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В обзоре рассмотрены новые аспекты активности и механизмов действия эндоканнабиноидов в централь�
ных и периферических синапсах, отличные от их общеизвестной роли, как сигнальных молекул для ретро�
градного торможения секреции медиаторов с участием специфических пресинаптических рецепторов СВ1�
и СB2�типа. Описана способность эндогенных и синтетических каннабиноидов к смещённому агонизму,
сопряжению СВ1 и СВ2 не только с каноническими G�белками Gi�типа, но и Gs�, Gq� и другими типами, а
также с β�аррестинами, как триггерами дополнительных сигнальных каскадов в синапсах. Обсуждаются
примеры неканонической тонической активности эндоканнабиноидов и их рецепторов и их роль в синап�
сах. Приводятся сведения об участии эндоканнабиноидов в процессах кратковременной и долговременной
потенциации синаптической передачи в ЦНС, а также обнаруженные недавно облегчающие эффекты эн�
доканнабиноидов в периферических моторных синапсах млекопитающих в виде увеличения размера кван�
тов ацетилхолина в нервных терминалях и других параметров передачи. Делается вывод, что эндоканнаби�
ноидная сигнальная система имеет более широкий, чем представлялось ранее, диапазон модулирующих,
причём разнонаправленных (тормозных и облегчающих), влияний на секрецию медиаторов. Переосмысле�
ние её потенциальных функциональных возможностей и механизмов действия с учётом неканонических
свойств позволит более глубоко и разносторонне оценить и использовать эту систему как в норме, так и при
патологиях нервной и других систем организма.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: эндоканнабиноиды, рецепторы СВ1 и СВ2, β�аррестины, тонус эндоканнабиноидов,
потенциация синаптической передачи.
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ВВЕДЕНИЕ

Эндоканнабиноиды – специфическое се�
мейство сигнальных молекул липидной приро�
ды (производных арахидоновой кислоты), обра�
зующихся в нейронах и других клетках благода�
ря активности специальных ферментов, синте�
зирующих эндоканнабиноиды из фосфолипи�
дов клеточной мембраны. Согласно первона�
чальной парадигме, сформулированной вскоре
после их открытия у животных в конце 80�х го�
дов XX века (и общепризнанной до сих пор), ос�

новная роль эндоканнабиноидов, синтезируе�
мых в постсинаптических структурах в ответ на
активность центральных синапсов, заключается
в последующем высвобождении и ретроградном
пресинаптическом действии на эндоканнабино�
идные рецепторы (СВ), что и приводит к тормо�
жению секреции медиаторов.

Наиболее известными и главными из числа
синтезируемых в организме животных эндокан�
набиноидов считаются арахидонилэтанола�
мин – анандамид (АЕА) и 2�арахидоноил�гли�
церол (2�АG), хотя описан и ряд других эндо�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АХ – ацетилхолин; ГАМК – гамма�аминомасляная кислота; МПКП – миниатюрные по�
тенциалы концевой пластинки; AC – аденилатциклаза; АЕА – арахидонилэтаноламид (анандамид); 2�AG – 2�арахидо�
ноил�глицерол; CB – эндоканнабиноидные рецепторы; DAG – диацилглицерол; DAGLα – диацилглицерол�липаза аль�
фа; DSЕ – индуцированное деполяризацией подавление возбуждения; DSI – индуцированное деполяризацией подавле�
ние торможения; LTD – долговременная депрессия; LTP – долговременная потенциация; MAPK – митоген�активируе�
мая протеинкиназа; PKA – протеинкиназа А; PLC – фосфолипаза С; THC – дельта�9�тетрагидроканнабинол; WIN –
(R)�(+)�[2,3�дигидро�5�метил�3�(4�морфолинилметил) пирроло [1,2,3�де]�1,4�бензоксазин�6�ил]�1�нафталенилмета�
нон мезилат.

* Адресат для корреспонденции.



БАЛЕЗИНА и др.

каннабиноидов, которые количественно менее
представлены в ЦНС и роль которых остаётся
пока менее изученной.

Важной особенностью двух основных эндо�
каннабиноидов (АЕА и 2�AG) является то, что их
предшественники всегда находятся непосред�
ственно в составе клеточной мембраны. Это об�
легчает образование эндоканнабиноидов из оп�
ределенных фосфолипидов мембраны с по�
мощью специфических ферментов: синтез АЕА
обеспечивает N�ацилфосфатидилэтаноламин�
специфическая фосфолипаза D (NAPE�PLD), а
2�AG – диацилглицерол�липаза альфа (DAGLα).
Из нервной и других тканей выделены и иденти�
фицированы специфические мембранные кан�
набиноидные рецепторы двух основных типов –
СВ1 и СВ2. Оба типа принадлежат к семейству

рецепторов, сцепленных с G�белками и содер�
жащих 7 трансмембранных доменов. При этом
2�AG является полным агонистом обоих типов
рецепторов, тогда как АЕА – их частичным аго�
нистом. Недавно описаны потенциально новые
типы эндоканнабиноидных рецепторов, сопря�
жённые с G�белками, роль которых остаётся ма�
лоизученной [1]. В ЦНС представлен в основ�
ном СВ1, тогда как СВ2 локализован преимуще�
ственно на периферии, хотя в последнее время
его присутствие и специфическая активность
выявлены и обсуждаютcя и в ЦНС [2, 3]. Наря�
ду с активацией классических СB�рецепторов,
эндоканнабиноиды способны модулировать ряд
подтипов каналов транзиторного рецепторного
потенциала (TRP), а также ядерные рецепторы,
активируемые пероксисомными пролиферато�
рами (PPAR) [4, 5].

Согласно канонической версии эндоканна�
биноидной сигнализации, СВ1 и СВ2, являясь
рецепторами с семью трансмембранными доме�
нами, сопряжены с внутриклеточными тример�
ными периферическими G�белками с субъеди�
ницей Gαi/o�типа [6, 7]. Соответственно, при
взаимодействии эндоканнабиноидов с СВ�ре�
цепторами сопряжённые Gi�белки, активируясь,
запускают сигнальные каскады, приводящие к
ингибированию аденилатциклазы (АС), сниже�
нию уровня cAMP и активности протеинкина�
зы А (PKA) [8]. Одновременно при активации
СВ может происходить активация митоген�ак�
тивируемых протеинкиназ (MAPK) нервных
терминалей [9, 10]. В качестве конечных мише�
ней сигнальных каскадов, запускаемых при ак�
тивации СВ�рецепторов, описано снижение ак�
тивности пресинаптических потенциал�зависи�
мых Са2+�каналов CaV2.1 и СaV2.2, обозначаемых
также как P/Q� и N�тип соответственно, или
увеличение пресинаптической калиевой прово�
димости за счёт усиления активности некоторых
типов К+�каналов, в частности КА�типа или G�
белок�связанных калиевых каналов входящего
выпрямления [7, 11]. В обоих случаях реализа�
ция эффекта происходит вследствие взаимодей�
ствия βγ�субъединиц активированного Gi�белка
с ионными каналами. Одновременно проиcхо�
дит снижение активности аденилатциклазы (AC)
с участием α�субъединицы Gi�белка [12]. Счита�
ется, что торможение пресинаптических кальци�
евых и/или активация калиевых каналов в ко�
нечном итоге и приводит к подавлению секре�
ции медиатора в нервных терминалях синапсов в
ответ на действие эндоканнабиноидов.

На рис. 1 суммированы механизмы образо�
вания и канонические сигнальные пути, обеспе�
чивающие тормозные влияния эндоканнабино�
идов на секрецию различных медиаторов – глу�
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Рис. 1. Схема канонического тормозного действия эндо�
каннабиноидов в синапсах ЦНС. Обозначены пути синте�
за 2�AG и АЕА в постсинаптических структурах, высво�
бождение эндоканнабиноидов и действие на пресинапти�
ческие рецепторы СВ1, запускающее сигнальные каскады,
тормозящие секрецию медиаторов посредством модуля�
ции пресинаптических потенциал�зависимых Са2+� и К+�
каналов и уменьшения активности AC. Условные обозначе�
ния: ← – активирующее влияние; ⊥ – тормозное влияние;
α, β, γ – субъединицы G�белка; PIP2 – фосфатидилинози�
тол 4,5�бисфосфат
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тамата, дофамина, гамма�аминомасляной кис�
лоты (ГАМК), ацетилхолина (АХ) – при актива�
ции пресинаптических СВ�рецепторов в разных
синапсах.

ТОРМОЗНАЯ АКТИВНОСТЬ
ЭНДОКАННАБИНОИДОВ

В СИНАПСАХ ЦНС

Краеугольным камнем эффектов эндокан�
набиноидов в ЦНС до сих пор считается спо�
собность 2�АG ингибировать ГАМКергическое
торможение синаптической передачи в гиппо�
кампе и мозжечке. Этот эффект получил назва�
ние «индуцированное деполяризацией подавле�
ние торможения» (DSI). Было показано, что де�
поляризация постсинаптических нейронов
в ЦНС под действием медиатора вызывает вы�
деление эндоканнабиноидов и опосредованное
ими кратковременное ингибирование секреции
ГАМК из тормозных пресинаптических бутонов
в гиппокампе и мозжечке [6, 8]. Впоследствии в
возбуждающих синапсах также было выявлено
ретроградное торможение выброса возбуждаю�
щего медиатора глутамата, опосредуемое эндо�
каннабиноидами, и это явление получило наз�
вание «индуцированное деполяризацией подав�
ление возбуждения» (DSЕ) [13]. Таким образом,
эндоканнабиноиды в ЦНС опосредуют ретро�
градное торможение секреции медиаторов неза�
висимо от того, тормозный это синапс или воз�
буждающий.

Синаптические эффекты эндоканнабинои�
дов в ЦНС традиционно связывают с их синте�
зом строго «по требованию» – в ответ на сраба�
тывание синаптической передачи и постсинап�
тическое действие медиатора. Оно может при�
водить, во�первых, к деполяризации постсинап�
тической мембраны, повышению внутрикле�
точного Ca2+ и стимулированию ферментов,
синтезирующих эндоканнабиноиды, что приво�
дит в конечном итоге к развитию DSI или DSЕ.
Во�вторых, при активации постсинаптических
рецепторов, сцепленных с Gq/11�белками (мета�
ботропных глутаматных рецепторов группы I
или мускариновых ацетилхолиновых рецепто�
ров) с последующей активацией фосфолипа�
зы Cβ происходит синтез диацилглицеро�
ла (DAG). DAG затем деацилируется DAGL c
образованием 2�AG, который диффундирует к
пресинаптическим CB�рецепторам и тормозит
синаптическую передачу. Образование ананда�
мида также может стимулироваться за счёт ак�
тивности метаботропных глутаматных рецепто�
ров [14, 15]. Такой механизм опосредованной
эндоканнабиноидами кратковременной синап�

тической пластичности получил название «ме�
таботропно�индуцированное подавление тор�
можения/возбуждения» – MSI/MSE [16–19].
Оба типа индукции синтеза эндоканнабинои�
дов – и деполяризационно�кальциевый, и каль�
ций�независимый метаботропный – часто сосу�
ществуют в синапсах и обеспечивают выражен�
ность ретроградного тормозного действия эндо�
каннабиноидов [20–24].

Продолжительность опосредованного эндо�
каннабиноидами ретроградного торможения
выброса медиатора, т.е. депрессии синаптичес�
кой передачи, может быть краткосрочной (STD)
и проявляться в диапазоне нескольких десятков
секунд или же быть долговременной (LTD) и
длиться в течение десятков минут и даже часов.
Во втором случае предполагается, что для ин�
дукции LTD необходима продолжительная (до
нескольких минут) активация CB�рецепторов
эндоканнабиноидами, сопровождающаяся за�
пуском долговременных механизмов торможе�
ния секреции медиатора в синапсах [6, 25, 26].

Среди классических эффектов эндоканна�
биноидов в ЦНС – участие в регуляции памяти,
обучения, болевой и другой сенсорной чувстви�
тельности, нейромоторного контроля, пищево�
го поведения и ряд других [27].

Общепринятым является представление о
специфической тормозной активности эндо�
каннабиноидов, как уникальной системе отри�
цательной обратной связи в синапсах ЦНС.
Принято считать, что такой контур отрицатель�
ной обратной связи динамически модулирует
надёжность синапса, позволяя постсинаптичес�
ким нейронам тонко настраивать чувствитель�
ность их синаптических входов в зависимости
от интенсивности поступающего паттерна аф�
ферентной стимуляции [6, 28]. Учитывая крити�
ческий вклад эндоканнабиноидной системы в
многочисленные психические и нейропатоло�
гические процессы [2, 29], эту систему принято
также характеризовать как регулятор гомеостаза
организма [3, 27].

НЕКАНОНИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ
ЭНДОКАННАБИНОИДОВ В СИНАПСАХ

Парадигма об уникальном ретроградном
тормозном действии эндоканнабиноидов и их
СВ�рецепторов в синапсах ЦНС в настоящее
время претерпевает постепенную ревизию под
натиском данных об атипичных, побочных или
неканонических эндоканнабиноидных эффек�
тах. В частности, недавно был введён новый тер�
мин эндоканнабиноидóм, призванный отразить
расширенную систему функционирования кан�
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набиноидов в организме человека, которая
включает, наряду с собственно каннабиноида�
ми, несколько сигнальных молекул из числа N�
ациламидов (N�ацилтаурин, N�ацилсеротонин,
N�ацилдофамин и др.), биохимически связан�
ных с эндоканнабиноидами, а также их рецеп�
торы и ферменты метаболизма [29].

В данном обзоре мы ограничимся рассмот�
рением лишь некоторых из неканонических эф�
фектов, а именно: примерами неканонической
тонической активности эндоканнабиноидов в
синапсах, наличием функциональной неодноз�
начности эффектов эндоканнабиноидов и мно�
гочисленных агонистов их рецепторов и, нако�
нец, способности эндоканнабиноидов не тор�
мозить, а облегчать синаптическую передачу,
стимулируя выброс медиаторов в центральных и
периферических синапсах. Более полное рас�
смотрение растущего спектра разнообразия не�
канонических проявлений активности эндокан�
набиноидов и их рецепторов можно найти в ря�
де подробных обзоров последнего време�
ни [3, 13, 27].

ТОНИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ
ЭНДОКАННАБИНОИДОВ И ИХ

РЕЦЕПТОРОВ CB1 И CB2 В СИНАПСАХ ЦНС

Согласно классической парадигме, специ�
фический принцип действия эндоканнабинои�
дов в синапсах – срабатывание «по требова�
нию», только в ответ на импульсную синапти�
ческую активность, сопровождающуюся либо
деполяризацией постсинаптической мембраны
с последующим входом ионов Ca2+, либо акти�
вацией медиаторами определённых метаботроп�
ных рецепторов, сцепленных с Gq/11�белками,
либо комбинацией этих двух механизмов.
Во всех случаях это приводит к быстрому синте�
зу и высвобождению эндоканнабиноидов с по�
следующей активацией пресинаптических СВ�
рецепторов, опосредующих торможение секре�
ции медиаторов [7, 30]. Учитывая импульсный
фазный характер сигналов в синапсах, были
приложены усилия для доказательства фазного
характера генерации эндоканнабиноидных сиг�
налов. Было показано, что не только выброс, но
и предшествующий ему синтез эндоканнабино�
идов может происходить фазно. Типичный при�
мер приведён в работе, проводившейся на сре�
зах гиппокампа [31], где в ответ на импульсную
активность нейронов и действие глутамата
быстро (фазно) возрастал синтез 2�АG с участи�
ем активизирующегося в ответ на постсинапти�
ческий вход ионов Ca2+ DAGLα. Причём быст�
рая (в течение минут) преаппликация ингибито�

ра DAGLα OMDM�188 предотвращала развитие
DSI – чувствительного к деполяризации инги�
бирования выброса медиатора, обусловленно�
го 2�АG. Эти и подобные опыты доказывают
факт ответного (по требованию) синтеза эндо�
каннабиноидов с помощью быстро активизиру�
ющихся ферментов, последующего высвобож�
дения эндоканнабиноидов и их быстрого преси�
наптического действия.

В литературе на протяжении последних
20 лет накоплены данные о наличии в ЦНС то�
нической или конститутивной активности эн�
доканнабиноидов и их рецепторов СВ1 и СВ2,
существующей при отсутствии импульсной ак�
тивности нейронов [32–34]. Одним из первых
доказательств стала обнаруженная у антагонис�
тов СВ�рецепторов способность при их аппли�
кации в покое на сенсорные нервные окончания
или синапсы в ЦНС приводить к возрастанию
спайковой активности или учащению спонтан�
ной секреции медиатора соответственно. Таким
образом, действие антагонистов СВ�рецепторов
в покое сопровождалось облегчением выброса
медиаторов/комедиаторов в синапсах ЦНС или
в нервных окончаниях первичных афферентов.
Это наблюдали под действием высокоизбира�
тельного антагониста СВ1 (SR141716A) или ан�
тагониста СВ2 (SR144528) [32]. Способность ан�
тагонистов СВ, считавшихся высокоизбира�
тельными и нейтральными, инициировать
спонтанную либо вызванную секреторную ак�
тивность синапсов, причём в покое, привело к
необходимости постулировать наличие особой
формы тонической активности у самих рецепто�
ров СВ1 и СВ2 при отсутствии активности си�
напсов и влияний на них эндоканнабиноидов.
При этом для многих антагонистов СВ�рецепто�
ров пришлось также признать их способность
при связывании с тонически активными СВ�ре�
цепторами выступать в роли обратных агонистов,
так как они в этом случае оказывают самостоя�
тельное и противоположное ингибирующему
(обратное) облегчающее действие на секрецию
медиаторов в синапсах. Действительно, получе�
ны доказательства того, что тоническая актив�
ность СВ1 и СВ2 может быть следствием особой
конститутивно активной конформации рецеп�
тора, которая сама спонтанно сигнализиру�
ет (поддерживает тормозный сигнальный путь)
даже при отсутствии лиганда [35–37]. В таких
случаях действие на них лигандов, функциони�
рующих как обратные агонисты/антагонисты,
будет ослаблять эту тоническую тормозную ак�
тивность и вызывать либо ослабление торможе�
ния синаптической передачи, либо активацию
синапсов [36]. На срезах гиппокампа показано,
что определенная доля СВ1 может принимать
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конститутивно активную конформацию при от�
сутствии эндоканнабиноидов и тем самым по�
стоянно притормаживать близкорасположенные
потенциал�зависимые Са2+�каналы и секре�
цию ГАМК [34]. При этом действие на такие ре�
цепторы обратного агониста/антагониста АМ 251
приводит к ослаблению торможения выбро�
са ГАМК. Важно отметить, что конститутивная
активность (при отсутствии импульсной актив�
ности нейронов) уже выявлена в ЦНС у обоих
типов СВ�рецепторов благодаря широкому тес�
тированию и обнаружению эффектов, вызывае�
мых антагонистами CB�рецепторов, работаю�
щими в таком случае как обратные агонисты.

