в семейство белков glycos_transf_2 (Pfam –
PF00535), не было найдено соответствий в базе
данных BLASTp. Так как в К"звене оставалась
только одна связь – β"D"GalpNAc"(1→4)"D"
GlcpA, к которой могла быть отнесена эта глико"
зилтрансфераза, был сделан вывод, что Gtr69K32

отвечает за образование этой связи (рис. 3).
Функции белков Atr9 (GenPept, номер досту"

па AHB32287.2) и Orf (GenPept, номер доступа
AHB32288.2) не могли быть установлены, пос"
кольку КПС не содержит ацетильных или дру"
гих ацильных групп, и все особенности его
структуры обусловлены наличием остальных ге"
нов в генном кластере KL32.

Ранее генный кластер KL32 был обнаружен
в штаммах, принадлежащих к широко распро"
страненной глобальной клональной линии 2
(GC2, эквивалент сиквенс"типа ST2 в схеме
MLST института Пастера [20]). В настоящей ра"
боте исследован штамм A. baumannii LUH5549 с
генным кластером KL32, принадлежащий к
сиквенс"типу ST354, что свидетельствует о
распространении этого генного кластера среди
различных клональных линий вследствие гори"
зонтального генетического переноса между ни"
ми.

Финансирование. Работа выполнена при фи"
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Capsular polysaccharide (CPS) isolated from Acinetobacter baumannii LUH5549 carrying the KL32 capsule biosyn"
thesis gene cluster, was studied by sugar analysis, Smith degradation, and one" and two"dimensional 1H and 13C NMR
spectroscopy. The K32 CPS was found to be composed of branched pentasaccharide repeats (K units) containing two
residues of β"D"GalpNAc and one residue of β"D"GlcpA (β"D"glucuronic acid) in the main chain and one residue
of each of β"D"Glcp and α"D"GlcpNAc in the side disaccharide chain. Consistent with the established CPS struc"
ture, the KL32 gene cluster includes genes for UDP"D"glucose 6"dehydrogenase (Ugd3) responsible for D"glu"
curonic acid (D"GlcA) synthesis and four glycosyltransferases that were assigned to specific linkages. Genes encod"
ing acetyltransferase and unknown protein product were not involved in the CPS biosynthesis. Whilst the KL32 gene
cluster has previously been found in the global clone 2 (GC2) lineage, LUH5549 belongs to the sequence type ST354,
thus demonstrating horizontal gene transfer between these lineages.

Keywords: Acinetobacter baumannii, capsule, K locus, polysaccharide structure, glucuronic acid
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Streptococcus iniae является патогенным и зоонозным видом бактерий, который вызывает возникновение бо�
лезней у человека и гибель многих видов рыб. Как было недавно показано у бактерий наблюдается тенден�
ция развития устойчивости к антибиотикам, что гарантирует интерес к этой теме и требует поиска новых
подходов для борьбы с возникающей инфекцией. Глутамат�рацемаза (MurI) является широко распростра�
ненным ферментом, участвующим в процессе синтеза пептидогликанов, который играет значительную
роль в поддержании целостности клеточной стенки. Однако необходимость в активной глутамат�рацемазе
является видоспецифичной. В настоящей работе нами был произведен нокаут гена, кодирующего глутамат�
рацемазу в клетках S. iniae, и определена ее роль в поддержании целостности клеточной стенки. Кроме то�
го, нами было осуществлено клонирование и экспрессия гена MurI, выделен и очищен его белковый про�
дукт и определены его биохимические характеристики. Проведенный биохимический анализ показал, что
ген MurI из S. iniae кодирует функционально активный фермент с молекулярной массой 30 кДа и оптималь�
ными значениями температуры (35 °C) и pH (8,5). Ионы металлов, такие как Cu2+, Mn2+, Co2+ и Zn2+, были
способны ингибировать его активность. Ген MurI крайне необходим для обеспечения жизнеспособности
клеток S. iniae и целостности их клеточной стенки. Оказалось, что для достижения оптимального роста му�
тантного штамма S. iniae необходимо обеспечить высокую концентрацию D�глутамата. Анализ проницае�
мости мембран клеток мутантного штамма показал увеличение повреждения клеточной стенки во время D�
глутаматного голодания. Кроме того, мутантный штамм потерял свою вирулентность при инкубации в кро�
ви рыб. Наши результаты показали, что нокаут гена MurI приводит к появлению ауксотрофного штамма
S. iniae с поврежденной клеточной стенкой.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Streptococcus iniae, глутамат�рацемаза, нокаут гена, биохимическая характеристика
целостности клеточной стенки.