Однако в литературе широко обсуждается и
другой альтернативный вариант, когда тоничес�
кая активность эндоканнабиноидов является
следствием базальной активности ферментов их
синтеза, резервного накопления эндоканнабино�
идов в постсинаптических структурах, мобилиза�
ции и тонической утечки эндоканнабиноидов с
последующей тонической активацией СВ1 или
СВ2 [38, 39]. В этом случае канонические СВ�ре�
цепторы оказываются в состоянии непрерывной
доступности для эндоканнабиноидов, т.е. в со�
стоянии подпороговой тонической активации.

Наиболее известным примером тонической
генерации 2�АG в ЦНС остаётся выявленное на
срезах гиппокампа тоническое притормажива�
ние активности ГАМКергических интернейро�
нов [34]. Показано также, что стимулирование
ферментов деградации 2�АG и АЕА (моноацил�
глицерол�липазы и гидролазы амидов жирных
кислот соответственно) приводит к ослаблению
тонического тормозного действия эндоканна�
биноидов на ГАМКергическую систему, что
подтверждает факт тонической активности этих
ферментов, служащей для контроля базальной
выработки эндоканнабиноидов в определенных
зонах мозга [40].

Для выбора между двумя версиями тоничес�
кой активности – со стороны тонически высво�
бождаемых эндоканнабиноидов или конститу�
тивной (независимой от действия эндоканнаби�
ноидов) тонической активности пресинаптичес�
ких СВ1 – предпринимается использование жи�
вотных с нокаутированными генами липаз, ли�
митирующих синтез эндоканнабиноидов, что
исключает их тоническую выработку и высво�
бождение [41], или используется сравнительный
анализ эффектов обратных агонистов/антаго�
нистов СВ по сравнению с эффектами нейтраль�
ных антагонистов рецепторов (которые уже раз�
работаны и не вызывают эффектов, связанных с
обратным агонизмом, например, NESS 0327,
O�2654, O�2050) [37, 42, 43]. Еще одним экспе�
риментальным способом является тестирование

утечки эндоканнабиноидов из проб тканей моз�
га, где также был установлен высокий уровень
базальной активности эндоканнабиноидов и
возможности их конститутивного синтеза и то�
нического выделения [44]. Наконец, на экспе�
риментальных моделях нейропатологий у жи�
вотных возможность тонической утечки эндо�
каннабиноидов также уже подтверждена. Пока�
зано, что развитие целого ряда патологий моз�
га (аутизм, болезнь Хантингтона и др.) может
быть связано с долговременными нарушениями
именно тонического эндоканнабиноидного
контроля над высвобождением в мозге ГАМК
[45–47]. В частности, именно повышенный то�
нический ретроградный сигналинг эндоканна�
биноидов, обнаруживаемый при болезни Хан�
тингтона в стриатуме и тормозящий там секре�
цию ГАМК, является, по мнению авторов, пато�
физиологическим признаком развившегося за�
болевания [46]. В другом случае также утверж�
дется, что именно тонический сигналинг эндо�
каннабиноидов может быть компонентом пато�
генеза аутизма [47]. Причём для его реализации
в синапсах корзинчатых клеток гиппокампа не�
обходимо обязательное участие нейролигина�3 –
постсинаптического белка клеточной адгезии.
В чём именно заключается его роль в тоничес�
кой эноканнабиноидной секреции, пока неяс�
но. Предполагается, что нейролигин�3 может
участвовать в реализации тонической ретро�
градной секреторной машинерии, действующей
в синапсах в разных отделах мозга посредством
транссинаптического взаимодействия нейроли�
гина с пресинаптическими нейрексинами
[48–50]. Возможно, что в синапсах больных ау�
тизмом нейрексин, находясь в транссинапти�
ческой сцепке в нейролигинами, способен ка�
ким�то образом регулировать тонический син�
тез 2�AG в постсинаптической клетке и способ�
ствовать его утечке [51].

Таким образом, наличие обеих форм сраба�
тывания эндоканнабиноидов – по требованию
или в виде базальной тонической утечки – мож�
но считать доказанными и равноправными спо�
собами высвобождения и действия эндоканна�
биноидов в ЦНС (рис. 2).

Относительный вклад и реальная физиоло�
гическая значимость тонической утечки эндо�
каннабиноидов в разных отделах мозга остаются
пока мало изученными. В недавнем обзоре от�
мечается, что, например, в гиппокампе АЕА яв�
ляется проводником тонической активности,
тогда как 2�АG обеспечивает чисто фазные эф�
фекты эндоканнабиноидов [13]. Однако в дру�
гих отделах ЦНС это соотношение, очевидно,
может быть иным. При нейропатологиях имен�
но нарушение тонической утечки каннабинои�
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дов может регулировать экспрессию СВ на пре�
синаптических мембранах и, таким образом,
влиять на фазные эффекты эндоканнабинои�
дов. Кроме того, высказывается мнение, что в
случае уже описанной базальной утечки эндо�
каннабиноидов и тонической тормозной актив�
ности их рецепторов в области первичных боле�
вых афферентов это может служить механизмом
тонического контроля порога болевой чувстви�
тельности на периферии [32].

НЕКАНОНИЧЕСКОЕ СОПРЯЖЕНИЕ
CB3РЕЦЕПТОРОВ С G3БЕЛКАМИ,

ββ3АРРЕСТИНАМИ
И ГЕТЕРОРЕЦЕПТОРАМИ

В настоящее время возможность противопо�
ложно направленных и количественно широко

варьирующих влияний на секрецию медиатора
при действии медиаторов/комедиаторов и дру�
гих биологически активных молекул (гормонов,
нейротрофинов и т.п.) считается их специфи�
ческим и характерным свойством. Эндоканна�
биноиды, считавшиеся особой тормозной сиг�
нальной системой, как оказалось, не являются
исключением.

Взаимодействие СВ3рецепторов с разными ти3
пами G3белков. В литературе давно накаплива�
ются сведения о том, что в некоторых синап�
сах ЦНС, обработанных коклюшным токси�
ном (выключающим активность сцепленных
с СВ1 канонических Gi�белков), стимуля�
ция СВ1 может приводить к повышению уровня
cAMP, что является (хотя и непрямым) доказа�
тельством возможной сцепки и активации эндо�
каннабиноидами Gs�белков и развития некано�
нических эффектов [52–55].
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Рис. 2. Варианты активности эндоканнабиноидов: каноническая активность – в результате синтеза и действия эндоканна�
биноидов строго по требованию, возникающая в ответ на постсинаптическое действие медиатора (а); неканоническая ак�
тивность, подразумевающая утечку эндоканнабиноидов из предсуществующего пула и тоническую активацию СB�рецеп�
торов, или наличие спонтанной постоянной активности СВ�рецепторов при отсутствии их активации эндоканнабиноида�
ми (б). Условные обозначения: ← – активирующее влияние, ⊥ – тормозное влияние, α, β, γ – субъединицы G�белка
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При исследовании широкого спектра эндо�
генных и экзогенных агонистов СВ�рецепторов
на интактных животных и экспериментальных
моделях нейропатологий установлено, что суще�
ствует значительная функциональная селектив�
ность их действия, получившая название двой�
ственного или смещённого агонизма [9, 56].

Смещённый агонизм был выявлен впервые у
катехоламиновых G�белок�сцепленных рецеп�
торов, но сейчас описан едва ли не у всех хими�
чески активных сигнальных систем, включая
медиаторы и гормоны [57]. Эндоканнабиноиды,
как оказалось, не являются исключением.
В частности, выявлены определённые агонис�
ты СВ1, эффекты которых свидетельствуют о
возможной сцепке СВ1 не с Gi�белками (или не
только с ними), но и с другими типами G�бел�
ков [58]. Широко применяемый в эксперимен�
тах синтетический агонист CB�рецепторов
WIN 55,212�2 (WIN) в случае его действия
на СВ1 приводил к активации не Gi/0�белка, а
Gz�, Gq/11� и G12/13�белков, что сопровождалось
активацией изоформ фосфолипазы С (PLC) в
кортикальных синапсах [59]. Аналогичный эф�
фект описан недавно у WIN при его действии на
моторные синапсы мыши, причём в таком слу�
чае это сопровождалось учащением спонтанной
секреции медиатора [60]. Наконец, в недавней
подробной работе, где тестировали 6 разных
каннабиноидов – два эндогенных (2�АG и АЕА)
и 4 синтетических, включая WIN и СР55,940 –
на культуре клеток, воспроизводивших актив�
ность нейронов стриатума и несущих на себе
СВ�рецепторы, было показано, что разные аго�
нисты, действуя на один и тот же СВ1, могут за�
пускать в клетках разные каскады, активируя
разные G�белки, включая Gs�белок [61]. Все это
вынуждает постулировать функциональную не�
однозначность как агонистов, так и самих СВ�
рецепторов с точки зрения функциональных
последствий их активации для нейрона. Это
функциональное разнообразие эффектов, обо�
значаемое в литературе как смещённый аго�
низм, объясняется существованием разных кон�
формационных состояний данного рецепторно�
го белка, имеющего потенциальное сродство к
разным G�белкам. Это, в свою очередь, означа�
ет, что в зависимости от химической природы
действующего на CB�рецептор агониста проис�
ходит стабилизация молекулы рецептора в опре�
деленном конформационном состоянии, имею�
щем сродство к пулу G�белков определенного
субъединичного состава. Взаимодействие с оп�
ределенным типом G�белков будет приводить к
запуску последующего каскада, но не обязатель�
но тормозящего секрецию медиатора. Сегодня
считается, что срабатывание того или иного

G�белка и запуск определенного сигнального
пути зависит, в первую очередь, от типа агонис�
та, вызывающего стабилизацию рецептора в со�
ответствующей конформации, и его последую�
щее сопряжение с определенным типом G�бел�
ков [62–64] (рис. 3, а). Возможно, в такое комп�
лексное проявление смещённого агонизма вно�
сят вклад регуляторы G�белковой сигнализа�
ции (RGS) [65, 66].

В настоящее время лиганды, связывающиеся
с СВ�рецепторами, принято подразделять на че�
тыре химически разных класса. Это 1) эйкоза�
ноиды (куда входят 2�AG и АЕА), 2) выделен�
ный из конопли рода Sativa классический фито�
каннабиноид дельта�9�тетрагидроканнабинол
(THC) и его производные, 3) неклассический
синтетический агонист CP55,940 и 4) аминоал�
килиндол WIN. В связи с обнаружившейся у ли�
гандов СВ�рецепторов способности проявлять
смещённый (функционально многозначный)
агонизм в литературе высказывается мнение о
возможности и необходимости поиска избира�
тельно действующих лигандов (агонистов СВ�
рецепторов) из числа уже известных синтети�
ческих каннабиноидов. Необходимо, чтобы та�
кие лиганды вызывали бы только один, опреде�
ленный желаемый эффект при связывании с
СВ�рецепторами в ЦНС для их использования в
определенных целях в клинике [67–70]. Про�
должается активная разработка новых синтети�
ческих агонистов СВ�рецепторов. Недавно по�
казано, что в присутствии коклюшного токсина,
блокирующего сцепку Gi/0�белков с рецептора�
ми в клетках, высокие концентрации синтети�
ческих каннабиноидов WIN, CP55,940, JWH�018
и AB FUBINACA увеличивают концентрацию
cAMP выше уровня, продуцируемого активато�
ром AC форсколином [71, 72]. При этом THC,
связываясь и действуя на те же СВ1 в аналогич�
ных концентрациях, не вызывал подъёма уров�
ня cAMP. Таким образом, представление о сме�
щённом агонизме и разнообразии лигандов,
способных, несмотря на связывание с одним и
тем же типом СВ�рецепторов, индуцировать
разнообразные сигнальные пути в клетках,
включая активацию Gs�белков, получают все
новые свидетельства.

Bзаимодействие СВ3рецепторов с ββ3аррести3
нами. Анализ неоднозначных функциональных
последствий при действии различных лигандов
на СВ�рецепторы в ЦНС привёл к ещё одному
неожиданному заключению, что СВ�рецепторы
могут при их активации определёнными лиган�
дами взаимодействовать не только с разными
G�белками, но и с β�аррестинами. β�Аррести�
ны – небольшое семейство цитоплазматичес�
ких белков с молекулярной массой поряд�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

953



БАЛЕЗИНА и др.

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

954

Рис. 3. Примеры возможных неканонических взаимодействий СВ�рецепторов: с Gq� или Gs�белками и запуском внутри�
клеточных каскадов, сопровождающихся атипичными ответами клеток на действие эндоканнабиноидов (а); с β�аррести�
нами 1 и 2 (б). Справа показана возможность взаимодействия СВ�рецепторов с β�аррестином 1, что приводит к запуску
неканонических сигнальных каскадов. Условные обозначения: ← – активирующее влияние; ⊥ – тормозное влияние; α,
β, γ – субъединицы G�белка; PIP2 – фосфатидилинозитол�4,5�бисфосфат; IP3 – инозитол�1,4,5�трисфосфат; GRK – ки�
наза рецепторов, связанных с G�белками; P – фосфат
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ка 50 кДа, способных связываться с цитоплаз�
матическими участками G�белок�сцепленных
рецепторов, что, во�первых, терминирует акти�
вацию G�белков за счёт инактивации рецепто�
ра, а во�вторых, может приводить к его даль�
нейшей интернализации. Как известно, в слу�
чае активации СВ�рецепторов агонистами про�
исходит их последующее фосфорилирование
киназами рецепторов, связанных с G�белками,
что позволяет β�аррестинам – β�аррестину 1 и
β�аррестину 2 – транслоцироваться к мембране
и связываться с СВ�рецепторами на их цито�
плазматических участках. В настоящее время
известно, что оба типа β�аррестинов могут свя�
зываться с СВ1 и СВ2. При этом, видимо, связь
с β�аррестином 2 приводит к десенситизации
G�белок�сцепленных CB�рецепторов и, воз�
можно, их интернализации, т.е. удалению с по�
верхности мембраны, как это действительно
показано в ряде случаев взаимодействия акти�
вированных СВ1 с β3аррестином [73] (рис. 3, б).
Однако становится очевидно, что участие β�ар�
рестинов в десенситизации и интернализации
СВ – лишь одна из их функций в клетках [12,
70]. Обнаружилась способность β�аррестина 1
связываться с СВ1, опосредовать их дальней�
шую активность, выступая в роли отдельного
преобразователя сигнала, независимого от G�
белков. В нейронах и нервных терминалях си�
напсов ЦНС β3аррестин 1 играет роль одного из
каркасных белков, участвующих в создании
мультибелковых примембранных комплексов,
запускающих последующий сигналинг. Соответ�
ственно, прямое взаимодействии β�аррестина 1
с молекулой СВ1 может запускать сигнальный
путь, связанный с активацией MAPK, и, в част�
ности киназы, регулируемой экстраклеточным
сигналом (Erk1/2), р38 и других [74–77]
(рис. 3, б).

Более того, отмечается, что каннабиноидные
лиганды, рекрутирующие присоединение β�ар�
рестина 1 к CB1, вызывают повышение актив�
ности Gs�белок�опосредованного сигнального
каскада (на фоне коклюшного токсина) и воз�
растание уровня cAMP, действуя в концентра�
циях меньших на несколько порядков, чем ког�
да эти же лиганды при связывании с СВ1 запус�
кают активность Gi�белков [63]. Поэтому при
рассмотрении последствий взаимодействия СВ�
рецепторов с определенными лигандами в ЦНС
необходимо учитывать ещё одно проявление
смещённого агонизма – запуск независимых от
активности G�белков сигнальных путей с учас�
тием β�аррестина 1 и последующей активацией
MAPK (Erk1/2, р38) или системы АС/cAMP,
приводящих к вариабельным функциональным
последствиям [63, 73, 77]. Это, бесспорно, важ�

ное, но пока малоразработанное направление
исследований неканонической активности эн�
доканнабиноидной системы тормозится отсут�
ствием избирательных блокаторов связывания
β�аррестинов 1 с СВ1, хотя в качестве претен�
дента на эту роль уже обсуждается пептидный
фрагмент одной из петель β�аррестина 1, у кото�
рого показано специфическое связывание с ци�
топлазматическим спиральным мотивом на C�
конце белковой цепи молекулы СВ1 и способ�
ность разобщать связывание β�аррестина 1
с СВ1 [73].

Гетерорецепторные взаимодействия CB3ре3
цепторов. В добавление к набирающим популяр�
ность представлениям о присущем эндоканна�
биноидным рецепторам и их агонистам много�
значном смещённом агонизме, в последние го�
ды стало очевидным ещё одно ярко выраженное
у СВ�рецепторов свойство. Это тенденция к об�
разованию гетерорецепторных комплексов с
другими мембранными рецепторами, которые
или также сцеплены с определёнными G�белка�
ми (опиоидные, аденозиновые, дофаминовые,
серотониновые, рецепторы ангиотензина II и
др.), или обладают киназной активностью (Trk�
рецепторы нейротрофинов, рецепторы эпидер�
мального фактора роста и др.) [3, 9].

Данные о коэкспрессии и взимодействиии
СВ1 и других G�белок�сцепленных рецепторов
на мембранах нейронов и терминалей синапсов
демонстрируют неоднозначные функциональ�
ные последствия. В частности, при коэкспрес�
сии СВ1 с μ�опиодными рецепторами избира�
тельная активация одного типа рецептора по�
давляла проявление избирательных эффектов
активации другого [78]. В синапсах гиппокампа
описано гетерорецепторное реципрокное взаи�
модействие между ГАМКB�рецепторами и СВ1,
когда уменьшение секреции медиатора при
стимуляции одного рецептора подавлялось при
подключении другого [79]. В дофаминергичес�
ких терминалях выявили экспрессию СВ1 и до�
фаминовых D2�ауторецепторов. При этом раз�
дельная избирательная активация СВ1 вызыва�
ла подавление выброса [3Н]�дофамина, благо�
даря активации Gi�белка и угнетению актив�
ности АС. Однако при совместной активации
с D2�ауторецепторами продемонстрировали
сдвиг от активации Gi�белка и торможения
выброса дофамина к доминированию актив�
ности Gs�белок�опосредованной сигнализации:
подъём активности АС, возрастание уровня
сAMP и увеличение активности PKA и усиле�
ние выброса секреции [3Н]�дофамина на срезах
мозга [55]. Обсуждается возможное учас�
тие RGS в реализации таких эффектов [66]. Го�
воря о гетерорецепторных взаимодействиях,
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необходимо отметить, что растёт число приме�
ров и трансактивации эндоканнабиноидов и
СВ�рецепторов, когда в случае активации изби�
рательными агонистами определённых постси�
наптических рецепторных белков происходят
изменения Gq�белок�опосредуемых сигнальных
каскадов в постсинаптических структурах, уве�
личение постсинаптической концентрации ионов
Ca2+ и параллельное повышение там синтеза эн�
доканнабиноидов и активности СВ�рецепто�
ров [80]. Например, известна способность ней�
ротрофического фактора мозга при действии на
постсинаптические TrkB�рецепторы индуциро�
вать высвобождение эндоканнабиноидов и их
пресинаптическое действие [81]. В связи с этим
фармакологический анализ неканонических
эффектов агонистов СВ�рецепторов в синап�
сах ЦНС осложняется ещё и возможностью их
непрямой активации и возможным параллель�
ным соучастием других сигнализаторов в реали�
зации наблюдаемых эффектов эндоканнабино�
идов [12].

В случае взаимодействия между СВ1 и СВ2 в
составе гетеродимерных комплексов обнаружи�
ваются реципрокные антагонистические влия�
ния СB�рецепторов друг на друга. При тестиро�
вании связывания одного типа рецепторов со
своим агонистом в составе комплекса СВ1–СВ2
наблюдалось сниженное связывание агониста за
счёт влияний со стороны рецептора другого ти�
па. Аналогично тормозилось связывание и вто�
рого рецептора с его агонистом. Такой двуна�
правленный перекрестный антагонизм (взаим�
ное подавление) активности в гетерорецептор�
ных комплексах CB1–CB2 отражает существо�
вание дополнительного паттерна молекулярных
взаимодействий СВ�рецепторов и возможнос�
тей регуляции их активности [82, 83].

Внутриклеточные СВ3рецепторы и СВ3рецеп3
торы астроцитов. К числу неканонических влия�
ний каннабиноидов, бесспорно, относится и их
возможность взаимодействовать и с внутрикле�
точными СB1�рецепторами, выявленными на
мембранах митохондрий [84–86], эндосом и ли�
зосом нейронов [87]. В митохондриях CB1�ре�
цепторы сцеплены с Gi�белком, но поскольку
этот каскад запускается не в цитоплазме, а в
матриксе митохондрий, то он влияет на секре�
цию медиаторов опосредованно, через сниже�
ние продукции ATP. В этом случае активация
митохондриальных CB1�рецепторов может про�
являться в развитии краткосрочной депрессии
передачи в гиппокампе, а при более длительной
активности синапсов – в нарушении процессов
формирования памяти [88, 89]. В эндосомах и
лизосомах нейронов коры и гиппокампа уда�
лось пока выявить только CB2�рецепторы. При

их активации происходит опосредуемое IP3�ре�
цепторами увеличение внутриклеточной концен�
трации ионов кальция, что свидетельствует об
их неканоническом сопряжении с Gq�белка�
ми [90, 91]. Увеличение концентрации кальция в
цитоплазме, в свою очередь, вызывает открытие
Ca2+�активируемых хлорных каналов, что сни�
жает возбудимость нейронов [92]. Таким обра�
зом, уже известна возможность атипичной внут�
риклеточной локализации СВ�рецепторов, и их
неканоническая активность специфически вли�
яет на синаптическую передачу и нейрональную
активность в ЦНС.

Наконец, следует упомянуть и о возможных
последствиях активации астроцитарных СB1�
рецепторов, выявленных как на наружной [93,
94], так и на митохондриальной мембранах этих
клеток [95–97]. Если в нервных терминалях ак�
тивация СВ1 запускает Gi�белок�опосредован�
ные сигнальные каскады, тормозящие секре�
цию медиатора, то активация выделяющимися
нейрональными эндоканнабиноидами астроци�
тарных СВ1 повышает концентрацию ионов
Ca2+ в цитоплазме астроцитов, что обеспечивает
секрецию глиотрансмиттеров (глутамата, D�се�
рина, аденозина), включая и эндоканнабинои�
ды [98, 99]. Предполагается, что, в отличие от
относительно локализованного ретроградного
действия эндоканнабиноидов в синапсах,
пространственно�временной характер CB1�ин�
дуцируемых кальциевых сигналов в астроцитах с
последующим выбросом глиотрансмиттеров
способен вызвать модулирование синаптичес�
кой передачи в большом количестве синапсов,
расположенных далеко от места изначального
выделения эндоканнабиноидов [100]. Кроме то�
го, под действием эндоканнабиноидов астроци�
ты, в зависимости от выделяемых ими глиотранс�
миттеров и их рецепторов на пре� и/или постси�
наптической мембранах, могут опосредованно
вовлекаться в реализацию различных форм си�
наптической пластичности, причём как тормо�
зящих, так и усиливающих секрецию медиато�
ров [99–103].

ОБЛЕГЧАЮЩЕЕ ДЕЙСТВИЕ
ЭНДОКАННАБИНОИДНОЙ СИСТЕМЫ

НА СИНАПТИЧЕСКУЮ ПЕРЕДАЧУ
В ЦЕНТРАЛЬНЫХ И ПЕРИФЕРИЧЕСКИХ

СИНАПСАХ

Центральные синапсы. Факты облегчающего,
а не тормозного действия эндоканнабиноидов и
их рецепторов на секрецию медиаторов в синап�
сах ЦНС известны давно. Однако они остаются
малочисленными и, как правило, предполагают
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дополнительные условия для своего проявле�
ния [104]. Такими условиями, в частности, счи�
таются случаи гетерорецепторного взаимодей�
ствия СВ�рецепторов с дофаминовыми D2�ре�
цепторами в синапсах стриатума, когда, наряду
с хорошо известным эффектом активации Gi�
белка в терминалях при действии экзогенных
агонистов СВ�рецепторов и торможением сек�
реции дофамина, совместная аппликация аго�
нистов СВ�рецепторов и D2�рецепторов сопро�
вождается сдвигом механизма внутриклеточной
сигнализации (вызываемой агонистами СВ�ре�
цепторов) от активации Gi�белков в сторону ак�
тивации Gs�белков, повышения уровня актив�
ности AC�каскада и усиления выброса дофами�
на [105, 106]. Также в литературе часто встреча�
ется утверждение, что случаи участия эндокан�
набиноидов в долговременной потенциации пе�
редачи (LTP) в гиппокампе или стриатуме есть
не что иное, как растормаживание и облегчение
передачи глутаматергических синапсов. Оно
происходит вследствие подавления эндоканна�
биноидами тормозного действия ГАМК на вы�
брос глутамата при гетеросинаптических взаи�
модействиях, т.е. является результатом проявле�
ния DSI [107].

Однако имеются свидетельства настоящих
облегчающих эффектов эндоканнабиноидов в
синапсах ЦНС, когда эндоканнабиноиды, рет�
роградно действуя в синапсах, работающих в го�
мосинаптическом режиме, непосредственно об�
легчают в них выброс медиатора. Так, при ана�
лизе активности глутаматергических кортико�
стриарных синапсов на срезах мозга мышей
применяли сдвоенную стимуляцию пост� и пре�
синаптических структур синапсов с регистраци�
ей возбуждающих постсинаптических потенци�
алов. Варьирование числа, частоты и продолжи�
тельности сдвоенных стимулов позволило вы�
явить условия развития синаптической пластич�
ности в зависимости от временного интервала
между пре� и постсинаптическими импульсами,
когда синапсы работали в режиме или LTD,
или LTP. Оказалось, что проявление разных ти�
пов синаптической пластичности зависело от
уровня и паттерна синтезируемых и действую�
щих в синапсах эндоканнабиноидов. Авторы
показали, что при формировании кратковре�
менных, но высококонцентрированных транзи�
ентов эндоканнабиноидов, создаваемых в си�
напсах определёнными режимами стимуляции,
наблюдается LTP. Тогда как при продолжитель�
ных, но умеренных уровнях повышения концен�
трации эндоканнабиноидов в синапсах наблю�
дается развитие LTD. Обнаруженная LTP
действительно была обусловлена именно секре�
цией эндоканнабиноидов, поскольку индук�

ция LTP предотвращалась блокированием CB1 и
не наблюдалась у мышей с нокаутом генов СВ�
рецепторов [108]. Было также показано, что слу�
чаи разнонаправленного действия эндоканна�
биноидов (поддержка депрессии или потенциа�
ции передачи) могут быть связаны с балансом
активности пресинаптических PKA и кальци�
нейрина, регулируемых пресинаптическим
действием соответствующих концентраций эн�
доканнабиноидов в терминалях, а также могут
зависеть от паттерна активности DAGLα в пост�
синаптических структурах [108, 109].

Способность эндогенных каннабиноидов
вызывать LTP описана и в синапсах гиппокам�
па [110]. На срезах гиппокампа использовали
режимы высокочастотной стимуляции, приво�
дящие к слабо� или сильно выраженной LTP.
Оказалось, что выброс эндоканнабиноидов,
происходящий в этих условиях в синапсах, мо�
жет увеличивать сильную LTP и тормозить ин�
дукцию слабо выраженной LTP. По мнению ав�
торов, выброс эндоканнабиноидов и их
действие играет роль высокочастотных фильт�
ров, контролирующих в сильно шумящих ней�
ронных сетях ЦНС соотношение полезный сиг�
нал/шум при интенсивной работе синап�
сов [111].

Таким образом, исследования последних лет
показывают, что неканонические облегчающие
эффекты эндоканнабиноидов в ЦНС, по�види�
мому, действительно проявляются и могут быть
обнаружены экспериментально. Однако это
требует использования определенных времен�
ных и частотных параметров активности синап�
сов, близких к нормальным физиологическим,
обеспечивающих соответствующие паттерны
синтеза и концентрационных профилей эндо�
каннабиноидов в синапсах [108,111]. В любом
случае представление о присутствии неканони�
ческой активности эндоканнабиноидов, облег�
чающей синаптическую передачу и секрецию
медиаторов в синапсах ЦНС, обретает в послед�
нее время все больше доказательств и сторонни�
ков [13, 107, 108, 111].

Периферические синапсы. К числу перифе�
рических органов, обладающих эноканнабино�
идной системой, относится, среди прочих, и
скелетная мускулатура. В скелетных мышцах
описана экспрессия не только СВ1 и СВ2, но и
ферментов, ответственных за синтез и деграда�
цию эндоканнабиноидов [112–114]. Показано,
что выброс из сокращающейся мышцы эндо�
каннабиноидов может приводить к присущим
им локальным эффектам с участием СВ�рецеп�
торов как на уровне самих мышечных воло�
кон [115–117], так, возможно, и моторных си�
напсов [118, 119].
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Первые попытки выявить роль эндоканна�
биноидов в нервно�мышечных синапсах разных
позвоночных датируются концом XX и началом
XXI столетия [120–122]. Было выявлено тради�
ционное, преимущественно тормозное действие
этих сигнальных молекул на секрецию АХ в мо�
торных синапсах холоднокровных [123, 124].
Однако уже в самой ранней работе отмечалось
увеличение амплитуды спонтанных миниатюр�
ных потенциалов концевой пластинки (МПКП)
и их частоты без изменения вызванного выбро�
са АХ при аппликации THC [120].

В последние годы добавились новые свиде�
тельства неканонической активности каннаби�
ноидов, облегчающей секрецию АХ в моторных
синапсах. Так, при тестировании эффектов WIN
на моторных синапсах диафрагмы мыши был
обнаружен значительный (на 50% и более) при�
рост частоты МПКП [60]. Эффект был связан с
активацией СВ1 и запуском пресинаптического
сигнального каскада с участием PLC, протеин�
киназы С и депонированного Ca2+ из рианодин�
чувствительных Са2+�депо. Облегчающие спон�
танную секрецию эффекты WIN в моторных си�
напсах выглядят неожиданными, учитывая, что
в синапсах ЦНС торможение экзогенными кан�

набиноидами вызванной активности обычно
сопровождается также подавлением и их спон�
танной активности [125, 126]. На том же класси�
ческом экспериментальном объекте – мотор�
ных синапсах диафрагмы мыши – также удалось
обнаружить целый ряд неканонических облег�
чающих воздействий на параметры спонтанной
секреции АХ при тонической аппликации двух
эндоканнабиноидов – АЕА и 2�АG. Выясни�
лось, что, несмотря на активацию одного и того
же типа пресинаптических рецепторов, СВ1,
АЕА и 2�AG вызывали изменения разных пара�
метров МПКП, отражающих спонтанную сек�
рецию АХ: АЕА стимулировал возрастание час�
тоты МПКП на 75%, предотвращаемое блоки�
рованием L�типа Са2+�каналов и ингибирова�
нием PKA, но не PLC. 2�AG же вызывал при�
рост размера квантов АХ и амплитуды МПКП
на 50%, предотвращавшийся везамиколом – ин�
гибитором везикулярного транспортёра АХ
[127]. По�видимому, не совпадающие по эффек�
там специфические рецепторные влияния АЕА
и 2�АG, направленные на разные параметры
квантовой секреции АХ, предполагают вовлече�
ние разных сигнальных путей и финальных ми�
шеней этих путей в моторных нервных термина�
лях (рис. 4).

Такая двойственность эффектов при актива�
ции одних и тех же рецепторов при действии
разных агонистов может быть проявлением сме�
щённого агонизма при активации СВ1, возмож�
ность которого при действии эндоканнабинои�
дов сейчас активно обсуждается. Что касается
увеличения размера квантов АХ при действии
2�АG, то аналогичный эффект установлен и в
работе, где длительная аппликация агонис�
тов CB1 на моторные синапсы диафрагмы мы�
ши также приводила к значительному приросту
амплитуды МПКП, который не наблюдался при
предварительном блокировании везикулярного
транспорта АХ. Было выявлено увеличение раз�
меров холинергических везикул спустя 2–4 часа
после начала нанесения каннабиноидов на
мышцу [118]. Потенцирование размера квантов
медиаторов на пресинаптическом уровне путём
усиления накачки медиаторов в везикулу сегод�
ня хорошо известно как в синапсах ЦНС, так и
на периферии [128, 129]. Считается, что это
один из специфических пресинаптических ме�
ханизмов потенциации синаптической переда�
чи, осуществляемый с участием различных ней�
ромодуляторов. Однако участие эндоканнаби�
ноидов в таком механизме облегчения передачи
сигнала в синапсах является новым, ранее не из�
вестным неканоническим свойством этих сиг�
нализаторов, заслуживающим дальнейшего изу�
чения.
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Рис. 4. Схема возможности запуска в моторных синапсах
млекопитающих разных сигнальных каскадов при актива�
ции СВ1 тремя разными агонистами: АЕА – 1, 2�АG – 2‚ и
WIN – 3, что приводит к потенциации разных параметров
спонтанной секреции квантов АХ. Условные обозначе�
ния: ← – активирующее влияние, RyR – рианодиновые
рецепторы, VAChT – везикулярный ацетилхолиновый
транспортёр
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ данных литературы свидетельствует
о наличии большого разнообразия мишеней и
сигнальных каскадов, запускаемых эндоканна�
биноидами в синапсах ЦНС и на периферии.
Характерный для эндоканнабиноидов и их ре�
цепторов смещённый агонизм, а также функци�
ональное и структурное взаимодействие с дру�
гими рецепторами значительно расширяет
спектр активности эндоканнабиноидов и позво�
ляет охарактеризовать их как плейотропные
сигнальные молекулы, способные оказывать
разнообразные тормозные и облегчающие влия�
ния на секрецию медиаторов. Способность к
разнонаправленной вариабельной модуляции
секреции медиаторов, обнаруживаемая у эндо�
каннабиноидов, демонстрирует принципиаль�
ное сходство этой, на первый взгляд, уникаль�
ной молекулярной сигнальной системы с други�
ми системами химической модуляции секреции

в синапсах. Переосмысление потенциальных
функциональных возможностей и механизмов
действия эндоканнабиноидов с учётом их нека�
нонических свойств позволит более глубоко и
разносторонне понять и оценить роль этой сиг�
нальной системы в норме и использовать нап�
равленные изменения ее модулирующего по�
тенциала при патологиях нервной и других сис�
тем организма.
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NONCANONICAL ACTIVITY OF ENDOCANNABINOIDS
AND THEIR RECEPTORS IN CENTRAL AND PERIPHERAL SYNAPSES

Review

O. P. Balezina, Е. О. Tarasova, and А. Е. Gaydukov*

Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia; E*mail: gaydukov@gmail.com

This review focuses on new aspects of endocannabinoid functions and mechanisms of activity in central and periph�
eral synapses, different from the general viewpoint that endocannabinoids are retrograde signaling molecules, which
inhibit neurotransmitter release by activating specific presynaptic endocannabinoid receptors CB1 and CB2. Biased
agonism of the endogenous and synthetic cannabinoids as well as ability of the CB�receptors to couple not only with
classical Gi�proteins, but also with Gs� and Gq�proteins and, moreover, with β�arrestins (thereby triggering addition�
al signaling pathways in synapses) are described here in detail. Examples of noncanonical tonic activity of endo�
cannabinoids and their receptors and their role in synaptic function are also presented. The role of endocannabinoids
in short�term and long�term potentiation of neurotransmitter release in central synapses and their facilitating effect
on quantal size and other parameters of acetylcholine release in mammalian neuromuscular junctions are highlight�
ed in this review. In conclusion, it is stated that the endocannabinoid system has a wider range of various multidirec�
tional modulating effects (both potentiating and inhibiting) on neurotransmitter release than initially recognized. Re�
evaluation of the functions of endocannabinoid system with consideration of its noncanonical features will lead to
better understanding of its role in the normal and pathological functioning of the nervous system and other systems of
the body, which has an enormous practical value.

Keywords: endocannabioids, СВ1 and СВ2�receptors, β�arrestin, endocannabinoid tonus, synaptic transmission
facilitation
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COVID�19, новое респираторное заболевание человека, жертвами которого за год пандемии стали около
3 млн человек, является глобальным вызовом здравоохранению во всем мире. Вызвавший его инфекцион�
ный агент – новый коронавирус SARS�CoV�2 – имеет ряд существенных структурных отличий от других ко�
ронавирусов, что делает его более патогенным и способным быстро распространяться. В настоящем обзоре
мы рассмотрим важные характеристики основного поверхностного антигена SARS�CoV�2 (шиповидного
S�белка), такие как: (1) способность рецептор�связывающего домена (RBD) переходить из положения
«стоя» («открытая» префузионная конформация) в положение «лежа» («закрытая» префузионная конфор�
мация) для ускользания от нейтрализующих антител; (2) использование преимуществ высокого сродства
связывания RBD в открытой конформации с рецептором – ангиотензинпревращающим ферментом 2 чело�
века для эффективного входа в клетку; (3) предактивация S�белка внутриклеточными фуриноподобными
протеазами для распространения вируса по разным типам клеток. Мы рассмотрим взаимодействие S�белка
с клеточными рецепторами, корецепторами и антагонистами и опишем гипотетический механизм дестаби�
лизации гомотримерной структуры «шипа», запускающий слияние оболочки вириона с мембраной клетки
при физиологическом значении рН и опосредующий вход вирусного нуклеокапсида в цитоплазму. Крайне
важным с практической точки зрения, особенно при производстве вакцин, является обнаруженное свой�
ство перехода префузионной конформации S�белка в постфузионную на поверхности вирионов в случае
инактивации их такими реагентами, как β�пропиолактон. Мы также сравним несколько особенностей
COVID�19 и S�белка вируса SARS�CoV�2 со вспышками тяжелого гриппа, вызванными высокопатогенны�
ми штаммами вируса гриппа А подтипов H5 и H7, и структурными характеристиками молекул гемагглюти�
нина этих штаммов. В конце обзора коротко перечислены перспективные и внедренные в практику анти�
вирусные и патогенетические средства терапии COVID�19; рассмотрены традиционные и инновационные
вакцины, недавно одобренные для профилактики заболевания, и их молекулярно�иммунологические осо�
бенности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: COVID�19, SARS�CoV�2, S�белок, структура, вирус гриппа, гемагглютинин, вакцины.
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ВВЕДЕНИЕ

Эпидемия заболевания с симптомами ати�
пичной пневмонии началась в городе Ухань
(провинция Хубей, Китай) зимой 2019 года. При�
чиной позднее был признан новый коронавирус
человека (2019�nCoV, 2019 novel coronavirus), он

же – SARS�CoV�2 (severe acute respiratory syn�
drome coronavirus 2). В феврале 2020 года Все�
мирная организация здравоохранения назвала
данное заболевание «COVID�19» (COronaVIrus
Disease 2019). Эпидемия стала глобальной и пе�
решла в пандемию. Большинство пациентов,
инфицированных вирусом SARS�CoV�2, испы�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : крио�ЭМ – криоэлектронная микроскопия; крио�ЭТ – криоэлектронная томография;
MHC – комплекс гистосовместимости; СТ – cytoplasmic tail (цитоплазматический домен); TM – трансмембранный;
ACE2 – angiotensin converting enzyme 2 (ангиотензинпревращающий фермент 2); COVID�19 – COronaVIrus Disease 2019
(новое коронавирусное заболевание 2019); ERGIC – компартмент эндоплазматического ретикулума и аппарата Гольджи;
HA – гемагглютинин; IFN – интерферон; RBD – рецептор�связывающий домен; RBM – рецептор�связывающий мотив;
SARS�CoV�2 – severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (коронавирус, вызывающий тяжелый острый респираторный
синдром 2).