DOI: 10.31857/S0320972520020128

ГЛУТАМАТ�РАЦЕМАЗА НЕОБХОДИМА ДЛЯ ВЫЖИВАЕМОСТИ
КЛЕТОК Streptococcus iniae И ЦЕЛОСТНОСТИ ИХ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ*
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Глутамат�рацемаза (EC 5.1.1.3, MurI) являет�
ся независимым от присутствия кофакторов
ферментом, который катализирует взаимопрев�
ращения L�глутаминовой и D�глутаминовой
кислот. Этот фермент обеспечивает бактерии
источником D�глутаминовой кислоты, которая
является необходимым компонентом пептидо�
гликана бактерий [1]. Пептидогликан представ�
ляет собой слой кристаллической решетчатой

структуры, образованный из линейных цепей
двух альтернативных аминосахаров, а именно
N�ацетилглюкозамина (GlcNAc или NAGA) и
N�ацетилмураминовой кислоты (MurNAc или
NAMA), который защищает клетки от разруше�
ния в результате действия градиента осмотичес�
кого давления [2]. D�Глутаминовая кислота так�
же является основным компонентом бактери�
альной капсулы [3]. В этом ферменте присут�
ствует пара строго консервативных остатков
цистеина (Cys74/Cys185), которые участвуют в
двухопорном механизме переноса протона с
α�атома углерода в молекуле глутаминовой кис�
лоты на противоположную сторону стабилизи�
рованного промежуточного продукта в виде
енолата [4]. Большинство бактерий имеют один

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : MurI – глутамат�рацемаза.

* Приложение к статье на английском языке опубликова�
но на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте из�
дательства Springer (https://link.springer.com/journal/10541),
том 85, вып. 2, 2020.

** Адресат для корреспонденции.
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ген глутамат�рацемазы. В то время как виды ба�
цилл, такие как Bacillus anthracis, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis и некоторые другие бактерии,
имеют два гена глутамат�рацемазы, которые
экспрессируют различные изоферменты [5].
Кроме того, этот фермент отсутствует у челове�
ка, что делает его верным кандидатом для разра�
ботки новых антибиотиков [6].

Streptococcus iniae является грамположитель�
ной бактерией, наиболее часто регистрируемой в
качестве патогена рыб, которая представляет уг�
розу здоровью людей в связи с тем, что она спо�
собна вызывать у людей бактериемию, целлюлит,
менингит и остеомиелит [7]. В нашей предыду�
щей работе была продемонстрирована усиливаю�
щаяся угроза со стороны этих бактерий при по�
лучении морепродуктов и необходимость поиска
возможных решений для борьбы с будущими
вспышками. Для того чтобы выяснить роль глу�
тамат�рацемазы в патогенности бактерий, необ�
ходимо получить клетки, мутантные по этим ге�
нам, и затем проанализировать их свойства. Не�
обходимость гена MurI является сложным вопро�
сом, и ответ на него, по�видимому, зависит от ви�
да микроорганизма. Нокаут генов глутамат�раце�
мазы (racE1 и racE2) в клетках B. anthracis не ока�
зывал заметного влияния на скорость роста бак�
терий. В то время как удаление обоих генов при�
водило к получению нежизнеспособных мутант�
ных клеток [8]. Было показано, что для
Escherichia coli ген MurI необходим для выжива�
ния бактерий [9], но не в случае Staphylococcus
haemolyticus [10] и Bacillus sphaericus [11], у кото�
рых есть дополнительный фермент метаболизма
D�аминокислот, превращающий L�глутамино�
вую кислоту в D�глутаминовую. Необходимость
и свойства гена MurI из S. iniae еще не изучены.
Кроме того, характеристика MurI из различных
грамположительных и грамотрицательных бак�
терий имеет важное значение для лучшего пони�
мания как общих, так и уникальных особеннос�
тей фермента, которые могут быть использованы
для открытия новых лекарств и проведения ис�
следований по получению мутантных штаммов с
улучшенной активностью [12]. Целью настоя�
щей работы было осуществление нокаута гена
MurI из S. iniae и определение влияния этого воз�
действия на жизнеспособность и вирулентность
бактерий, а также клонирование, экспрессия,
очистка и определение биохимических характе�
ристик изолированного фермента.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы бактерий и условия их культивирова�
ния. Штамм HNM�1 Streptococcus iniae был ранее

получен в нашей лаборатории из инфицирован�
ного китайского осетра (Acipenser sinensis). Бак�
терии были идентифицированы с использова�
нием обычных физиологических и биохимичес�
ких методов. Ген 16S рРНК амплифицировали с
использованием ПЦР, секвенировали, и полу�
ченные данные были размещены на сайте NCBI
под кодом доступа KY781829. HNM�1 культиви�
ровали в среде BHI при температуре 30 °C.
Штаммы DH5α и BL21 E. coli культивировали в
среде LB (Luria Bertani), и в дальнейшем их ис�
пользовали соответственно для клонирования и
экспрессии белка.

Получение мутантного штамма S. iniae ΔΔMurI.
Для получения мутантного штамма, дефицит�
ного по гену MurI, использовали плазмиду
pK18mobsacB. Вышележащие и нижележащие
участки гена MurI из S. iniae амплифицировали с
помощью ПЦР с использованием праймеров
MurI�up�F, MurI�up�R, MurI�down�F и MurI�
down�R (таблица). Были использованы следую�
щие сайты рестрикции: EcoRI и BamHI для
MurI�up�F и MurI�up�R, BamHI и XbaI для
MurI�down�F и MurI�down�R соответственно.
Фрагмент размером 1440 п.н., полученный с по�
мощью ПЦР, содержащий фрагмент (740 п.н.),
расположенный выше стартового кодона ATG,
и фрагмент (700 п.н.), расположенный ниже
стоп�кодона TCA гена MurI, был амплифициро�
ван, прикреплен к вектору pMD19�T и затем
клонирован в pK18mobsacB, чтобы получить
плазмиду pMZ1. Последовательности клониро�
ванных фрагментов ДНК pMZ1 были подтверж�
дены с помощью секвенирования.