* Адресат для корреспонденции.
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тывают легкие или умеренные симптомы, кото�
рые исчезают через 6–10 дней. Однако почти у
20% пациентов болезнь протекает с серьёзными
осложнениями, включая атипичную двусторон�
ную пневмонию и острый респираторный дист�
ресс�синдром, что чревато высокой леталь�
ностью [1]. На 5 апреля 2021 г. людские потери
от COVID�19 исчисляются 2,85 млн при 131 млн
заболевших (приблизительно 1–3% летальности
по данным Всемирной Организации Здравоох�
ранения: https://covid19.who.int/ [2]. Для срав�
нения ежегодные вспышки сезонного гриппа,
по некоторым оценкам, уносят 250 000–500 000
жизней ежегодно [3], а смертность во время
пандемии гриппа подтипа H1N1 в 2009 году со�
ставила от 151 700 до 575 400 человек [4].

Оболочечные РНК�содержащие вирусы се�
мейства Coronaviridae, как болезнетворные
агенты, впервые выделены у человека в 60�х го�
дах прошлого века. Четыре представителя коро�
навирусов, инфицирующие человека (HCoV�
NL63, HCoV�229E, HCoV�OC43 и HKU1), вы�
зывают в большинстве случаев мягкие заболева�
ния верхних дыхательных путей, но могут быть
причиной серьёзных инфекций у маленьких де�
тей и пожилых людей [5]. Смертельные вспыш�
ки, причиной которых явились члены этого се�
мейства, зарегистрированы гораздо позже. Вы�
сокопатогенный вирус SARS�CoV (severe acute
respiratory syndrome coronavirus) стал причиной
вспышки атипичной пневмонии в 2002 г., а в
2012 г. вирус MERS�CoV (Middle East respiratory
syndrome coronavirus) привел к возникновению
нового заболевания – так называемого ближне�
восточного респираторного синдрома. Смерт�
ность, по некоторым данным, составила 9,5% в
случае атипичной пневмонии и 34,4% – в случае
MERS [6]. К счастью, оба заболевания распро�
странились на относительно небольшом геогра�
фическом ареале.

В настоящем обзоре мы коснемся классифи�
кации коронавирусов и отличий SARS�CoV�2 от
других коронавирусов человека; дадим основ�
ные характеристики всех его структурных ком�
понентов. Основное внимание будет уделено
структурному анализу шиповидного (спайково�
го, S) белка SARS�CoV�2, который является
главной иммуногенной мишенью и поэтому на�
ходится в центре внимания при разработке вак�
цин [7]. Будут рассмотрены его взаимодействия
с клеточными рецепторами, корецепторами и
антагонистами, описан гипотетический меха�
низм дестабилизации, запускающий слияние
оболочки вириона с мембраной клетки при фи�
зиологическом значении рН и проникновение
генома вируса в цитоплазму для его последую�
щей репликации.

Тяжёлое течение COVID�19, характеризую�
щееся совокупностью патогенетическиих фак�
торов, имеет сходство с гриппом, но только не
сезонным, а тяжёлым, вызываемым разнообраз�
ными представителями другого семейства обо�
лочечных вирусов – Orthomyxoviridae, в част�
ности, пандемическими штаммами 2009 г. под�
типа H1N1 и вызвавшими вспышки «птичьего»
гриппа подтипами H5N1 и H7N9. При этом оче�
видны параллели в некоторых структурных эле�
ментах поверхностных белков этих вирусов, ге�
магглютинина (HA) вируса гриппа и S�белка
SARS�CoV�2, а также в характере протекания
заболевания, которые будут отмечены.

В конце обзора будут затронуты проблемы
блокады вирусной инфекции и перечислены ис�
пользуемые стратегии терапии COVID�19. В от�
дельном разделе мы остановимся на принципах
вакцинопрофилактики COVID�19 и рассмотрим
особенности как классических, так и инноваци�
онных вакцин, одобренных для практического
применения.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА
КОРОНАВИРУСОВ

Семейство Coronaviridae включает вирусы,
поражающие разных хозяев, включая птиц и
млекопитающих. Это семейство относится к по�
рядку Nidovirales, и в нем выделяют 2 подсемей�
ства. Подсемейство Orthocoronavirinae включает
все виды коронавирусов, инфицирующих чело�
века, и имеет 4 рода: Alphacoronavirus, Betacorona�
virus, Gammacoronavirus, Deltacoronavirus (https://
talk.ictvonline.org/taxonomy/). Род Betacoronavirus
включает 4 подрода (по более ранней класифи�
кации – линии): Embecovirus (линия A), Sarbeco�
virus (линия B), Merbecovirus (линия C) и Nobeco�
virus (линия D) [8]. Вирусы HCoV�229E и HCoV�
NL63 (род Alphacoronavirus), HCoV�OC43 и
HCoV�HKU1 (род Betacoronavirus) могут вызы�
вать у человека респираторные заболевания
средней тяжести. Вирус SARS�CoV�2 принадле�
жит к роду Betacoronavirus и подроду Sarbecovirus.
К этому же подроду относится близкородствен�
ный вирус SARS�CoV (SARS�CoV�1), в то время
как вирус MERS�CoV принадлежит к подро�
ду Merbecovirus.

Сферические или слабо полиморфные вири�
оны коронавирусов диаметром 80–120 нм окру�
жены липопротеиновой оболочкой и имеют ши�
повидные выступы на поверхности [9, 10], по
форме напоминающие зубцы царской короны,
что и дало семейству соответствующее назва�
ние (рис. 1, а). По морфологии вирионы коро�
навирусов сходны с вирионами вируса гриппа,
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но несут «шипы» только одного типа – гомотри�
меры S�белка [11, 12], в то время как два типа
шипов (гомотримеры гемагглютинина и гомо�
тетрамеры нейраминидазы (NA)) различают у
вирионов вирусов гриппа А и В [13, 14].

Геном коронавирусов представляет собой од�
нонитевую молекулу РНК позитивной поляр�
ности (+РНК) размером от ~27 до 32 Кб
(29,3 Кб – у SARS�CoV�2). Это самый большой
и достаточно сложно организованный геном
среди всех РНК�содержащих вирусов (для срав�
нения геном вируса гриппа весит 13,5 Кб). РНК
коронавирусов кодирует 28–29 белков, в том
числе 4 или 5 структурных белков. Вирусы чело�
века HCoV�229E, HCoV�NL63, SARS�CoV,
SARS�CoV�2, MERS�CoV имеют четыре струк�
турных белка: S – шиповидный белок (Spike),
E – белок оболочки (Envelope), M – мембран�
ный белок (Membrane), N – нуклеокапсидный
белок (Nucleoprotein) (рис. 1, а). В составе вири�
онов HCoV�OC43 и HCoV�HKU1 присутствует
пятый структурный белок, HE – гемагглюти�
нин�эстераза (Hemagglutinin�Esterase).

Белок S (шиповидный белок) коронавирусов с
молекулярной массой ~175 кДа [15] представля�
ет собой мембранный белок типа I, включаю�
щий большой гликозилированный N�концевой
эктодомен, один трансмембранный (ТМ) домен
и С�концевой внутривирионный (цитоплазма�
тический, СТ) домен [11, 12]. S�белок связыва�
ется с рецепторами на поверхности клеток и иг�
рает ключевую роль в определении тканевого

тропизма вируса; опосредует слияние мембраны
вириона с мембраной клетки хозяина, обеспечи�
вая вход вирусного генома в цитоплазму; участ�
вует в сборке вирионов. На электрофореграмме
после разделения белков нативных вирионов в
денатурирующих условиях S�белок представлен
частично в виде нерасщеплённого (неактивно�
го) S�белка и в большей пропорции – в виде двух
его субъединиц (S1 и S2) (рис. 1, б). Эпитопы
S�белка служат основными антигенами, кото�
рые стимулируют образование нейтрализующих
антител и становятся важными мишенями для
цитотоксических лимфоцитов.

Белок M (мембранный) (~25–30 кДа) содер�
жит 3 ТМ�домена [16, 17]. Он имеет небольшой
N�концевой гликозилированный эктодомен и
гораздо более протяжённый С�концевой эндо�
домен, который уходит на 6–8 нм вглубь вирус�
ной частицы [17, 18]. Мембранный протеин оп�
ределяет форму вириона и обеспечивает контакт
между разными структурными белками при его
сборке [16, 19]. Исследования с помощью крио�
электронной томографии (крио�ЭТ) показали,
что М�белок существует в виде димера, может
принимать две разные конформации и способ�
ствует искривлению мембраны, что важно при
формировании дочерних вирионов.

Белок N (нуклеокапсидный) (~46–48 кДа) ас�
социирован с вирусной +РНК, образуя нуклео�
капсид. Этот белок может участвовать в регуля�
ции синтеза РНК вируса и взаимодействует с
белком M при почковании вируса [16]. В N�бел�
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Рис. 1. Строение вириона SARS�CoV�2 и структурные белки. а – Схема вириона с указанием локализации структурных
белков (S, N, M, E) и геномной одноцепочечной +РНК (ssRNA). Обозначения структурных белков: S – шиповидный бе�
лок, E – белок оболочки, M – мембранный белок, N – нуклеокапсидный белок. б – Электрофоретический анализ в SDS�
ПААГ очищенных вирионов. 1 – молекулярные веса белковых маркеров; 2 – мажорные структурные белки (S, его субъ�
единицы S1, S2 после протеолитической активации; N). Адаптировано с разрешением из статьи Yao et al. [9]. Авторское
право Elsevier, 2020. (С цветными вариантами рисунков можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте:
http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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ке предсказано несколько антигенных эпито�
пов; он считается одним из важных антигенов
коронавирусов [20].

Белок E (белок оболочки) (~8–12 кДа) транс�
мембранный белок типа III, который имеет не�
большой N�концевой эктодомен (~16 а.о.), один
ТМ�домен и СТ�домен, включающий
~37–50 а.о. Этот белок сходен по функции с
белком М2 вируса гриппа: он имеет випорино�
вую активность (образует пентамерный ионный
канал в липидной мембране), а также участвует
в сборке вирусных частиц и их отпочковыва�
нии [16]. Три консервативных остатка цистеина
S�ацилированы, что важно для сборки вирио�
нов [21–23]. Белки Е и М влияют на внутрикле�
точный транспорт белка S, его протеолиз и N�
гликозилирование [24].

Белок HE (гемагглютинин�эстераза) входит в
структуру только некоторых β�коронавирусов, в
частности вирусов человека HCoV�OC43 и
HKU1, а также вирусов птиц рода Deltacorona�
virus. Часть HE�белка связывается с нейрамино�
вой кислотой на поверхности клетки хозяина и,
вероятно, способствует начальной адсорбции
вируса мембраной. Эстераза отщепляет аце�
тильные группы от нейраминовой кислоты. Ге�
ны, кодирующие HE�белки коронавирусов,
имеют гомологичные последовательности с ге�
нами, кодирующими гликопротеин гемагглюти�
нин�эстераза�фьюжен (HEF) вируса гриппа C.

Геном SARS�CoV�2 кодирует 16 неструктур�
ных белков (nsp1–nsp16) и 8 вспомогатель�
ных (accessory) белков, вовлечённых в биогенез
новых вирусных частиц [25]. Среди них укажем
РНК�зависимую РНК�полимеразу (RdRp),
обеспечивающую репликацию вирусной РНК;
две протеиназы – PLpro (papain�like cysteine pro�
tease) и 3CLpro/Mpro (chemotrypsin�like pro�
tease/main protease), отвечающие за аутолити�
ческое расщепление вирусных полипротеинов
на функциональные фрагменты.

ЭВОЛЮЦИЯ И ЖИЗНЕННЫЙ ЦИКЛ
КОРОНАВИРУСОВ

Множественные выравнивания нуклеотидных
последовательностей различных коронавирусов
показывают, что наиболее близко родственны�
ми для вируса SARS�CoV�2 могут быть корона�
вирусы, инфицирующие летучую мышь. Однако
заражение человека вирусом летучей мыши на�
прямую представляется маловероятным, по�
скольку его связывание с человеческим рецеп�
тором ACE2 малоэффективно [26]. Вопрос о
промежуточном хозяине при зоонозном заносе
нового коронавируса в человеческую популя�

цию по�прежнему остается спорным [27]. Неко�
торые филогенетические исследования указы�
вают, что промежуточным хозяином могут быть
панголины. Так, показано, что рецептор�связы�
вающий мотив (RBM) шиповидного белка
SARS�CoV�2 может быть получен путем реком�
бинации с вирусом панголина [28, 29].

Беспрецедентный анализ более 200 000 по�
следовательностей полных геномов SARS�CoV�2
показал, что среди множества мутаций «очища�
ющего» отбора (purifying selection) встречаются
несколько мутаций, которые можно объяснить
давлением положительного отбора (positive
selection). Это – замена 614G в шиповидном
белке и несколько замен в нуклеокапсидном
белке (в частности, 203К) [30]. Множественные
замены в N�белке, по�видимому, важны для
адаптации нового вируса SARS�CoV�2 к челове�
ку [30].

Интересны биоинформатические данные
анализа так называемой внутренней неупорядо�
ченности (intrinsic disorder) в N� и M�белках у
разных коронавирусов [31]. Авторы показали,
что SARS�CoV�2 располагает удивительно
«жёсткой» (состоящей из высокоупорядочен�
ных белков) защитной оболочкой. По�видимо�
му, из�за таких характеристик вирион вируса
SARS�CoV�2 очень устойчив в слюне и других
жидкостях организма и во внешней среде [31].

Жизненный цикл коронавирусов начинается с
входа вируса в клетку. Предполагают два воз�
можных пути: (1) слияние вирусной оболочки с
плазматической мембраной клетки (по�видимо�
му, это основной путь); (2) эндоцитоз с последу�
ющим слиянием вирусной оболочки с мембра�
ной эндосомы. В обоих случаях рецепторную
функцию и функцию слияния мембран выпол�
няет белок S.

У вируса гриппа за вход в клетку отвечает ге�
магглютинин, который, как и S�белок корона�
вирусов, является гликопротеином типа I. Гемаг�
глютинин связывается с белками и липидами
клеточной поверхности, несущими сиаловые
кислоты. Известно, что перестройка HA, необ�
ходимая для слияния мембран, запускается в
эндолизосоме клетки при кислом значении рН.
В отличие от вирусов гриппа у бетакоронавиру�
сов слияние мембран происходит при физиоло�
гическом (нейтральном) значении рН. Соответ�
ственно, триггером дестабилизации и пере�
стройки S�белка SARS�CoV�2 должны быть
иные факторы. Отдельные этапы, инициирую�
щие этот процесс, и гипотетический механизм
дестабилизации будут рассмотрены ниже.

Репликация коронавирусной РНК происхо�
дит в специализированных структурах вблизи
ядра, включающих везикулы с двойной мембра�
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ной, в которых при помощи крио�ЭТ визуали�
зованы нити двуспиральной РНК [9, 32]. В зара�
жённой клетке детектированы два типа органи�
зации рибонуклеопротеидных комплексов
(РНП): шарообразные структуры, сгруппиро�
ванные гексагонально по типу «яйца в гнезде»
(один шар в центре, шесть вокруг него), либо в
виде пирамиды из четырех шаров [9]. Статисти�
ческий анализ показал, что гексагональная и
тетраэдральная упаковка соответствуют сфери�
ческим и эллипсоидным вирионам соответ�
ственно. Отдельные шаровидные структуры со�
единены между собой более тонкими нитевид�
ными перемычками. Такой способ упаковки
при сохранении высокой стерической гибкости
позволяет включить необычайно большой ге�
ном коронавируса во внутренний объём вирио�
на диаметром 80–100 нм [9, 32].

Синтез N�белка и растворимых неструктур�
ных белков коронавирусов происходит в цито�
плазме, а синтез мембранных белков – на мемб�
ранах эндоплазматического ретикулума. Соб�
ранные в люменальных цистернах тримеры S�
белка, по всей видимости, участвуют в организа�
ции сайтов баддинга в промежуточном компарт�
менте эндоплазматического ретикулума и аппа�
рата Гольджи (ERGIC) [32]. Дочерние вирионы
отпочковываются от цистерн ERGIC и далее
попадают во внеклеточную среду путём экзоци�
тоза.

Распознавание рецепторов является первым
этапом вирусной инфекции и ключевой детер�
минантой тропизма клеток и тканей хозяина.
Основным рецептором для SARS�CoV�2, как и
для близко родственного вируса SARS�CoV, яв�
ляется белок ACE2 (angiotensin converting
enzyme 2); также в русскоязычной литературе
используется термин АПФ2 (ангиотензинпре�
вращающий фермент 2). АПФ2 – трансмемб�
ранный белок типа I, фермент дипептидилкар�
боксипептидаза (КФ:3.4.17.23), который содер�
жит около 805 а.о. и включает один цинк�связы�
вающий домен [33]. Полноразмерная молекула
ACE2 включает N�концевой пептидазный до�
мен и C�концевой коллектрино�подобный до�
мен, содержащий α�спиральный ТМ�домен и
СТ�домен (~40 а.о.).

Показано, что SARS�CoV�2 связывается с
ACE2 с 10–20�кратной аффинностью по сравне�
нию с SARS�CoV [11, 34]. Рецепторную функ�
цию для коронавирусов выполняет пептидаз�
ный домен, но пептидазная активность для это�
го не нужна [33]. ACE2 преимущественно
экспрессируется в лёгких, сердце, почках, яич�
ках и желудочно�кишечном тракте. В лёгких мо�
лекулы ACE2 найдены в клетках альвеолярного
эпителия типа II, они также присутствуют в

эпителии бронхов и экспрессируются в эндоте�
лии сосудов. На основании доступной структур�
ной информации было постулировано, что два
аллеля ACE2 rs73635825 (S19P) и rs143936283
(E329G) могут придавать устойчивость к инфек�
ции SARS�CoV�2 [35].

Физиологическая функция ACE2 заключается
в преобразовании ангиотензина I в ангиотензин
(1�9) и ангиотензина II в ангиотензин (1�7). Ан�
гиотензин (1�9) связывается с рецептором Mas,
что приводит к расширению сосудов и противо�
воспалительному эффекту. Это действие проти�
воположно действию АСЕ, который превращает
ангиотензин I в ангиотензин II. Ангиотензин II
вызывает сужение сосудов и провоспалитель�
ные эффекты через рецептор ангиотензина II
первого типа [33]. Можно предположить, что
связывание вирусом молекул ACE2 будет сдви�
гать равновесие в сторону накопления ангио�
тензина II и, соответственно, сужения сосудов и
развития воспалительных реакций. Данные
процессы могут способствовать развитию тром�
бозов, хотя точный механизм образования
тромбов в сосудах до сих пор неясен.

СТРУКТУРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
ШИПОВИДНОГО БЕЛКА SARS�CoV�2

S�белок SARS�CoV�2 формирует гомотриме�
ры по поверхности вирионов (рис. 2, a–в). Мо�
номер содержит 1273 а.о. (UniProt ID P0DTC2).
После протеолитического отщепления сигналь�
ного пептида (SP) белок включает две функцио�
нальные субъединицы, S1 (а.о. 13–685) и S2
(а.о. 686–1273).

Дистальная субъединица S1 способствует ста�
билизации префузионного (pre�fusion, «до слия�
ния») состояния S2�субъединицы, заякоренной в
мембрану вириона. В то время как S1 отвечает за
рецепцию, S2 отвечает за слияние. Субъединица
S1 содержит N�концевой домен (NTD) и С�кон�
цевой домен (CTD, он же рецептор�связываю�
щий домен, RBD, а.о. 319–541). NTD имеет то�
пологию галектинов человека – галактозосвя�
зывающих лектинов [29]. RBD содержит две под�
области: основную структуру (5�цепочечный
антипараллельный β�лист) и собственно
RBM (а.о. 437–508), который определяет специ�
фичность связывания. Показано, что мотив
(Gly�Val�Glu�Gly) в составе RBM (а.о. 482–485)
обеспечивает более эффективный контакт
RBD�домена SARS�CoV�2 с ACE2 по сравнению
с вирусом SARS�CoV [37].

Сайты активации S�белка клеточными проте�
азами. Для обеспечения функции входа в клетку
S�белок должен быть активирован – расщеплён

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

968



COVID�19: МИФЫ И РЕАЛЬНОСТЬ

протеазами на две субъединицы, S1 и S2, кото�
рые в случае коронавирусов остаются нековалент�
но связанными. Наиболее заметная вариация,
отличающая аминокислотную последователь�
ность S�белка вируса SARS�CoV�2 от шиповид�
ного белка его «предшественника» (коронави�
руса летучих мышей BetaCoV/RaTG13/2013), а
также от вируса SARS�CoV, возникает из�за
вставки дополнительных положительно заря�
женных аминокислотных остатков в сайт S1/S2
(рис. 2, г) [12, 29, 36]. Вместо одиночного остат�
ка аргинина появляется сайт «(682)R�R�A�
R(685)↓», удобный для распознавания фурино�
подобными протеазами, локализованными в ап�
парате Гольджи клетки [12, 36]. Гидролиз фури�
ном происходит в процессе биосинтеза белка в
клетке, и, таким образом, дочерние вирионы
SARS�CoV�2 получают пред�активированный
S�белок (но часть молекул в составе вириона
могут остаться нерасщеплёнными – неактивны�

ми, что видно по данным электрофоретического
анализа, рис. 1, б). Это свойство значительно
повышает патогенный потенциал вируса, кото�
рый приобретает способность инфицировать
разные типы клеток в организме, помимо эпи�
телия верхних дыхательных путей, где присут�
ствует много экстраклеточных трипсин�подоб�
ных протеаз.

Поскольку фурин в больших количествах
экспрессируется в лёгких, оболочечные вирусы,
инфицирующие дыхательные пути, могут ус�
пешно использовать эту конвертазу для актива�
ции своего поверхностного гликопротеина. Фу�
риновый сайт R�X�R/K�R ранее обнаружен
между субъединицами HA1 и HA2 высокопато�
генных штаммов вируса гриппа А птиц и челове�
ка подтипов Н5 и Н7 [38]. Полиосновные сайты
протеолиза также найдены в поверхностных
гликопротеинах некоторых вирусов семейства
Paramyxoviridae, инфицирующих человека (ви�
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Рис. 2. Структура шиповидного белка S. а – Схема вириона с «шипами» S�белка; б – схема гомотримерного шипа, заяко�
ренного в мембрану вириона; в – 3D�структура шипа в «закрытой» конформации по данным крио�
ЭМ (PDB ID 6VXX [12]); г – схема мономера S�белка с указанием функциональных доменов и сайтов протеолитической
активации. S1 и S2 – субъединицы S�белка; S1/S2 – фуриновый сайт расщепления; SP – сигнальный пептид; NTD – N�
концевой домен; RBD – рецептор�связывающий домен; FP – пептид слияния; IFP – «внутренний» пептид слияния, по�
являющийся после расщепления S2�субъединицы в сайте S2′ [36]; HR1 и HR2 (Heptad Repeats 1 и 2) – специализирован�
ные повторы в аминокислотной последовательности; TM – трансмембранный домен; CT – цитоплазматический домен.
Схема создана с использованием шаблона BioRender.com
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рус кори, паротита, респираторный синцити�
альный вирус (RSV)), патогенного штамма ви�
руса болезни Ньюкасла (NDV); вирусов Эболы и
Марбург; вируса желтой лихорадки; HIV�1 и ря�
да опасных для человека вирусов из семейства
Herpesviridae [38, 39].

У всех коронавирусов S�белок после связы�
вания с рецептором ACE2 расщепляется на
внутреннем участке S2′, расположенном непо�
средственно перед последовательностью «S�F�I�
E�D�L�L�F» – «внутренним» пептидом слияния
[29, 36] (рис. 2, г). Расщепление в сайте S2′ явля�
ется сигналом для необратимых конформаци�
онных изменений S�белка, промотирующих
процесс слияния мембран. Протеолитическое
расщепление осуществляет главным образом се�
риновая мембранная протеиназа TMPRSS2
(transmembrane serine protease 2). Помимо
TMPRSS2, S�белок вируса SARS�CoV�2 может
быть активирован и другими клеточными про�
теазами, в том числе катепсинами B и L (эндо�
сомальными цистеиновыми протеазами), фури�
ном, эластазой. Тем не менее считают, что толь�
ко активность TMPRSS2 абсолютно необходима
для распространения вируса SARS�CoV�2. Ранее
была отмечена важная роль протеазы TMPRSS2
в патогенезе вируса гриппа А [40].

Посттрансляционные модификации. Поверх�
ность гомотримерного шипа интенсивно глико�
зилирована [9, 11, 12, 41–43]. В молекуле S�бел�
ка SARS�CoV�2 картированы 22 сайта N�глико�
зилирования (66 сайтов в гомотримере), несу�
щие протяжённые углеводные цепочки, и 2 сай�
та O�гликозилирования (T323/S325), которые
оказались на 99% немодифицированными в
природном белке [41, 42]. Состав сахаров в угле�
водных цепочках, связанных с N� и О�сайтами
гликозилирования, определён с помощью масс�
спектрометрического анализа (LC�MS/MS) [9,
43]. Он варьирует в зависимости от типа клеток,
где выращивали вирус, а также может разли�
чаться у природного и рекомбинантного бел�
ков [9]. Разветвлённость цепочек оказалась даже
более высокой, чем было предсказано первона�
чально [12]. Пять N�связанных гликанов экспо�
нированы в среду даже в постфузионной кон�
формации шипа, которая не играет значитель�
ную роль в «ускользании» вируса от иммунитета
хозяина [44].

Помимо обильного гликозилирования, вли�
яющего на антигенные характеристики, S�белок
содержит липидную модификацию, которая
вовлечена в процессы слияния мембран и сбор�
ки вирионов – пальмитоилирование (S�ацили�
рование) консервативных остатков цистеина ос�
татками высших жирных кислот. Мономер S�
белка вируса SARS�CoV�2 содержит кластер из

10 ацилированных остатков цистеина (30 остат�
ков в гомотримере) в составе внутривирионного
сегмента, включающего 39 а.о. [21] (рис. 3, а).
Обнаружено, что остатки жирных кислот стаби�
лизируют S�белок. Кроме того, они организуют
домены со специфическим «рафтовым» соста�
вом липидов, богатым сфингомиелинами и хо�
лестерином, уже в компартменте ERGIC, где
происходит созревание дочерних вирионов.
В незаражённой клетке этот компартмент не со�
держит высоких концентраций холестери�
на [21]. Замена остатков цистеина в СТ�домене
на остатки аланина приводит к драматическому
изменению характеристик S�белка и снижению
инфекционности вирусных частиц [21]. Наибо�
лее функционально значимыми оказались два
остатка цистеина, ближайшие к липидной
мембране. Предполагают, что их модификация
облегчает навешивание остатков жирных кис�
лот на удалённые от мембраны С�концевые ос�
татки цистеина, поскольку её выполняет встро�
енный в мембрану фермент из семейства
ZDHHC�ацилтрансфераз [21]. Эта липидная
модификация характерна и для других корона�
вирусов (число сайтов S�ацилирования варьиру�
ет от 6 до 10). Есть данные о том, что модифика�
ция жирными кислотами необходима для фор�
мирования полноценных вирионов [21, 45, 46].

Ранее показано, что делеция всех трёх сайтов
ацилирования HA вируса гриппа А подавляет
репродукцию вируса, а удаление одного или
двух сайтов, ближайших к С�концу молекулы,
приводит к его аттенуации [48]. Нашей группой
с помощью МАЛДИ�времяпролётной масс�
спектрометрии было показано, что гемагглюти�
нины трех типов вируса гриппа (А, В и С), а так�
же гликопротеины ряда других оболочечных ви�
русов дифференциально S�ацилированы двумя
типами высших жирных кислот: остаток стеара�
та (С18:0) может присоединяться только к ос�
татку цистеина, расположенному на границе
ТМ� и СТ�доменов, в то время как остатки цис�
теина в СТ�домене связывают исключительно
остатки пальмитатов (С16:0) [49–52] (рис. 3, б).
Сохраняется ли такая закономерность в случае
S�белка коронавирусов, еще предстоит опреде�
лить.

3D�структура «шипа» и его взаимодействие с
рецептором ACE2. На конец марта 2021 г. в базе
данных PDB представлено более ста PDB�entries
3D�структур S�белка SARS�CoV�2. Среди них –
структуры водорастворимого эктодомена, сво�
бодного и в комплексе с рецептором ACE2;
структуры полноразмерного рекомбинантного
белка, а также структуры «шипов» на поверх�
ности вирионов. Детектированы несколько ва�
риантов 3D�структур префузионной конформа�
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ции и одна постфузионная (post�fusion, «после
слияния»). Для стабилизации префузионной
структуры изолированного S�белка в S2�субъ�
единицу после последовательности HR1 вводят
два остатка пролина в позициях 986 и 987, уда�
ляют полиосновный сайт расщепления фури�
ном, а последовательности ТМ� и СТ�доменов
заменяют на искусственный домен (foldon,
trimerization domain) [11, 53].

Ключевой особенностью 3D�структуры эк�
тодомена S�белка в префузионной конформа�
ции является подвижность его RBD�домена, что
даёт возможность переключаться между «закры�
той» конформацией шипа (RBD в положении
«лежа»), имеющей значение для ускользания от
нейтрализующих антител [54], и «открытой»
конформацией (один RBD в положении «стоя»),
инициирующей связывание с молекулой ACE2,
каскад перестроек S�белка и, в конечном итоге,
слияние мембран. Разнообразие детектирован�
ных префузионных структур особенно велико в
работе, в которой анализировали смесь эктодо�
мена S�белка и водорастворимого фрагмента
ACE2 [55]. Были описаны 9 различных конфор�
маций гомотримерного шипа с RBD�доменами
в разных положениях (до и после связывания с
рецептором ACE2), в том числе представлен эк�
тодомен S�белка с двумя открытыми/одним зак�
рытым RBD, хотя доля таких структур была не�
высокой [55], а также детектирована S1�субъ�
единица в комплексе с ACE2.

Предложена следующая гипотетическая схе�
ма взаимодействия гомотримерного шипа S�
белка на поверхности вириона с клеточными ре�
цепторами. Для инициации связывания хотя бы

один из RBD должен находиться в положе�
нии «стоя». Такой RBD может связаться с пеп�
тидазным доменом молекулы ACE2. Это связы�
вание инициирует «открывание» RBD соседнего
мономера, его связывание со вторым ACE2�ре�
цептором, а затем третьего RBD с третьим ре�
цептором. Последовательные стадии связыва�
ния RBD�доменов каждого из трех мономеров
шипа S�белка с пептидазными доменами моле�
кул ACE2 приводят в конечном итоге к «сбрасы�
ванию» субъединиц S1, «раскрыванию» гомо�
тримерного комплекса и экспозиции сайтов S2′
в составе S2�субъединиц, до этого спрятанных в
глубине шипа. Таким образом, появляется дос�
туп для мембранной протеазы TMPRSS2, кото�
рая расщепляет полипептидную цепь по этому
сайту [55] и, как результат, высвобождается
«внутренний» пептид слияния (рис. 2, г).

Последующий структурный переход префу�
зионной формы в постфузионную приводит к
суперпозиции пептида слияния и ТМ�домена на
одном конце длинной структуры, центрирован�
ной вокруг трехспирального пучка [44]. Подроб�
но механизм слияния мембран при инфициро�
вании клеток SARS�CoV�2 пока не изучен, но по
аналогии с другими вирусами, использующими
для входа в клетку фузионные белки I�типа,
можно предположить, что при встраивании
пептидов слияния в мембрану�мишень образу�
ется мембранная пора, которая последовательно
расширяется и пропускает вирусный нуклео�
капсид в цитоплазму клетки [56].

Корецепторы и антагонисты. Обнаружены и
другие связывающие детерминанты для глико�
протеина S на поверхности клетки, которые мо�
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Рис. 3. Липидная модификация высшими жирными кислотами S�белка SARS�CoV�2 (а) и гемагглютининов вируса грип�
па А, В и С (б). HA – гемагглютинин; HEF – гемагглютинин�эстераза�фьюжен. Остатки ковалентно связанных остатков
жирных кислот изображены как черные (пальмитаты, С16:0) либо красные (стеараты, С18:0) зигзагообразные линии для
одного мономера гомотримерного шипа. Стрелками указаны два остатка жирных кислот, которые гипотетически могут
связывать стеараты. Соотношения размеров HA и S приблизительно соблюдены (высота шипа S ~25 нм [32]; высота ши�
па HA ~13,5 нм [47])
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гут способствовать разработке эффективной
противовирусной терапии. Показано, что S�бе�
лок вируса SARS�CoV�2 взаимодействует с гепа�
рансульфатом посредством RBD, что способ�
ствует образованию «открытой» конформации
шипа и, таким образом, усиливает его связыва�
ние с ACE2 [57]. Гепарансульфат можно позици�
онировать в качестве корецептора («host attach�
ment factor»). Такой эффект не наблюдался в
случае других коронавирусов человека – SARS�
CoV�1 и MERS�CoV [57].

Антагонистом рецепции SARS�CoV�2 на
клеточной мембране, как недавно было обнару�
жено, является незаменимая линолевая кисло�
та (linoleic acid, С18:2) [58]. С помощью крио�
электронной микроскопии (крио�ЭМ) показано,
что RBD�домены акцептируют свободную ли�
нолевую кислоту в трех композитных связываю�
щих карманах. Примечательно, что в S�белке,
связавшем линолевую кислоту, RBM упорядо�
чен и спрятан на границе раздела между тремя
RBD�доменами, тогда как в ранее описанных
крио�ЭМ�структурах, в том числе в комплексе
S�белка с ACE2, он неупорядочен [11, 12]. Свя�
зывание линолевой кислоты стабилизирует
«закрытую» конформацию S�белка, что приво�
дит к снижению взаимодействия вируса с ре�

цептором ACE2 in vitro [58]. Интересно, что в
клетках человека добавка линолевой кислоты
синергирует с препаратом ремдезивир [58].

Топография шипов на поверхности вирионов.
Формы шипов в конформациях до и после сли�
яния существенно различаются, что облегчает
их распознавание на поверхности вирионов да�
же при не очень высоком разрешении крио�
ЭМ (рис. 4). В то время как в префузионном
состоянии шип имеет форму «цепа» (flail, пере�
вернутой пирамиды) (рис. 4, а), в постфузион�
ном состоянии он более узкий и имеет форму
иглы (рис. 4, б).

Вирионы несут в среднем 24 ± 9 тримеров S�
белка [10] (по другим оценкам: ~40 триме�
ров [41] и ~5–60 тримеров [9]). Приблизительно
97% «шипов» на поверхности вирионов, фикси�
рованных формалином (насыщенным раство�
ром формальдегида, сшивающего белки), нахо�
дились в конформации «пре�фьюжен», а 3% – в
конформации «пост�фьюжен» [10]. Эти кон�
формации не образовывали кластеры, а были
распределены равномерно на поверхности ви�
рионов. Интересно, что после концентрирова�
ния вирусных частиц по стандартному протоко�
лу с применением ультрацентрифугирования на
их поверхности детектировали шипы только в
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Рис. 4. Крио�ЭМ структуры гомотримерного шипа S�белка на поверхности вирионов SARS�CoV�2. а – Префузионная
конформация: 1 и 2 – «закрытая» («цеп»; три RBD в положении «лежа»); 3 и 4 – «открытая» (один RBD в положении
«стоя», два других – в положении «лежа»); показаны проекции сбоку (1, 3) и сверху (2, 4); б – постфузионная конформа�
ция («игла»); в – схематичное изображение наклоненного шипа за счёт шарниров в тонком стебле (черные кружки) [41].
Размеры и масштабный штрих указаны согласно опубликованным ранее работам [9, 16, 41]. Адаптировано с разрешени�
ем из статьи Yao et al. [9]. Авторское право Elsevier, 2020
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закрытой префузионной конформации, но если
содержащую вирус среду только осветляли при
помощи низкоскоростного центрифугирова�
ния, то встречалась и закрытая, и открытая кон�
формации [10]. Вероятно, хрупкая открытая
конформация не выдерживает процедуры ультра�
центрифугирования и разрушается.

При инактивации вирионов β�пропиолакто�
ном, связывающим нуклеиновую кислоту виру�
са, ситуация кардинально отличалась от опи�
санной выше: доля шипов в префузионной кон�
формации составляла всего 24% против 76% в
конформации «пост�фьюжен» [59]. Вирионы,
несущие на своей поверхности большое количе�
ство шипов в постфузионной конформации,
значительно ослаблены в плане возможности
проникновения в клетку. Находясь в составе
инактивированных вакцин, такие вирионы,
скорее всего, будут инициировать выработку так
называемых не�нейтрализующих, либо субнейт�
рализующих антител [60], не способных нейтра�
лизовать живой вирус. При наихудшем сцена�
рии такие антитела могут способствовать разви�
тию феномена антителозависимого усиления
инфекции (АЗУИ; в английской аббревиатуре –
ADE, antibody dependent enhancement) при по�
падании нативного вируса в организм [59].