Плазмида pMZ1 была трансформирована в
электрокомпетентные клетки S. iniae HNM�1.
Стабильный мутантный штамм ΔMurI был по�
лучен в результате двух успешных кроссингове�
ров, как это было ранее описано [13]. Клоны,
полученные в результате одиночного кроссин�
говера, были отобраны на планшетах, содержа�
щих 50 мкг/мл канамицина. Клоны, получен�
ные в результате проведения двойного кроссин�
говера, отбирали на планшетах, содержащих
10%�ную сахарозу и 16 мМ D�глутаминовой
кислоты. Полученные результаты были прове�
рены с помощью амплификации с использова�
нием ПЦР и секвенирования с использованием
праймеров MurI�up�F и MurI�down�R (таблица).

Кривые роста. Колонии клеток S. iniae дико�
го типа (WT) и мутантного штамма (ΔMurI) вво�
дили в жидкую культуральную среду LB и Трип�
тонного соевого дрожжевого экстракта (TSYE) и
культивировали при 30 °C и 180 об./мин до пог�
лощения при 600 нм (А600) ~0,1. Затем суперна�
тант переносили в стерильные планшеты (по
300 мкл в лунку) и определяли жизнеспособ�
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ность клеток с использованием прибора Bio�
screen machine («Thermo Lab systems», США). В
качестве добавок в образцы мутантного штамма
S. iniae ΔMurI вносили 14 мМ и 16 мМ D�глута�
миновой кислоты. Через определенные проме�
жутки времени измеряли поглощение образцов
в соответствии с протоколом подготовки кри�
вых роста, полученных на Bio�screen.

Определение жизнеспособности бактерий. Для
того чтобы различить клетки с нативными
мембранами и клетки с нарушенной целост�
ностью мембран, использовали набор
LIVE/DEAD®Bac Light™Bacterial Viability Kit
(«Molecular Probes™», «Life Technologies», США)
в соответствии с инструкциями производителя.
Вкратце, 6 мкл смеси компонентов А и В краси�
теля добавляли в каплю бактериальной суспен�
зии после продолжительного голодания клеток
по D�глутаминовой кислоте (20 и 30 ч) и инку�
бировали в темноте при комнатной температуре
в течение 15 мин. Затем регистрировали флуо�
ресценцию с использованием эпифлуоресцент�
ного микроскопа [14].

Определение выживаемости клеток в цельной
крови. К разведенной, находящейся в лог�фазе,
бактериальной культуре дикого типа и мутант�
ного штамма ΔMurI (100 мкл) с поглощением
при 600 нм (А600) 0,5 добавляли к 300 мкл свежей
гепаринизированной крови (натриевая соль ге�
парина, «Sigma–Aldrich», США), полученной от
трех различных китайских осетров A. sinensis, и
инкубировали при 35 °C при покачивании на
шейкере в течение 2 ч, после чего раскапывали в
ячейки микропланшет с агаром TSYE. Процент
живых бактерий рассчитывали по формуле:
(КОЕпосле совместной инкубации/КОЕв исходном инокуляте) × 100%,
где КОЕ – колониеобразующие единицы [15].
Для получения отрицательного контроля в гепа�
ринизированную кровь рыб прямо вводили 100
мкл PBS.

Конструирование плазмиды для экспрессии
MurI. Ген MurI был амплифицирован с помощью
следующих праймеров MurI�F и MurI�R (табли�

ца). Праймеры конструировали в соответствии с
последовательностью генома штамма S. iniae
89353 (код доступа CP017953.1 в базе данных
NCBI). Продукт ПЦР очищали и клонировали в
вектор клонирования pMD19�T («Takara», Ки�
тай), проверяли секвенирование и переваривали
с помощью ферментов рестрикции NcoI и XhoI,
затем клонировали в вектор экспрессии pET�25b
(«Novagen», Германия). Множественное вырав�
нивание аминокислотных последовательностей
глутамат�рацемаз из различных видов бактерий
проводили с помощью программы Clustal Omega.

Экспрессия и очистка белка MurI. Штамм
E. coli BL 21 (DE3) был трансформирован плаз�
мидой pET25b�MurI. Когда поглощение при
600нм (А600) достигало значения 0,5, проводили
сверхэкспрессию белка путем добавления 1 мМ
IPTG и инкубировали в течение ночи при 16 °C.
Клетки лизировали ультразвуком в буфере, со�
держащем 50 мМ NaH2PO4, pH 8,0, 300 мМ NaCl
и 10 мМ имидазола, затем центрифугировали
при 8000 об./мин в течение 10 мин. Полученный
супернатант собирали и очищали с использова�
нием колонки Ni�NTA («Qiagen», Германия), за�
тем диализовали против фосфатного солевого
буфера (PBS, phosphate�buffered saline, pH 7,4).
Чистоту белка и его концентрацию определяли с
помощью электрофореза в SDS�ПААГ и набора
для определения белка с использованием би�
цинхониновой кислоты BCA protein assay kit
(«Takara», Китай) соответственно.