Крио�ЭТ�анализ показал, что большинство
шипов S�белка находятся под углом к мембране
вириона (в среднем угол составлял ~50° относи�
тельно нормали к поверхности; иногда достигал
90°) [10, 41] (рис. 4 в). Такие наклоны во всех
направлениях могут обеспечиваться нескольки�
ми достаточно гибкими шарнирами в области
длинного (9–11 нм) и тонкого стебля шипа [41].
Высокая подвижность шипа должна помогать
вирусной частице «сканировать» поверхность
клетки�хозяина для поиска наиболее «подходя�
щих» участков для прикрепления. Для сравне�
ния ножка шипа HA вируса гриппа гораздо ко�
роче (1,8–2 нм [47]). Подвижность шипа HA бы�
ла отмечена ранее [61, 62], но она менее выраже�
на по сравнению с шипом SARS�CoV�2.

Мутационная изменчивость S�белка. Возник�
новение новых генетических линий и вариан�
тов вызывает наибольшее беспокойство, осо�
бенно при производстве вакцин, нацеленных
на выработку иммунитета к определенной ан�
тигенной детерминанте S�белка. Так, мута�
ция D614G, присутствующая во всех генетичес�
ких линиях SARS�CoV�2 [63] и приводящая к
исчезновению солевого мостика с остат�
ком K854 [10], ведёт к увеличению скорости
репродукции вируса и заразности (увеличению
показателя R0 – basic reproduction number) что,
вероятно, и привело к возникновению панде�
мии [63–65]. Мутация N501Y в эпитопе S�белка

привела к возникновению новых генетических
вариантов вируса с увеличенным сродством
к ACE2. На момент написания обзора таких ге�
нетических вариантов (variants of concern), вы�
зывающих серьезное беспокойство по поводу
повышенной инфекционности и тяжести тече�
ния заболевания, зафиксировано несколько.
Основные: (1) 202012/01 или 501Y.V1, так назы�
ваемый «британский» вариант, на 50% более
инфекционный; (2) 501Y.V2 – Южно�Африкан�
ский вариант, виновный в уменьшении эффек�
тивности вакцин; (3) 501Y.V3 – Бразильский ва�
риант, имеющий профиль мутаций, близкий к
Южно�Африканскому варианту. Генетическая
линия B.1.351, к которой относится вариант
501Y.V2, помимо мутации N501Y, несёт также
мутации E484K и K417N. Все три мутации рас�
положены в RBD [66]; а N501Y и E484K – в об�
ласти RBM и потенциально могут влиять на
сродство вируса к ACE2�рецептору. Важной в
контексте инфекционности вируса может быть
мутация P681H линии B.1.1.7, непосредственно
примыкающая к участку расщепления молеку�
лы S�белка фурином (https://virological.org/t/
preliminary�genomic�characterisation�of�an�emergent�
sars�cov�2�lineage�in�the�uk�defined�by�a�novel�
set�of�spike�mutations/563). Проводятся иссле�
дования для понимания взаимосвязи возникаю�
щих мутаций с эффективностью вакцин. В част�
ности, показано, что группа мутаций E484K + 
+ N501Y + D614G не понижает существенно
способность антител, продуцируемых в резуль�
тате действия вакцины BTN162b2, нейтрализо�
вать вирус [67].

Подробный треккер вновь появляющихся
мутаций и генетических вариантов SARS�CoV�2,
по результатам многочисленных данных, пред�
ставлен на сайте «The NY Times» (https://www.
nytimes.com/interactive/2021/health/coronavirus�
variant�tracker.html), а также в глобальной базе
филогенетических данных GISAID (www.
gisaid.org). Анализ частоты быстроменяющихся
вариантов позволяет сделать предположение,
что вирус SARS�CoV�2 в недалёком будущем
может приблизиться по разнообразию к сезон�
ному гриппу, что не может не отразиться на
стратегии производства вакцин в сторону пре�
обладания поливалентных.

ПАТОГЕНЕЗ COVID�19

Развитие COVID�19 у инфицированного че�
ловека можно разделить на три стадии [68]. Ста�
дия I характеризуется первичным связыванием
вируса с ACE2�рецепторами клеток респиратор�
ного эпителия в верхних дыхательных путях,

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

973



КОРДЮКОВА и др.

участием протеазы TMPRSS2 в праймировании
S�белка; на этой стадии вирус может быть обна�
ружен с помощью ПЦР�теста в назальных смы�
вах; детектируется низкая вирусная нагрузка и
слабый иммунный ответ. Стадия II характеризу�
ется высвобождением провоспалительных ци�
токинов, интерферонов (IFN) β, γ, эпителиаль�
ными клетками. Во время стадии III отмечаются
гипервоспаление, высокая вирусная нагрузка;
вирус достигает альвеол в лёгких, наблюдается
апоптоз эпителиальных клеток и в конечном
итоге развивается острый респираторный ди�
стресс�синдром (ОРДС) (acute respiratory distress
syndrome, ARDS), который характеризуется сис�
темной дисфункцией органов [68]. Наблюдается
снижение лимфоцитов в периферической кро�
ви – лимфопения [69].

Накопление фактических данных свидетель�
ствует о том, что несбалансированная и неконт�
ролируемая реакция врожденного иммунитета
лежит в основе прогрессирования COVID�19.
Эндотелий легочных капилляров после его ак�
тивации начинает экспрессировать цитокины и
молекулы сосудистой адгезии, которые могут
усилить цитокиновый шторм и способствовать
тромбозу сосудов. Среди провоспалительных
цитокинов, гиперпродукция которых может
привести к дисфункции эндотелия, следует упо�
мянуть интерлейкин 6 (IL�6) и фактор некроза
опухоли (TNF) [1]. IL�6 способствует повыше�
нию проницаемости сосудов и секреции про�
воспалительных цитокинов самими эндотели�
альными клетками, тем самым усиливая высво�
бождение цитокинов [1].

В тяжёлых случаях COVID�19 массивная эн�
дотелиальная дисфункция, обширная коагуло�
патия и тромбоз, вызванный системой компле�
мента, могут привести к развитию системной
микроангиопатии и тромбоэмболии; эти ослож�
нения опасны для жизни и в конечном итоге мо�
гут привести к полиорганной недостаточности,
включая миокардиты, сердечную недостаточ�
ность, отёки лёгочной ткани, гипоксию и пора�
жения почек [1]. Нарушение функции почек
связано со значительно повышенным риском
смерти у тяжелобольных пациентов [1]. Проте�
канию COVID�19 с осложнениями могут способ�
ствовать такие заболевания, как диабет и хрони�
ческая обструктивная болезнь лёгких (ХОБЛ),
при которой наблюдается повышенная экспрес�
сия рецепторов ACE2 [68]. Факторами риска
считают пожилой возраст и гиповитами�
ноз D [70]. Работы на мышах указывают на гор�
монально�модулированную повышенную экс�
прессию ACE2 у самцов [70], что может указы�
вать на возможность более тяжёлого течения
COVID�19 у мужчин.

Центральная парадигма иммунитета заклю�
чается в том, что опосредованные интерферона�
ми противовирусные реакции предшествуют
провоспалительным, оптимизируя защиту хозя�
ина и сводя к минимуму коллатеральные по�
вреждения [71]. По�видимому, для COVID�19
эта парадигма неприменима. Исследуя времен�
ные паттерны IFN и воспалительных цитокинов
у 32 пациентов c COVID�19 средней и тяжёлой
степени, госпитализированных по поводу пнев�
монии и наблюдаемых в связи с развитием ды�
хательной недостаточности, авторы обнаружи�
ли, что уровни IFN�λ и IFN типа I одновремен�
но снижались, а их подъём откладывался и при
этом индуцировался только у части пациентов,
когда состояние больных становилось крити�
ческим. Напротив, провоспалительные цитоки�
ны, такие как TNF, IL�6 и IL�8, продуцирова�
лись раньше интерферонов у всех пациентов и
сохранялись в течение длительного времени.
Более высокие концентрации IFN�λ у пациен�
тов с COVID�19 коррелировали с более низкой
вирусной нагрузкой в бронхиальных аспиратах
и более быстрым вирусным клиренсом. Для
сравнения у 16 больных гриппом, госпитализи�
рованных по поводу пневмонии со сходными
клинико�патологическими характеристиками,
как у пациентов с COVID�19, и у 24 не госпита�
лизированных пациентов, имеющих более лёг�
кие симптомы гриппа, IFN�λ и IFN I�типа были
достоверно индуцированы ранее на более высо�
ких уровнях и независимо от тяжести заболева�
ния, в то время как провоспалительные цитоки�
ны вырабатывались только в острой стадии. Из�
мененные цитокиновые паттерны у пациентов с
COVID�19 коррелировали с более длительной
госпитализацией и более высокой частотой тя�
жёлого заболевания и смертности по сравнению
с гриппом. Эти данные указывают на разбалан�
сированный противовирусный ответ у больных
COVID�19, способствующий длительному при�
сутствию вируса в организме, гипервоспалению
и дыхательной недостаточности [72].

Целый спектр тяжёлых патологических со�
стояний, таких как двусторонняя пневмония,
поражения сердца и печени был ранее описан
для вспышек заболевания гриппом A/H5N1
и A/H7N9 и во время пандемии A/H1N1 в
2009 году [14]. Новые данные указывают на то,
что дисфункция эндотелия, индуцированная
инфекцией SARS�CoV�2, отличается от воздей�
ствия вируса гриппа А/H1N1 пандемических
штаммов 2009 года. В случае COVID�19 развива�
ется пироптоз, приводящий к гибели эндотели�
альных клеток и способствующий усилению
провоспалительных стимулов и тромбогенных
событий [73]. Очевидно, что клиническая кар�
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тина тяжёлых форм гриппа отличается от разви�
тия тяжёлого COVID�19 (хотя прослеживаются
некоторые параллели, такие, как запуск цитоки�
нового шторма). При сезонном гриппе тяжёлых
дисфункций иммунитета, как правило, не на�
блюдается.

Морфометрические исследования показали,
что стенки лёгочных артерий у больных COVID�19
в два раза толще (а просвет сосудов, соответ�
ственно, тоньше), чем у больных пандемичес�
ким штаммом вируса гриппа H1N1 2009 года
[74]. Появляются данные, что именно S�белок
может запускать сигнальные каскады, разруша�
юще действующие на клетки [74], и способство�
вать развитию тяжёлого патологического состо�
яния, называемого «гипертонией лёгочных ар�
терий» (pulmonary arterial hypertension) [75].
Учитывая, что S�белок SARS�CoV�2 является
основным антигенным компонентом вакцин,
крайне важно, по мнению авторов, провести
дальнейшие эксперименты для изучения его
возможного воздействия на клетки лёгочных ар�
терий и других тканей/органов, таких как сис�
темные сосуды, сердце и мозг [75].

ТЕРАПИЯ COVID�19

Потенциальные антивирусные препараты и те�
рапевтические антитела. Антивирусные препара�
ты, направленные на подавление других вирус�
ных инфекций, гипотетически могут быть пе�
репрофилированы для борьбы с COVID�
19 [76, 77]. Ключевыми белковыми компонента�
ми SARS�CoV�2, по отношению к которым бы�
ли предприняты попытки подобрать антивирус�
ный препарат, являются S�белок, РНК�зависи�
мая РНК�полимераза (RdRp) и вирусная проте�
аза Mpro. Наиболее известен препарат ремдеси�
вир (Remdesivir) – синтетический аналог адено�
зина, который связывается с RdRp, блокируя
синтез вирусной РНК [78]. Препарат производ�
ства компании «Gilead Sciences» (США) не по�
казал каких�либо заметных отклонений от пла�
цебо при лечении болезни средней и тяжёлой
степени [79], однако есть данные, подтверждаю�
щие, что применение ремдесивира способствует
улучшению на ранних стадиях COVID�19; пре�
парат разрешён для экстренного применения в
50 странах (https://www.covid19treatmentguidelines.
nih.gov/therapeutic�management/).

Препараты камистад мезилат (Camostat
mesylate) [80] и нафамистад (Nafamostat) [81]
ингибируют мембранную протеазу TMPRSS2.
Сходный потенциал воздействия на протеазы
имеют коммерчески доступные препараты та�
лампициллин, лурасидон, рубитек, лопразолам

(Talampicillin, Lurasidone, Rubitecan, Loprazolam)
[82]; триазавирин (Triazavirin) обладает проти�
вовирусной активностью, подавляет Mpro
[83–85]. Изучается воздействие на SARS�CoV�2
препаратов, заявленных как противовирусные
(Favipiravir, Ivermectin, Ribavirin) [64]; другие
средства, на которые ранее возлагались надеж�
ды (Lopinavir, Ritonavir, Hydroxychloroquine), в
настоящий момент считаются неэффективными
и ушли из рассмотрения.

Авторы ряда фундаментальных исследований
предлагают перспективные антивирусные стра�
тегии, которые пока позиционируются как идеи.
Так, с целью подавления слияния вирусной и
клеточной мембран предлагают использовать
синтетический липопептид с аминокислотной
последовательностью HR2�домена, который
блокирует конформационную перестройку S�
белка [86]; нокдаун ацилтрансферазы ZDHHC20,
ацилирующей S�белок, должен уменьшать ре�
продукцию вирусных частиц и их инфекцион�
ность [21]. Для ограничения инфекции назнача�
ют препараты интерферонов типа I; также с
целью снижения возможных побочных эффек�
тов от их прямого введения предложена страте�
гия активации так называемых интерферон�
стимулируемых генов (interferon stimulated
genes, ISGs), кодирующих, в частности, IFITM
(IFN�induced transmembrane proteins) или
CH25H (сholesterol 25�hydroxylase) [87].

Новые терапевтические возможности от�
крывает факт ингибирования связывания S�бел�
ка с ACE2 экзогенным гепарином и его произ�
водными, не являющимися антикоагулянта�
ми [57]. Антагонисты связывания вируса с гепа�
рансульфатом на поверхности клетки предлага�
ется использовать в комбинированной противо�
вирусной терапии [57, 88, 89].

Нейтрализующие антитела были одними из
первых противовирусных средств, использован�
ных во время пандемии COVID�19 [12, 90, 91].
Моноклональные антитела, выделенные от выз�
доравливающего пациента, проявили нейтрали�
зующие способности, блокируя контакт между
RBD S�белка и клеточным рецептором ACE2
[91]. Недостатком терапии антителами может
быть возникновение мутаций в RBD [92]. Ис�
пользование взаимодополняющих антител, уз�
нающих разные эпитопы RBD, повышает бло�
кирующий эффект при клиническом примене�
нии и минимизирует ускользание вируса от им�
мунного ответа [91].

Купирование патогенетических процессов.
Спустя год от начала пандемии можно конста�
тировать, что большинство противовирусных
препаратов пока не смогли улучшить клиничес�
кие исходы при тяжёлом COVID�19; напротив,

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

975



КОРДЮКОВА и др.

терапевтические вмешательства, нацеленные на
патологические реакции организма пациента,
включающие гипериммунный ответ, активацию
комплемента и системный тромбоз, оказались
более перспективными [1]. Некоторые препара�
ты используются в клинической практике в Рос�
сии.

Дексаметазон (Dexamethasone) – синтетичес�
кий глюкокортикостероидный препарат, ис�
пользуемый для лечения ревматических заболе�
ваний, ряда кожных заболеваний, тяжёлых ал�
лергических состояний, астмы, ХОБЛ, отёка
мозга, а также вместе с антибиотиками при ту�
беркулёзе [2, 64].

Артлегиа (Олокизумаб, Olokizumab) – препа�
рат производства компании «Р�Фарма» (Рос�
сия), моноклональное антитело, непосред�
ственно ингибирующее интерлейкин�6 (IL�6) и
первоначально разработанное компанией «UCB
Pharma» (Бельгия) для терапии ревматоидного
артрита [93].

Противовоспалительные антитела в сочета�
нии с молекулами антикоагулянтов используют
для ограничения коагулопатий и разрушитель�
ной цитокиновой сигнализации, запускаемой
SARS�CoV�2 [94].

ПРИНЦИПЫ
ВАКЦИНОПРОФИЛАКТИКИ

Вакцинопрофилактика на сегодняшний
день является единственной мерой по сдержи�
ванию распространения коронавирусной ин�
фекции. По состоянию на февраль 2021 года в
мире насчитывалось около 289 кандидатных
вакцин против SARS�CoV�2, около 70 из кото�
рых находятся на той или иной стадии клини�
ческих испытаний (https://www.who.int/teams/
blueprint/covid�19). В настоящий момент мы яв�
ляемся свидетелями новой технологической ре�
волюции вакцинопроизводства, которая рас�
пространяется по всему миру [95]. Среди разре�
шенных к применению вакцин против SARS�
CoV�2 есть как традиционные инактивирован�
ные и рекомбинантные, так и инновационные,
ранее не применявшиеся вакцины, основанные
на доставке генетического материала, кодирую�
щего целевой антиген [53]. Принцип использо�
вания ДНК или РНК в качестве вакцин копиру�
ет естественный процесс транскрипции, транс�
ляции и экспрессии протеинов клетки.

Вакцины на основе РНК. За годы исследова�
ний по созданию эффективной РНК�вакцины
были опробованы различные варианты РНК,
сохраняющие при этом структуру из нескольких
базовых элементов, которые также присутству�

ют во внутриклеточной мРНК: КЭП�структу�
ра (7�methyl guanosine); 5′�UTR; участок, коди�
рующий целевой белок (в случае COVID�19 – S�
белок вируса SARS�CoV�2); 3′�UTR и участок
полиаденирования. С момента попадания РНК�
вакцины в клетки организма и до формирова�
ния иммунного ответа происходит множество
сигнальных каскадов и событий, которые мож�
но разделить на три типа, каждый из которых
требует определенного подхода и решений по
его успешной реализации: (1) доставка РНК в
клетки и преодоление клеточного барьера,
(2) индукция интерферонов или самоадъювант�
ный эффект и (3) процессирование антигенов
для систем комплекса гистосовместимости
классов I и II (MHC�I и MHC�II).

На первом этапе прохождения мРНК через
плазматическую мембрану основную роль игра�
ют системы защиты РНК от деградации РНКа�
зами в межклеточном пространстве и кровото�
ке, а также эффективность самой доставки.
РНК является отрицательно заряженным поли�
анионом и не может пассивно диффундировать
через мембрану. Для преодоления этого барьера
необходим активный транспорт. Для его реали�
зации предложена доставка в виде липоплекса –
комплекса нуклеиновых кислот и липидов, по�
падающего в клетку путем эндоцитоза [96–100].
Липидные составы, которые были протестиро�
ваны на доставку мРНК, обычно состоят из ка�
тионного или ионизируемого липида и липидов
для стабилизации структуры, таких как фосфо�
липиды, холестерин или полиэтиленгликоль�
липид (ПЭГ�липид). Катионные липиды обыч�
но включают для обеспечения образования
комплексов с отрицательно заряженными моле�
кулами мРНК, и их можно разделить в соответ�
ствии с pKa аминогруппы на липиды посто�
янного заряда, такие как DOTMA (1,2�ди�O�ок�
тедеценил�3�триметиламинопропан), DOTAP
(1,2�диолеилокси�3�триметиламинопропан),
DC�холестерин (холестерил�3�бета�карбокси�
амидоэтилен�N�диметиламин) и pH�зависимые
ионизируемые липиды. Последние в условиях
низкого значения рН имеют положительный за�
ряд, что облегчает образование комплекса с мо�
лекулами РНК. В условиях физиологическо�
го pH заряд комплексов варьирует от нейтраль�
ного до умеренно катионного, что снижает
их токсичность, препятствует неспецифичес�
ким взаимодействиям с белками сыворотки
крови и продлевает время циркуляции в крови
[101, 102].

Технология липофекции при внутрикожных
инъекциях описана во множестве статей, в том
числе с использованием мРНК против вирусов
гриппа A/H10N8 и A/H7N9, для лечения диабе�
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та II�го типа, против вируса Денге [103–105].
Основа этой технологии – получение липидных
наночастиц размером 80–120 нм. Структура
частиц липоплекса разнообразна и варьирует от
ламеллярной до сферической и гексагональной,
сохраняя при этом распределение нитей
ДНК/РНК и бислоёв липидов (рис. 5). Пионе�
ром в производстве новой вакцины против ви�
руса SARS�CoV�2 на основе мРНК является
американская компания «Moderna», которая
уже создавала прототипы мРНК�вакцин против
вируса Zika [98, 106], вируса гриппа [107] и
RSV [108]. Для создания липоплекса липиды
растворяют в спирте в соответствующих моляр�
ных соотношениях и смешивают с РНК в буфе�
ре с низким значением pH (~4,0) с использова�
нием миксера для микрофлюидики [98].

Основными мишенями при вакцинирова�
нии должны стать антиген�презентирующие
клетки, например дендритные клетки (ДК), т.к.
они являются связующим звеном между вос�
приятием антигенов и выработкой Т�клеточно�
го и В�клеточного иммунного ответа. Репрезен�
тация антигенов дендритными клетками может
происходить либо из цитоплазмы, что включает
презентацию антигенных пептидов в молекулах
главного комплекса гистосовместимости клас�
са I, либо из лизосом, которые несут фрагменты
антигенов, захваченных с помощью эндоцито�
за, – презентация MHC класса II. МНС I� и II�
классов затем распознаются рецепторами Т�
клеток CD8+ или CD4+ соответственно.

Главным триггером в череде иммуномодули�
рующих эффектов РНК�вакцины после её попа�
дания в клетку является индукция интерферо�
нов или самоадъювантный эффект, который, в
зависимости от последствий, может иметь двой�
ственное значение. В целом острые реакции
IFN типа I опосредуют плейотропные и воспа�
лительные эффекты как при врождённом, так и
при адаптивном иммунных ответах [110, 111].
Известно, что передача сигналов IFN типа I ин�
дуцирует созревание ДК, улучшает процессинг
и презентацию антигена и усиливает миграцию
ДК в зоны трансфецированных клеток [112], но
также может привести к тяжёлым аутоиммун�
ным последствиям, таким как системная крас�
ная волчанка и диабет I�го типа [113, 114]. Об�
ход этой проблемы завязан на структуре мРНК,
которая используется в качестве вакцины и яв�
ляется одним из ключевых элементов в балансе
уровня экспрессии целевых протеинов и опо�
средованного IFN воспаления и аутоиммунной
реакции.

Первой мРНК�вакциной против новой ко�
ронавирусной инфекции стала вакцина
BNT162b2, разработанная немецкой компани�

ей «BioNTech» и американской компанией
«Pfizer». По результатам клинических исследо�
ваний, в которых приняло участие 43 998 паци�
ентов, эффективность вакцины BNT162b2
составила около 95% («ClinicalTrials.Gov/
NCT04368728, Pfizer/BioNTech»). Второй мРНК�
вакциной, разработанной компанией «Moderna»
совместно с Национальным Институтом Здра�
воохранения NIH, является вакцина mRNA�
1273. По результатам фазы III клинических ис�
пытаний, в которой участвовало 28 207 пациен�
тов, эффективность новой вакцины составила
94,5% («ClinicalTrials.Gov/NCT04470427, Moderna»).
Обе РНК�вакцины являются двухдозовыми,
вводятся внутримышечно с промежутком 3–4
недели, температура транспортировки от –25 °C
до –15 °C.

Вакцины на основе аденовирусов (Ad�vec�
tored). С момента открытия возможности при�
менения аденовирусов как генно�инженерного
средства в начале 90�х годов прошлого столетия,
модифицированные аденовирусы широко при�
меняются при разработке эффективного спосо�
ба внутриклеточной доставки генного материа�
ла и создании прототипов вакцин [115]. В геном
аденовируса с помощью методов молекулярного
клонирования встраивают участок ДНК, коди�
рующий целевой протеин, для выработки им�
мунного ответа (в случае COVID�19 – это S�бе�
лок вируса SARS�CoV�2). Для этих целей ис�
пользуют репликационно�дефектные модифи�
цированные аденовирусы (векторы), основой
которых являются наименее распространен�
ные (rare species) или отсутствующие в челове�
ческой популяции типы, например вирус чело�
века Ad26 или вирусы приматов (chimpanzees or
non�human primates), для обхода ранее приобре�
тенного иммунитета к аденовирусам. При ис�
пользовании аденовирусных векторов целевой
протеин экспрессируется в клетках организма в

Рис. 5. Варианты структуры липоплекса. а – Многослой�
ная ламеллярная структура; б – инвертированная гексаго�
нальная структура. Адаптировано с разрешением из обзора
Ewert et al. [109]. Авторское право Taylor & Francis, 2005



среднем две недели с пиком на второй–третий
день, что вполне достаточно для выработки им�
мунного ответа [116].

Современные репликационно�дефектные
аденовирусы могут размножаться только на спе�
циальном клеточном субстрате, в специальных
клетках линий НЕК 293 или PER.C6 (packaging
cell lines), которые несут всю 5′�концевую часть
генома, включая E1, ITR, цис�действующие по�
следовательности упаковки и последователь�
ности белка IX. Существование аденовирусных
векторов в виде молекулярных клонов в плазми�
дах позволяет манипулировать с конструкцией,
а также наращивать их в клетках Escherichia coli,
а использование в конструкции сильного цито�
мегаловирусного промотора позволяет достичь
значительного уровня экспрессии целевых ге�
нов по сравнению с другими генно�инженерны�
ми способами внутриклеточной доставки коди�
рующего материала [117].

После попадания в клетку хозяина аденови�
русная частица распаковывается, а ДНК вируса
посредством транспорта по микротрубочкам
попадает в ядро, где служит матрицей для само�
воспроизведения. Поскольку жизненный цикл
аденовируса дикого типа является внехромо�
сомным, Ad�векторы, по умолчанию, воспри�
нимаются как неинтегрирующие. Однако ряд
модельных экспериментов на мышах показал
возможность рекомбинации между вектором и
хромосомной ДНК [118]. Это направление ис�
следований должно быть продолжено для изуче�
ния долгосрочных эффектов и биобезопасности
векторных вакцин.

Особое внимание исследователей приковано
к иммунному ответу, приобретаемому к самой
аденовирусной частице. Существуют многочис�
ленные данные, подтверждающие значительное
падение выработки антител на целевой белок
при повторной иммунизации одним и тем же
вектором [119]. Данное явление ставит серьёз�
ные препоны для аденовирусных векторов при
разработке стратегии вакцинации, особенно в
свете перспективы становления COVID�19 се�
зонным заболеванием с чередой сменяемости
активно циркулирующих вариантов.

К моменту написания обзора в мире уже за�
регистрировано и выпущено на рынок несколь�
ко вакцин на основе аденовирусной доставки
генного материала. В основе двухдозовой вак�
цины «Спутник V», зарегистрированной в Рос�
сии как «Гам�КОВИД�Вак», лежит гетерологич�
ный векторный подход к доставке целевого ге�
на, кодирующего S�белок SARS�CoV�2, на ос�
нове двух типов аденовируса: Ad26 и Ad5. По ре�
зультатам фазы III клинических испытаний вак�
цина показала эффективность 91,6% против

COVID�19, а также хорошую переносимость у
более чем 16 500 участников клинических испы�
таний [120].

Компания «AstraZeneka» совместно с Окс�
фордским университетом разработала и выпус�
тила на рынок вакцину AZD1222 на основе аде�
новирусного вектора шимпанзе ChAdOx1. По
результатам фазы III расширенных клинических
исследований вакцина эффективна на 79% про�
тив заражения SARS�CoV�2 и на 100% – против
развития тяжёлых форм COVID�19 (https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04516746?term=
NCT04516746&draw=2&rank=1). Однодозовые
вакцины разработаны и выпущены компани�
ей «Janssen Biotech, Inc.» на базе вектора Ad26 c
эффективностью от 61% до 72% (в зависимости
от страны, где проводились клинические иссле�
дования) и компанией «CanSino Biologics» на
базе аденовирусного вектора Ad5 с эффектив�
ностью 65,28%.

Инактивированные цельновирионные и рас�
щéпленные вакцины. Ещё одним типом вакцин
против SARS�CoV�2, разработанных и одобрен�
ных региональными регуляторами, является
инактивированная цельновирионная или (как
усовершенствованный вариант) расщéпленная
вакцина, в которой инактивированные вирио�
ны вируса дополнительно разрушаются детер�
гентами, например Triton X�100. Несколько пре�
паратов производства компаний «Sinopharm»,
«Sinovac» и ФНЦ исследований и разработки
иммунобиологических препаратов им. М.П. Чу�
макова РАН разрешены для иммунизации огра�
ниченного контингента людей. Несмотря на
незначительные различия в технологическом
процессе, основное внимание при производстве
данного типа вакцин должно быть уделено кон�
формации S�белка в итоговом препарате в связи
с инактивацией живого вируса β�пропиолакто�
ном, о чём уже упомянуто выше. Так как некон�
тролируемое применение инактивирующих
агентов может в конечном счёте привести к вы�
работке не�нейтрализующих антител.

Пептидные вакцины. Первая синтетическая
пептидная вакцина «ЭпиВакКорона» против
нового коронавируса, которая представляет со�
бой суспензию для внутримышечного введения,
содержащую композицию химически синтези�
рованных пептидных иммуногенов S�белка
SARS�CoV�2, конъюгированных с белком�но�
сителем и адсорбированых на гидроксиде алю�
миния, была представлена ФБУН ГНЦ ВБ
«Вектор» Роспотребнадзора. Первые данные об
этой вакцине недавно были опубликова�
ны [121]. В настоящее время проводятся I–II�
фазы клинических испытаний вакцины. Пози�
ционируется, что вакцина «ЭпиВакКорона» на
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основе пептидов имеет низкую реактогенность,
является иммуногенным и безопасным продук�
том. Дальнейшие исследования необходимы для
оценки её эффективности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Год назад внезапно возникшая и стремитель�
но развивающаяся пандемия COVID�19 породи�
ла много домыслов и слухов относительно пато�
генности нового коронавируса и его происхож�
дения. В настоящий момент специалисты пола�
гают, что вероятность появления SARS�CoV�2 в
результате лабораторных манипуляций с
родственным коронавирусом ничтожно ма�
ла [122]. Генетические данные неопровержимо
показывают, что SARS�CoV�2 не является произ�
водным от какого�либо ранее использовавшего�
ся вирусного остова. К такому же выводу скло�
няются эксперты ВОЗ, опубликовавшие 30 мар�
та 2021 г. отчетный доклад о результатах рассле�
дования специальной комиссии в Китае (https://
www.who.int/publications/i/item/who�convened�
global�study�of�origins�of�sars�cov�2�china�part).
Основной гипотезой появления вспышки ново�
го коронавирусного заболевания, лежавшей в
основе пандемии, считают зооноз – перенос ви�
руса от животного к человеку.

За истекший 2020 год накоплен огромный
экспериментальный материал относительно ши�
повидного белка SARS�CoV�2. Разнообразие по�
лученных 3D�структур позволяет выделить не�
сколько ключевых особенностей S�белка, опреде�
ляющих специфику патогенеза вируса: (1) «зак�
рытая» префузионная конформация шипа может
быть использована вирусом для ускользания от
иммунитета; (2) высокое сродство связывания
RBD в «открытой» конформации с рецепто�
ром ACE2 человека важно для эффективной ре�
цепции на клеточной поверхности; (3) предва�
рительная активация (прайминг) S�белка фури�
ноподобными протеазами позволяет вирусу
распространяться по разным типам клеток. Эти
знания заложили основу как для поиска антиви�
русных препаратов, так и для конструирования
вакцин. Тем не менее очень многие аспекты,
связанные с механизмами репликации вируса,
его разрушительным патогенетическим действи�

ем на организм и возможностями терапии требу�
ют дальнейшего изучения.

Пандемия COVID�19 внесла столько нового
в сферу глобального здравоохранения, сколько
никакая угроза до этого. Введены в практику но�
вые типы вакцин, а само вакцинирование 7 мил�
лиардов человек является до сих пор невидан�
ным вызовом человечеству по координации сов�
местных усилий. Один из ключевых вопросов на
будущее заключается в том, насколько силен Т�
клеточный иммунитет у переболевших COVID�
19 и у вакцинированных пациентов. Данные о
долгосрочных эффектах вакцинации пока нахо�
дятся на стадии накопления. Однако ранние
данные от пациентов, перенёсших новое коро�
навирусное заболевание, являются многообеща�
ющими. Они демонстрируют высокие показате�
ли памяти как у CD4+, так и CD8+ Т�клеток по
отношению к нескольким белкам SARS�CoV�2,
включая не только S�белок, но и нуклеопротеин
и мембранный белок [123]. Дальнейший мони�
торинг выздоровевших пациентов должен дать
представление о защитной способности иммун�
ной памяти – гуморальной и клеточной. Имеет
важное значение и понимание того, как форми�
руется Т�клеточная память у пациентов, кото�
рые испытывают лёгкие симптомы COVID�19
по сравнению с тяжёлой болезнью.

Заканчивая обзор на позитивной ноте, хо�
чется надеяться, что мутационная изменчивость
в будущем приведёт к ослаблению нового коро�
навируса, и тогда по аналогии с гриппом вероят�
ны регулярные сезонные вспышки коронави�
русного заболевания с более лёгким течением, с
которыми человечество сможет справляться без
таких серьёзных потерь, какие сопровождали
сезон 2020–2021.
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нансовой поддержке Российского фонда фунда�
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COVID�19, a new human respiratory disease that has killed nearly 3 million people over a year since the start of the
pandemic, is a global public health challenge. Its infectious agent, SARS�CoV�2, has several significant structural dif�
ferences from other coronaviruses which make it more pathogenic and transmissible. In this review, we discuss some
important characteristics of the main surface antigen of SARS�CoV�2, the spike (S) protein, such as (1) the ability of
the receptor�binding domain (RBD) switching between a standing up position (“open” pre�fusion conformation) for
receptor binding and a lying�down position (“closed” pre�fusion conformation) for immune evasion; (2) taking
advantage of the high binding affinity of RBD in an open conformation with the human ACE2 receptor for efficient
cell entry; (3) priming of S protein by intra�cellular furin�like proteases to spread the virus across different cell types.
We describe an interaction between S protein and cellular receptors, co�receptors and antagonists as well as a hypo�
thetical mechanism of destabilization of the homotrimeric spike structure that triggers the fusion of the viral envelope
with the cell membrane at physiological pH and mediates the entry of viral nucleocapsid into the cytoplasm. The
observed transition of pre�fusion conformation of S protein to post�fusion on the surface of virions after their treat�
ment with some reagents such as β�propiolactone is crucial, especially in relation to vaccine production. We also com�
pare a few peculiarities of COVID�19 as well as S�protein of SARS�CoV�2 with those of outbreaks of severe Influenza
disease caused by highly pathogenic influenza A virus strains of H5 and H7 subtypes and structural features of hemag�
glutinins of those viruses. In conclusion we touch on promising and rolled�out COVID�19 anti�viral and pathogenet�
ic therapeutics, some recently approved conventional and innovative COVID�19 vaccines, and their molecular and
immunological features.

Keywords: COVID�19, SARS�CoV�2, S�protein, structure, influenza virus, hemagglutinin, vaccines
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В настоящей работе определена структура и исследованы РНК�связывающие свойства Lsm�белка археи
Halobacterium salinarum, отличительной особенностью которого является короткая петля L4, соединяющая
тяжи β3 и β4. Поскольку бактериальные белки семейства Lsm, называемые Hfq, имеют короткую петлю L4
и образуют гексамеры, тогда как Lsm�белки архей, SmAP, имеют длинную петлю L4 и образуют гептамеры,
было высказано предположение, что длина петли L4 может влиять на четвертичную структуру белков. Бо�
лее того, петля L4 прикрывает область SmAP, соответствующую одному из сайтов связывания РНК в белках
Hfq и, таким образом, может влиять на РНК�связывающие свойства белка. Наши результаты показывают,
что SmAP из H. salinarum формирует гептамеры и обладает теми же РНК�связывающими свойствами, что и
гомологичные белки с длинной петлей L4. Следовательно, длина L4 не влияет на количество мономеров в
Lsm�белках и на их РНК�связывающие свойства.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Lsm�белки, SmAP, четвертичная структура белков, РНК�связывающие свойства бел�
ков, малые регуляторные РНК, мрРНК, Halobacterium salinarum.
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ПРОСТРАНСТВЕННАЯ СТРУКТУРА И РНК�СВЯЗЫВАЮЩИЕ
СВОЙСТВА Lsm�БЕЛКА ИЗ Halobacterium salinarum
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ВВЕДЕНИЕ

Белки архей SmAP (Sm Archaeal Protein) от�
носятся к семейству Lsm (Sm�like) белков,
представители которого имеют характерную
пространственную структуру пятитяжевого
β�листа с N�концевой α�спиралью [1–3]. Тяжи
β1, β2 и β3 составляют структурный мотив Sm1,
а тяжи β4 и β5 – мотив Sm2. Эти участки белка
соединены петлей L4, длина которой варьирует
в Lsm�белках из разных организмов [4].
Lsm�белки формируют четвертичную структуру
в виде тороидальных колец, как правило, из 6
или 7 мономеров. Бактериальные Lsm�белки,
называемые Hfq, образуют стабильные в раство�
ре гомогексамеры [5]. Эукариотические Lsm�
белки характеризуются наличием ряда парало�
гов в различных клетках организма; они форми�
руют гетерологичные гептамеры (Lsm1–7 и
Lsm2–8) [6–8]. В то же время Sm�белки эукари�
от организовывают гетерогептамеры только в

присутствии специфически связываемых малых
ядерных РНК и выполняют роль каркасных бел�
ков малых ядерных рибонуклеопротеинов
(мяРНП) [2, 9, 10]. Архейные белки семейства
Lsm имеют от одного до трех паралогов (SmAP1,
SmAP2, SmAP3) в зависимости от организма и
существуют в виде гомологичных гептамеров,
независимо от присутствия РНК [2]. Тем не ме�
нее существуют примеры архейных белков,
которые имеют другую степень олигомериза�
ции, например, SmAP�белок из Methanococcus
(Methanocaldococcus) jannaschii формирует гомо�
гексамер и описывается как Hfq�подобный бе�
лок [11, 12], а SmAP2 из Archaeoglobus fulgidus
(AF�Sm2) может формировать как гексамеры,
так и гептамеры в зависимости от присутствия
РНК и рН среды [13]. Полагают, что зависи�
мость структуры от кислотности среды обуслов�
лена изменением зарядов контактирующих в
межмономерном пространстве аминокислот�
ных остатков глутаминовой кислоты (Glu) [14].
Несмотря на значительный объем накопленных
экспериментальных данных о природе Lsm�бел�
ков, механизм формирования четвертичной
структуры с различным числом мономеров до
сих пор не установлен. На основании сравнения
первичных и четвертичных структур Lsm�бел�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ДСН – додецилсульфат
натрия; ДТТ – дитиотреитол; ПААГ – полиакриаламид�
ный гель; Mant�AMP – 2′/3′�(N�метил�антранилоил)�аде�
нозин�5′�монофосфат; Mant�GMP – 2′/3′�(N�метил�антра�
нилоил)�гуанозин�5′�монофосфат.