Определение активности MurI. Примерно по
200 мл культуры дикого типа и мутантной куль�
туры ΔMurI в культуральной среде LB в присут�
ствии D�глутаминовой кислоты и без нее инку�
бировали при 30 °C до достижения поглощения
при 600 нм (А600), равного 0,7. Клетки собирали
путем центрифугирования, дважды промывали,
концентрировали 25× в 50 мМ Tris�HCl буфере
(pH 8,0) и обрабатывали ультразвуком в водяной
бане со льдом и солью. Соникацию проводили в
течение 2 мин при 80% выходной мощности и
50% рабочем цикле. Полученные активные кле�
точные экстракты центрифугировали при 4 °C в
течение 20 мин при 10 000 g и диализовали про�
тив 50 мМ Tris�HCl (pH 8,0). Рацемизацию MurI
проводили с использованием в качестве
субстрата D�глутамата в реакционной смеси,
содержащей 100 мкл 200 мМ Tris�HCl буфера,
pH 8,5, 2 мМ дитиотрейтола (DTT) и 12 мМ D�
глутаминовой кислоты. Запуск реакции произ�
водили путем добавления фермента, и затем ин�
кубировали при 35 °C в течение 10 мин. Реак�
цию завершали добавлением 30 мкл 2 M HCl,
помещали на 2 мин в лед и нейтрализовали до�
бавлением 30 мкл 2 M NaOH. Далее осадки уда�
ляли центрифугированием при 1400 об./мин в
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Название
праймера

MurI�up�F

MurI�up�R

MurI�down�F

MurI�down�R

MurI�F

MurI�R

Последовательности праймеров, использованных в работе

5′–3′ последовательность праймеров

5′�ATTGAATTCAGGGTTGGTGATTTGCTTG�3′
5′�ATTGGATCCCAACTGAGTTTTGCTTTG�3′
5′�ATTGGATCCATGAATTTAAAGATAATGAC�3′
5′�TATTCTAGAAATCATCCGCAAGAACCATC�3′
5′�GCGCCATGGATGGATAATAGACCAATTG�3′
5′�GCTACTCGAGTAGGTCAATATGCTCCAC�3′
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течение 5 мин. Продукт реакции рацемизации
(L�глутаминовая кислота) определяли с по�
мощью набора для анализа L�глутамата, L�gluta�
mate Assay Kit («Megazyme», США) в соответ�
ствии инструкциями производителя. Набор со�
держал L�глутаматдегидрогеназу, диафоразу,
НАДН и иодонитротетразолий хлорид (INT).
Поглощение при 492 нм измеряли с помощью
спектрофотометра для микропланшет Epoch
microplate spectrophotometer («Biotech», США).

Биохимические свойства MurI из S. iniae. Оп�
тимальное значение температуры для макси�
мальной активности MurI определяли при раз�
личных значениях температуры (10, 20, 30, 35,
40 и 50 °C). В то время как термическую стабиль�
ность определяли путем инкубации фермента в
течение 2 ч при 30, 35, 40 и 50 °С, остаточную ак�
тивность фермента через различные интервалы
времени измеряли в соответствии с условиями
определения активности фермента. Используя в
качестве 100% активность фермента в 0 ч рас�
считывали относительную активность фермен�
та. В то время как оптимальный рН MurI опре�
деляли при оптимальной температуре в 50 мМ
Tris�HCl буферах (рН 6–12), стабильность фер�
мента при различных значениях pH исследовали
при инкубации фермента в течение 2 ч при трех
значениях pH (7, 8,5 и 10). Относительную ак�
тивность образца рассчитывали, используя в ка�
честве 100% активность образца при 0 ч.
Субстратную специфичность также определяли
в стандартной реакционной смеси, содержащей
50 мМ Tris�HCl буфер (pH 8,5), 2 мМ DTT и раз�
личные концентрации субстратов (L/D�глута�
миновая кислота, L/D�аспарагиновая кислота,
L/D�гистидин и L/D�аланин). Реакционную
смесь инкубировали при 35 °C в течение 10 мин,
40 мкл аликвоты реакционной смеси обрабаты�
вали 280 мкл смеси 0,4 M борной кислоты, pH
9,0, 0,1% N�терт�бутилокси�карбонил–L�цис�
теина («Sigma», США) и 0,1% O�фталевого аль�
дегида («Thirumalai Chemicals Limited», Индия)
[16]. Кроме того, ионы металлов и некоторые
химические соединения в конечной концентра�
ции 10 мМ также были добавлены в реакцион�
ную смесь для рацемизации, и реакционную
смесь инкубировали в течение 30 мин. Остаточ�
ную активность фермента определяли при 35 °C
в течение 10 мин согласно условиям стандартно�
го метода определения активности фермента.

Статистическая обработка полученных дан�
ных. Статистический анализ был осуществлен с
использованием программ SPSS 16.0 («SPSS
Inc.», США) и Prism software program 7.0
(«GraphPad Software, Inc.», США). Значения p
были рассчитаны с использованием критерия
Стьюдента. Значения p < 0,05 и < 0,01 рассмат�

ривались как статистически достоверные и вы�
соко статистически достоверные соответствен�
но. Результаты, полученные в результате прове�
дения по крайней мере трех независимых экспе�
риментов, представлены в виде средних значе�
ний ± стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Биоинформатический анализ гена, кодирую�
щего глутамат�рацемазу. В соответствии с дан�
ными по геномной последовательности S. iniae,
штамм 89353 (код доступа CP017952) в клетках
S. iniae имеется один ген глутамат�рацемазы.
Этот ген с открытой рамкой считывания длиной
795 п.н. кодирует белок, содержащий 265 ами�
нокислотных остатков. Ген был секвенирован и
размещен на сайте NCBI под кодом доступа
MN385365. В сравнении с родственными белка�
ми из Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumo�
niae, Streptococcus agalactiae, B. anthracis,
Mycobacterium smegmatis и Mycobacterium tubercu�
losis гомология его последовательности состав�
ляет 80,6; 78,4; 77,6; 75; 50,5; 40,38 и 38,40% со�
ответственно. Множественное выравнивание
показало, что функционально значимые остат�
ки цистеина в активном центре фермента MurI
из S. iniae также являются консервативными.
В этом ферменте это аминокислотные остатки
Cys73 и Cys186, которые соответствуют Cys 70 и
Cys 178 в MurI из Aquifex pyrophilus и остаткам
Cys 73 и Cys 184 в MurI из Lactobacillus fermenti
соответственно (рис. S1 в Приложении) [17].

Конструирование мутантного (в результате де�
леции гена MurI) штамма. Плазмида pMZ1 была
трансформирована в S. iniae HNM�1 с помощью
электропорации, и транформанты, несущие
плазмиду pMZ1, были отобраны в агаре LB, со�
держащем канамицин. Размещение трансфор�
мированных клеток в агаре с добавлением 10%
(w/v) сахарозы и 16 ммоль/л D�глутаминовой
кислоты привело к появлению изолированных
колоний, у которых отсутствовали чувствитель�
ные к действию канамицина последовательнос�
ти pK18mobsacB и которые представляли собой
как культуру неизмененного дикого типа, так и
мутантную культуру, не содержащую ген MurI.
Делеция гена была подтверждена с помощью
ПЦР и секвенирования, продукт ПЦР мутант�
ных клеток был меньше продукта ПЦР клеток
дикого типа (рис. S2, a в Приложении). Кроме
того, при проведении ПЦР с использованием
специфических праймеров ген MurI не был об�
наружен (рис. S2, b в Приложении).

Ген MurI необходим для поддержания жизне�
способности клеток S. iniae. Мутантные клетки
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штамма S. iniae ΔMurI образуют маленькие коло�
нии в чашках с агаром TSYE в сравнении со
штаммом дикого типа, и они не способны расти
в среде LB без добавления глутаминовой кисло�
ты. Следует подчеркнуть, что мутантный штамм
был способен расти в среде TSYE без добавления
D�глутаминовой кислоты, хотя и с более низкой
скоростью в сравнении со штаммом дикого типа
(рис. 1, a). Добавление 16 мМ D�глутаминовой
кислоты в среду LB приводило к значительному
повышению жизнеспособности мутантных кле�
ток (рис. 1, b). Поэтому можно считать, что ген
MurI необходим для выживания клеток S. iniae.

Голодание по D�глутаминовой кислоте приво�
дит к нарушению целостности клеточной стенки.
Для оценки повреждения клеточной стенки му�
тантных по гену MurI клеток во время их культи�
вирования был использован набор LIVE/DEAD
BacLight kit («Invitrogen», США). Этот набор со�
держит два красителя, пропидиум иодид (PI) и
SYTO9, которые окрашивают нуклеиновые кис�
лоты. Зеленый флуоресцирующий краситель
SYTO9 может проникать внутрь клеток, и он ис�
пользуется для определения общего количества
клеток, тогда как красный флуоресцирующий
краситель PI проникает только в клетки, у кото�
рых повреждена цитоплазматическая мембрана
[18]. Общее количество клеток было определено
с помощью метода эпифлуоресцентного анали�
за, проведенного после голодания по D�глута�
миновой кислоте в течение 0, 20 и 30 ч (рис. 2, a).
Полученные результаты свидетельствуют о том,
что клетки обоих типов находятся в интактном
состоянии в среде, дополненной D�глутамино�
вой кислотой в момент времени 0 ч. Однако че�
рез 20 ч голодания по D�глутаминовой кислоте
значительно возрастает количество поврежден�
ных клеток мутантного штамма, тогда как клет�
ки дикого типа остаются интактными (рис. 2, b).

Со временем степень нарушения целостности
клеточной стенки повышается в связи с длитель�
ным отсутствием D�глутаминовой кислоты.

Полученные нами результаты подтверждают
значимость гена MurI для способности клеток
S. iniae выживать и для целостности их клеточной
стенки. Глутамат�рацемаза, кодируемая геном
MurI из S. iniae, крайне необходима для поддер�
жания целостности клеточной стенки, и этот ген
может рассматриваться в качестве полезной ми�
шени для разработки новых лекарственных пре�
паратов против инфекции, вызванной S. iniae.

Мутантный штамм S. iniae ΔΔMurI в крови рыб
демонстрирует ослабленную вирулентность по
сравнению со штаммом дикого типа. Одним из
важнейших механизмов действия фагоцитов яв�
ляется генерация активных форм кислорода
(«окислительный взрыв»). Клетки штамма ΔMurI
выращивали в крови рыб в течение 2 ч. В качест�
ве контроля использовали клетки дикого типа и
клетки мутантного штамма S. iniae ΔMurI, рос�
шие в среде, дополненной D�глутаминовой кис�
лотой (C ΔMurI). Мутантные клетки S. iniae
ΔMurI утратили устойчивость к врожденному
иммунному ответу, так как имеют более низкую
выживаемость (20%) в крови рыб по сравнению с
диким типом. Полученные результаты показали,
что бактерии штамма ΔMurI имеют более низкую
жизнеспособность по сравнению с диким типом
(рис. 3). Способность бактерий избегать воздей�
ствия врожденного иммунного ответа является
показателем их вирулентности, которая означает
их способность наносить непоправимый ущерб
организму, в который они попали [19].

Мутантный штамм S. iniae ΔΔMurI не обладает
глутамат�рацемазной активностью. Были получе�
ны грубые клеточные экстракты клеток штамма
дикого типа и мутантного штамма, и в них была
определена ферментативная активность MurI.
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Рис. 1. Кривые роста мутантных клеток S. iniae ΔMurI и клеток дикого типа. a – Рост S. iniae ΔMurI в среде TSYE и LB.
В качестве контроля служат клетки S. iniae дикого типа, культивируемые в среде LB. b – В среду роста мутантного штам�
ма S. iniae ΔMurI добавляли 14 мМ и 16 мМ D�глутаминовой кислоты. SI – S. iniae, SIΔMurI – Мутантный штамм S. iniae
с делецией гена MurI

a bS. iniae�LB

SIΔΔMurI�TSYE

SIΔΔMurI�LB

S. iniae

16 mM D�glu SIΔΔMurI

14 mM D�glu SIΔΔMurI
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Клетки дикого типа росли как в присутствии
D�глутаминовой кислоты, так и без нее; при
этом показывали примерно одинаковые уровни
активности MurI. Напротив, не удалось обнару�
жить какую�либо активность MurI в экстрактах
мутантного штамма ΔMurI, приготовленных из
клеток, выросших в присутствии или в отсут�
ствие D�глутаминовой кислоты (рис. 4).

Экспрессия и выделение MurI из клеток S. iniae.
Глутамат�рацемаза (SIMurI) из клеток S. iniae
была очищена до гомогенного состояния с ис�

пользованием Ni�агарозной аффинной хрома�
тографии. С помощью электрофореза в ПААГ в
присутствии SDS было определено, что реком�
бинантный белок имел относительную молеку�
лярную массу 30 кДа (рис. S3 в Приложении),
что сходно с рассчитанной молекулярной мас�
сой 30 кДа в случае MurI из Рediococcus pen�
tosaceus [20], в то время как MurI, выделенный
из клеток Lactobacillus plantarum NC8, имел мо�
лекулярную массу 40 кДа [21].

Влияние температуры и pH на активность фер�
мента. Предварительные эксперименты по срав�
нению свойств рекомбинантных белков до и
после прикрепления на N�конце полипептид�
ной цепи полигистидинового пептида, удаляе�
мого тромбином, показали, что присутствие
этого пептида не оказывает особого влияния на
активность и свойства SIMurI [22].

Оптимальная температура для активности
MurI из S. iniae оказалось равной 35 °C (рис. 5, a),
в то время как в случае MurI из L. plantarum NC8
значение температурного оптимума достигало
50 °C [18, 19]. Оптимальное значение pH для
MurI из S. iniae равно 8,5 (рис. 5, b), и это значе�
ние находится внутри диапазона оптимальных
значений pH для MurI охарактеризованных ра�
нее [18, 19, 21, 22].

Фермент сохранял свою активность почти на
уровне 50% после инкубации в течение 1–30 ч
при температурах 30–40 °C (рис. 5, c) и интерва�
ле pH 7,0–10,0 (рис. 5, d).
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Рис. 2. Влияние голодания клеток по D�глутаминовой кислоте на проницаемость клеточной стенки, определенное в ре�
зультате двойного флуоресцентного окрашивания с помощью набора «LIVE/DEAD BacLight kit» при 0, 20 и 30 ч голода�
ния. a – Число флуоресцирующих благодаря SYTO9 бактерий (черные столбики) и число флуоресцирующих благодаря PI
бактерий (белые столбики) было определено по подсчетам в шести полях зрения. Результаты были выражены в виде чис�
ла клеток в одном мл. b – Верхняя панель: красные флуоресцентные сигналы (PI) мутантных клеток с поврежденными
цитоплазматическими мембранами. Нижняя панель: зеленые флуоресцентные сигналы (SYTO9) клеток дикого типа с ин�
тактной клеточной стенкой во время пролонгированного голодания по D�глутаминовой кислоте.
С цветным вариантом рис. 2, b можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/

Рис. 3. Выживаемость клеток мутантного штамма S. iniae
ΔMurI в крови рыб. Клетки этого штамма S. iniae обладают
меньшей выживаемостью в крови рыб в сравнении с клет�
ками дикого типа. WT – штамм дикого типа, ΔMurI – му�
тантный по гену MurI штамм, С ΔMurI – мутантный по ге�
ну MurI штамм при добавлении D�глутаминовой кислоты.
*** p < 0,001
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Влияние ионов металлов и химических соедине�
ний на активность фермента. Некоторые ионы ме�
таллов могут ингибировать активность MurI. Этот
фермент показывал остаточную активность, рав�
ную 4,6; 17; 3; 7 и 23% в присутствии Cu2+

, Mn2+,
Co2+, Zn2+ и Pb2+ соответственно. Гидроксиламин
снижал активность фермента на 73%, в то время
как дитиотрейтол и ЭДТА, напротив, повышали
его активность на 68 и 43% соответственно
(рис. S4 в Приложении). Кроме того, было пока�
зано, что активность MurI из Burkholderia ceno�
cepacia подавляется ионами Mn2+, Cu2+ и Zn2+ [23].

Субстратная специфичность. Известно, что
глутамат�рацемаза отличается высокой субстрат�
ной специфичностью. При использовании в ка�

честве субстратов аспарагиновой кислоты гисти�
дина и аланина дальнейший анализ с использо�
ванием ВЭЖХ не выявил никаких продуктов ра�
цемизации. По сути, в плане субстратной специ�
фичности MurI из S. iniae напоминает другие ра�
нее охарактеризованные MurI [20, 21, 24, 25].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

S. iniae – это патогенная бактерия, которая
угрожает как здоровью человека, так и индуст�
рии морских продуктов, приводя к огромным
экономическим потерям во всем мире [26]. В
настоящее время вакцинация, как правило, счи�
тается эффективным методом борьбы с частыми
вспышками стрептококковой инфекции, и бы�
ло получено несколько эффективных кандидат�
ных субъединиц вакцины [27]. Штамм S. iniae
HNM�1 был выделен из инфицированных ки�
тайских осетров A. Sinensis после вспышки бо�
лезни, которая спровоцировала высокую смерт�
ность среди рыб. В условиях возрастающей уг�
розы резистентности к антибиотикам и появле�
ния штаммов, устойчивых к лекарственным
препаратам, поиск эффективных лекарствен�
ных мишеней и разработка новых антибиотиков
широкого спектра действия являются верными
подходами к решению этой проблемы [28].

Глутамат�рацемазы являются ферментами,
которые имеют важное значение при синтезе
пептидогликана, необходимого для создания
клеточной стенки бактерий [2]. Необходимость в
гене MurI является сложным вопросом, ответ на
который зависит от биологического вида. Ген
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Рис. 4. Определение специфической активности глутамат�
рацемазы в экстрактах клеток S. iniae. Клетки мутантного
штамма ΔMurI не обладают активностью MurI

Рис 5. Стабильность MurI при различных значениях температуры и pH. a – Оптимальное значение температуры – 35 °C.
b – Оптимальное значение pH – 8,5. c – Стабильность при различных значениях температуры. d – Стабильность при раз�
личных значениях pH
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МУХАММАД и др.

MurI необходим для роста клеток E. coli и S. pneu�
moniae, геномы которых содержат только один
ген MurI [29]. Нокаут какого�либо гена глутамат�
рацемазы в клетках B. anthracis (racE1 и racE2) не
оказывает заметного влияния на скорость роста
бактерий, в то время как делеция обоих генов
(racE1 и racE2) приводит к образованию мутант�
ных штаммов, которые являются нежизнеспо�
собными [8]. Кроме того, бактерии, такие как
S. haemolyticus и B. sphaericus, которые содержат
трансферазы D�аминокислот, могут приводить к
образованию значительных количеств D�глута�
миновой кислоты из D�аланина, что может вос�
полнить недостаток этого вещества в мутантных
клетках, в которых произошла делеция гена MurI
[30]. Было показано, что MurI является незамени�
мым геном у M. tuberculosis и M. smegmatis [31–33].

С помощью биоинформатических методов
было показано, что в клетках S. iniae обнаружи�
вается только один ген глутамат�рацемазы, кото�
рый кодирует функционально активный фер�
мент, высокоспецифичный к своему субстрату, а
оптимальные значения pH и температуры этой
глутамат�рацемазы равны 8,5 и 35 °C соответ�
ственно. Больше генов, которые кодируют ами�
нотрансферазы D�аминокислот в клетках S. iniae,
не выявлено. Некоторые ионы металлов способ�
ны ингибировать ферментативную активность
этой глутамат�рацемазы. Специфичность и раз�
личия в действии ионов металлов на активность
MurI различных биологических видов свиде�
тельствует о различиях в первичной структуре
фермента. Таким образом, крайне важно очис�
тить и охарактеризовать MurI из различных па�
тогенных организмов, чтобы обеспечить более
полное понимание их универсальных особен�
ностей, которые могут быть использованы для
скрининга новых ингибиторов. Однако для того
чтобы ген мог быть использован в качестве ми�
шени для создания новых лекарств, он должен
быть необходим для выживания бактерий. По�
скольку необходимость в гене MurI для выжива�
ния бактерий не является универсальной, чтобы
установить значение этого гена, потребуется изу�
чить множество различных видов бактерий [30].

Удаление гена MurI из клеток S. iniae было
сложной задачей. Но изменив методику путем
повышения концентрации субстрата (D�глута�
миновая кислота) и используя более высокие
значения напряжения для осуществления транс�
формации, ее удалось решить [34]. Кроме того,
было показано, что поглощение D�глутамата
бактериями может быть достигнуто при выделе�
нии мутантного штамма ΔMurI, содержащего
мутацию, позволяющую увеличить транспорт D�
глутамата через плазматическую мембрану [31].
Мутантный штамм S. iniae ΔMurI не жизнеспо�

собен в культуральной среде LB без добавки D�
глутаминовой кислоты. Интересно, что он смог
расти в среде TSYE, но с меньшей скоростью по
сравнению со штаммом дикого типа. Способ�
ность мутантного по гену MurI штамма расти в
среде TSYE в отсутствие D�глутаминовой кисло�
ты обусловлено присутствием в ней глюкозы и
соли, которые обеспечивают осмотическую ста�
билизацию и защищают мутантные клетки от
разрушения. Было показано, что бактерии с на�
рушенной клеточной стенкой обычно могут рас�
ти в культуральной среде, содержащей осмопро�
текторы, такие как глицерин, глюкозу и соли
[35]. Добавление 16 мМ D�глутаминовой кисло�
ты приводило к тому, что мутантный штамм на�
чинал расти со скоростью, почти достигающей
скорость роста штамма дикого типа.

Синтез D�глутаминовой кислоты имеет
большое значение для формирования клеточной
стенки, и поэтому глутамат�рацемаза может слу�
жить мишенью для направленного действия но�
вых антибиотиков [36]. Ауксотрофные по D�глу�
таминовой кислоте штаммы, полученные в ре�
зультате инактивации гена MurI и гена, кодиру�
ющего трансаминазу D�аминокислот, также мо�
гут быть использованы в качестве эффективных
аттенуированных живых бактериальных вакцин.
Cabral et al. [37] получили такие D�глутамат�аук�
сотрофные вакцины против трех патогенов че�
ловека: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa и Staphylococcus aureus. Ауксотрофные
вакцины, полученные на основе штамма
P. aeruginosa, запускали соответствующие кле�
точные иммунные ответы и образование специ�
фических перекрестно реагирующих антител в
вакцинированных мышах и способствовали их
долгосрочному выживанию в условиях их инфи�
цирования летальными дозами P. aeruginosa. Эти
вакцины также быстро выводились из организма
хозяина без возникновения заболевания [37, 38].

Клетки S. iniae содержат один ген функцио�
нальной глутамат�рацемазы, и нет ни одного ге�
на аминотрансфераз D�аминокислот. В ходе на�
шей работы было показано, что инактивация ге�
на MurI в клетках S. iniae оказывает влияние на
выживаемость мутантных клеток и их вирулент�
ные свойства, что, в общем, подчеркивает зна�
чение и жизненную необходимость в этом фер�
менте для выживаемости S. iniae. Полученные
нами результаты также позволяют предполо�
жить, что мутантный штамм S. iniae ΔMurI мо�
жет быть использован в дальнейших работах в
качестве живой аттенуированной вакцины или
использовать фермент в качестве уязвимой ми�
шени для разработки антибиотиков, направлен�
ных против патогенной бактерии S. iniae.
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Streptococcus iniae is a pathogenic and a zoonotic bacterium responsible for human diseases and mortality of many fish
species. Recently, this bacterium has demonstrated an increasing trend for antibiotics resistance, which has warranted
a search for new approaches to tackle its infection. Glutamate racemase (MurI) is a ubiquitous enzyme of the peptido�
glycan synthesis pathway that plays an important role in the cell wall integrity maintenance; however, the significance
of this enzyme differs in different species. In this study, we knocked out the MurI gene in S. iniae in order to elucidate
the role of glutamate racemase in maintaining cell wall integrity in this bacterial species. We also cloned, expressed, and
purified MurI and determined its biochemical characteristics. Biochemical analysis revealed that the MurI gene in
S. iniae encodes a functional enzyme with a molecular weight of 30 kDa, temperature optimum at 35°C, and pH opti�
mum at 8.5. Metal ions, such as Cu2+, Mn2+, Co2+ and Zn2+, inhibited the enzyme activity. MurI was found to be essen�
tial for the viability and cell wall integrity of S. iniae. The optimal growth of the MurI�deficient S. iniae mutant can be
achieved only by adding a high concentration of D�glutamate to the medium. Membrane permeability assay of the
mutant showed an increasing extent of the cell wall damage with time upon D�glutamate starvation. Moreover, the
mutant lost its virulence when incubated in fish blood. Our results demonstrated that the MurI knockout leads to the
generation of S. iniae auxotroph with damaged cell walls.

Keywords: Streptococcus iniae, glutamate racemase, gene knockout, cell wall integrity biochemical characterizations
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