* Адресат для корреспонденции.
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ков из бактерий и архей/эукариот была выдви�
нута гипотеза о взаимосвязи длины петли L4 и
степени олигомеризации Lsm�белков [4], одна�
ко ограниченность структурных данных каса�
тельно белков с различной длиной петли не поз�
воляла подтвердить или опровергнуть её. Уста�
новление гексамерной структуры Hfq�подобно�
го SmAP�белка из археи M. jannaschii с короткой
петлей L4 вновь заставило исследователей заду�
маться о влиянии этой петли на олигомериза�
цию белка. Следует, однако, учитывать, что ами�
нокислотная последовательность этого белка
ближе к гексамерным белкам Hfq, поэтому ука�
занный пример не может служить основанием
для оценки выдвинутой гипотезы. Для проясне�
ния этого вопроса в представленной работе на�
ми определена и проанализирована структура
SmAP�белка из галофильной археи Halobacterium
salinarum, в котором петля L4 является короткой
и составляет всего 3 аминокислотных остатка
(а.о.).

Недавно нами была продемонстрирована
высокая специфичность ряда SmAP�белков к
уридинмонофосфату (UMP) и олиго(U)�РНК
при низком сродстве этих белков к другим рибо�
нуклеотидам [15]. Сравнение структур белков
SmAP и их бактериальных гомологов Hfq в ком�
бинации с биохимическими данными позволи�
ло предположить, что белки SmAP имеют толь�
ко один, универсально консервативный ури�
дин�специфический сайт, характерный для все�
го семейства Lsm. Это значительно отличает
белки SmAP от бактериальных белков Hfq, у ко�
торых существенную роль в функционировании
играет второй, аденин�специфический РНК�
связывающий сайт. В SmAP�белках этот регион
прикрыт от внешних контактов протяжённой
петлёй L4, к тому же, структура соответствую�
щего участка в архейных белках значительно от�
личается от бактериальных. В белке SmAP из
H. salinarum петля L4 имеет минимальную длину
и не мешает доступу к участку, соответствующе�
му аденин�связывающему сайту белка Hfq. Из�
мерение сродства такого SmAP�белка к оли�
го(А)�РНК позволит оценить влияние длины
петли L4 на функциональность этого участка
белка. Таким образом, определение структуры и
измерение РНК�связывающих свойств белка
SmAP из H. salinarum позволит оценить влияние
петли L4 на структуру и функцию архейных бел�
ков семейства Lsm.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клонирование генов белка SmAP из H. sali�
narum. В базе данных NCBI имеется информа�

ция об аминокислотной последовательности
белка SmAP из H. salinarum длиной 60 а.о.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/167727293),
а в БД UniProt – протяженностью 69 а.о. (https://
www.uniprot.org/uniprot/Q9HPS2). В работе ис�
пользовались оба варианта белка SmAP. Далее
вариант длиной 60 а.о. будет обозначаться как
HsaSmAP60, а длиной 69 а.о. – HsaSmAP69. Ге�
ны обоих вариантов нарабатывали с помощью
метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) с
использованием хромосомной ДНК археи
H. salinarum R1 в качестве матрицы. ПЦР прово�
дили с использованием следующих олигонуклео�
тидных праймеров:

HsaFor 5′�CATCACCATGGGCGGCCGACC�3′ и
HsaRev 5′�GGGATAAGCTTTCATGGTTTGATG�
GTGACG�3′ для HsaSmAP60;

HsaFor 5′�CCATGGATGCCACCACCGG�3′ и
HsaRev 5′�GGGATAAGCTTTCATGGTTTGATG�
GTGACG�3′ для HsaSmAP69. 

Полученные ПЦР�фрагменты клонировали
в экспрессионный вектор pProExHtb («Invitro�
gen», США) с использованием эндонуклеаз ре�
стрикции Bsp19I и HindIII («СибЭнзим», Рос�
сия). Полученные конструкции проверяли сек�
венированием («Синтол», Россия) и трансфор�
мировали ими клетки E. coli BL21(DE3), допол�
нительно содержащими плазмиду pLacIRARE
(«Novagen», Индия), кодирующую пять тРНК,
узнающих редкие для E. coli кодоны соответ�
ствующих аминокислот.

Выделение и очистка белков. Клетки культи�
вировали в колбах емкостью 2 л при температу�
ре 37 °С и интенсивном перемешивании
(170 об./мин) на среде LB (Lysogeny broth), со�
держащей 100 мкг/мл ампициллина и 10 мкг/мл
хлорамфеникола до достижения значения опти�
ческой плотности ОП600 ≈ 0,7 о.е. Для активации
Т7 РНК�полимеразы в среду добавляли изопро�
пил�β�D�1�тиогалактопиранозид (ИПТГ) до
конечной концентрации 0,5 мМ. После добав�
ления индуктора клетки инкубировали при
20 °С в течение 12 ч для предотвращения агрега�
ции нарабатываемых белков. Клетки собирали
центрифугированием при 8 000 g в течение
20 мин при 4 °C, затем клеточную массу ресус�
пендировали в 30 мл лизирующего буфера
(20 мМ Tris�HCl, рН 8,0, 0,5 М NaCl, 1 мМ фе�
нилметилсульфонил фторид (PMSF), 1 мМ ди�
тиотреитол (ДТТ), 0,1% Triton X�100) и разруша�
ли на проточном прессе EmulsiFlex�C3 («Avestin»,
Канада). Клеточный дебрис осаждали центри�
фугированием в течение 30 мин при 14 000 g. Су�
пернатант прогревали при 70 °C в течение
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10 мин. Денатурировавшие термолабильные
белки E. coli осаждали низкоскоростным цент�
рифугированием при 14 000 g и температуре
+4 °С в течение 30 мин. Супернатант наносили
на колонку с агарозой, модифицированной
Ni�NTA («Qiagen», Германия), уравновешенную
буфером, содержащим 20 мМ Tris�HCl, рН 8,0,
0,5 М NaCl, и промывали тем же буфером с до�
бавлением 1 М LiCl. Для элюции белка исполь�
зовали линейный градиент имидазола от 0 до
300 мМ. Удаление олигогистидиновой последо�
вательности осуществляли инкубацией препа�
рата белка с TEV�протеазой в соотношении
10 : 1 соответственно, переводя диализом в бу�
фер, содержащий 0,3 M NaCl, 20 мМ Tris�HCl,
рН 8,0, 1 мМ ДТТ, 0,5 мМ ЭДТА. После протео�
лиза раствор прогревали в течение 10 мин при
70 °C, денатурировавшую протеазу осаждали
центрифугированием при 14 000 g в течение
30 мин при температуре +4 °C. Разделение бел�
ков по наличию олигогистидиновой концевой
последовательности осуществляли путём нане�
сения смеси белков на колонку с агарозой, мо�
дифицированной Ni�NTA («Invitrogen»). На фи�
нальной стадии целевые белки очищали гель�
фильтрацией на колонке Superdex 75 («Cytiva»,
США), уравновешенной буфером, содержащим
20 мМ Tris�HCl, pH25 °С 8,0, 300 мМ NaCl. Полу�
ченные препараты белков хранили при −20 °С.

Выделение антител, специфичных к белку
SmAP из H. salinarum. Сыворотка крови кроли�
ка, содержащая антитела, специфичные к белку
SmAP из H. salinarum (ATSmAP), была получена в
Институте биофизики клетки РАН (Пущино,
Россия). Белки сыворотки кролика осаждали
2 М сульфатом аммония и отделяли центрифу�
гированием при 20 000 g и 4 °С в течение 15 мин.
Далее сыворотку очищали с помощью двух по�
следовательных хроматографий. На первом эта�
пе использовали аффинную хроматографию на
Protein�A Sepharose («Pharmacia LKB», США).
Сыворотку наносили на смолу в буфере PBS
(137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPО4,
1,8 мМ KH2PО4, pH 7,4) и промывали тем же бу�
фером. Элюцию суммарных антител проводили
глициновым буфером с концентрацией 250 мМ,
pH 3,0. Затем антитела, специфичные к белку
SmAP из H. salinarum, очищали на смоле из ага�
розы, модифицированной Ni�NTA, с иммоби�
лизованным на ней рекомбинантным белком
SmAP, содержащим 6 остатков гистидина на
N�конце. Суммарные очищенные антитела на�
носили на Ni�NTA�SmAP в буфере PBS, промы�
вали буфером PBS c 2 M LiCl. Элюцию ATSmAP

проводили градиентом буфера PBS с содержа�
нием MgCl2 от 1 до 4 M. Фракции, содержащие
чистые ATSmAP, не загрязненные белком SmAP,

хранили в буфере PBS с 50% глицерина при тем�
пературе −20 °С.

Анализ вестерн�блот. Фракции белков разде�
ляли при помощи электрофореза с 14%�ным
ПААГ�ДСН, после чего переносили на
PVDF�мембрану («Bio�Rad», США) с использо�
ванием Trans�Blot Turbo Blotting System того же
производителя (1 А, 25 В, 30 мин). Блокировали
мембрану в буфере TBS (50 мМ Tris�НСl, pH 7,5,
150 мМ NaCl). Далее обрабатывали мембрану
буфером TBSTM (TBS pH 7,5, 0,05% Tween 20,
5%�ное обезжиренное сухое молоко) в течение
1 ч при комнатной температуре. Затем мембрану
инкубировали с антисывороткой кролика, раз�
веденной буфером TBST (TBS pH 7,5, 0,05%
Tween 20) (1 : 2000) в течение 1 ч при комнатной
температуре. После трехкратного промывания
(по 10 мин каждое) в TBST мембрану инкубиро�
вали в течение 1 ч при комнатной температуре с
козьими антителами к IgG кролика, конъюгиро�
ванными с пероксидазой хрена (Goat Anti�
Rabbit IgG H&L (HRP) (ab205718); «Abcam», Ве�
ликобритания) (1 : 20 000). Промывали мембра�
ну в буфере TBST 2 раза по 5 мин, затем 1 раз в
буфере TBS в течение 2 мин. Инкубировали
мембрану с хемилюминесцентным субстратом
(Clarity™ Western ECL Substrate, «Bio�Rad») в
темноте в течение 5 мин. Анализ проводили с
использованием системы детекции ChemiDoc
MP Imaging System («Bio�Rad»).

Анализ сродства белков к РНК по изменению
подвижности в ПААГ при электрофорезе в недена�
турирующих условиях. РНК�олигонуклеотиды
синтезированы химически и предоставлены
фирмой «Синтол» (Россия). В работе использо�
вали РНК�олигонуклеотиды с 18 уридинами
или аденинами на 3′�конце. На 5′�конце нахо�
дится 16 нуклеотидов, не имеющих специфи�
ческого сродства к белкам SmAP/Hfq [15]; они
служат спейсерами при иммобилизации олиго�
нуклеотидов на чипы в экспериментах по ана�
лизу сродства исследуемых белков к РНК мето�
дом поверхностного плазмонного резонанса
(ППР, см. ниже):

U18�РНК: 5′�GUGGUCAGUCGAGUGG�(U)18�3′

А18�РНК: 5′�GUGGUCAGUCGAGUGG�(A)18�3′.

Для оценки сродства белков к РНК по изме�
нению подвижности олигонуклеотидов в ПААГ
в неденатурирующих условиях образец РНК
(3 мкг) прогревали в течение 10 мин при 60 °С,
добавляли белок в различных молярных соотно�
шениях, затем полученную смесь инкубировали
при 37 °С в течение 10 мин. После этого прово�
дили электрофоретический анализ в 10%�ном
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ПААГ (акриламид : метилен�бис�акриламид =
= 19 : 1) в 90 мМ трис�ацетатном буфере (ТАЕ) с
рН 7,8, содержащем 2 мМ MgCl2. В образцы пе�
ред нанесением добавляли глицерин и бромфе�
ноловый синий до конечных концентраций 5 и
0,1% соответственно. Электродный буфер имел
следующий состав: 90 мМ ТАЕ (рН 7,8), 10 мМ
MgCl2. После окончания электрофореза РНК в
геле окрашивали раствором, содержащим
0,25%�ный толуидиновый синий, 5%�ную ук�
сусную кислоту, 10%�ный этанол.

Анализ сродства исследуемых белков к РНК
методом поверхностного плазмонного резонанса.
Анализ осуществляли с использованием олиго�
нуклеотидов А18�РНК и U18�РНК, биотинили�
рованных по 5′�концу. Связывание белка с целе�
вой РНК проводили при 25 °C с использованием
системы ProteOn XPR36 («Bio�Rad»). Биотини�
лированные РНК прогревали 5 мин при 95 °C и
наносили со скоростью потока 30 мкл/мин на
сенсорный чип ProteOn NLC с иммобилизован�
ным авидином до заполнения поверхности чи�
па, характеризующегося значением 500–700
единиц ответа (response unit, RU). Поверхность
чипа дважды промывали восстанавливающим
раствором, содержащим 0,05% w/v додецил�
сульфат натрия для удаления не связавшейся
РНК.

Для каждого набора сенсограмм были при�
готовлены серии разведений белков в буфере,
содержащем 50 мМ Tris�HCl (pH 7,5), 10 мМ
MgCl2, 350 мМ NaCl, 2 мМ ДТТ с 0,05% v/v
Tween 20 буфером (TMN). Нанесение образца
включает фазу ассоциации длиной 300–500 сек
и фазу диссоциации 700–3000 сек. В конце каж�
дого цикла поверхность чипа промывали
0,1–0,2%�ным ДСН, чтобы добиться полной
диссоциации белка с поверхности PНК. Кине�
тический анализ проводили при использовании
набора из 4–5 сенсограмм с применением моде�
ли для одностадийной реакции (по Ленгмюру) с
коррекцией на масс�транспорт. Были определе�
ны константы скоростей ассоциации (ka) и дис�
социации (kd) комплексов и рассчитана равно�
весная константа диссоциации (КD = kd/ka).

Анализ сродства исследуемых белков к флуо�
ресцентно�меченым рибонуклеотидам по анизо�
тропии флуоресценции. Эксперименты проводили
на флуоресцентном спектрометре Cary Eclipse
(«Agilent», США) при температуре 22 °C в кюве�
те 0,3 × 0,3 см согласно описанной ранее методи�
ке [16, 17]. Для проведения измерений раствор
Mant�AMP или Mant�GMP («Jena Bioscience»,
Германия) с концентрацией 1 мМ в буфере со�
става 0,2 M NaCl, 10 мМ MgCl2, 50 мМ Tris�HCl
(pH 8,0) титровали раствором белка с увеличе�
нием его концентрации от 10−6 до 10−4 М. Ани�

зотропию флуоресценции измеряли на длине
волны 448 нм при возбуждении УФ на длине
волны 335 нм. Для каждой точки проводили 5
независимых измерений величины интенсив�
ности флуоресценции и затем автоматически
рассчитывали среднюю величину и погреш�
ность в программе QtiPlot («Iondev Srl», Румы�
ния). Результат отображали графически с по�
мощью программы QtiPlot.

Кристаллизация белка SmAP из H. salinarum.
Для экспериментов по кристаллизации исполь�
зовали метод диффузии паров в висящей капле
на 24�луночных плашках (VDX greased plates,
«Hampton Researсh», США). Кристаллизацию
проводили в каплях объемом 2–3 мкл, поме�
щенных на силиконизированные стеклянные
пластины («Hampton Researсh») при 24 °С. Объ�
ем противораствора составлял 400 мкл.

Кристаллы белка HsaSmAP69, пригодные
для рентгеноструктурного анализа, получены не
были.

Кристаллы белка HsaSmAP60 были получе�
ны в условиях D9 (15% w/v ПЭГ 8000; 100 мМ
MES, рН 6,5; 200 мМ ацетат кальция) набора
Nuс�Pro 2 («Jena Bioscience») при соотношении
белок : противораствор = 2 : 1 и концентрации
белка в образце 9,8 мг/мл. Кристаллы вырастали
в течение недели до размера 100–150 мкм в дли�
ну и 20–30 мкм в ширину. Кристаллы комплек�
са HsaSmAP60 с UMP были получены инкуба�
цией кристаллов белка в криопротекторном
растворе (0,17 М ацетат натрия, 0,085 М какоди�
лат натрия, рН 6,5, 25,5% ПЭГ 8000, 15% глице�
рин) с добавлением рибонуклеотида в концент�
рации 20 мМ.

Получение наборов дифракционных данных. С
кристаллов белка HsaSmAP60 в комплексе с
UMP были собраны дифракционные данные на
экспериментальной станции ID23�1 источника
синхротронного излучения ESRF (Гренобль,
Франция) (таблица). Первичную обработку дан�
ных проводили с помощью программы XDS
(Институт медицинских исследований им. Макса
Планка, Гейдельберг, Германия) [18], затем набор
структурных факторов интегрировали и приво�
дили к единой шкале в программе Aimless комп�
лекса ССР4 (Лаборатория молекулярной биоло�
гии MRC, Кэмбридж, Великобритания) [19].

Определение и уточнение структуры белка.
Структуру белка HsaSmAP60 в комплексе с
UMP определяли методом молекулярного заме�
щения с использованием программы MoRDa
[20] комплекса CCP4 (https://ccp4online.ccp4.
ac.uk/ccp4online/). Автоматический поиск наи�
более подходящей модели для решения структу�
ры показал наилучший результат для мономера
белка AF�Sm2 из Archaeoglobus fulgidus (PDB
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ID: 1ljo). Уточнение модели проводили в прог�
рамме phenix.refine [21] комплекса Phenix (Лабо�
ратория молекулярной биологии MRC) [22] с
последовательным использованием протоколов
rigid body refinement (уточнение положения каж�
дого мономера белка как отдельного твердого
тела) и simulated annealing – Cartesian (уточнение
координат индивидуальных атомов и индивиду�
альных В�факторов с использованием симуля�
ции молекулярной динамики). После первого
цикла уточнения использовали возможность ав�
томатического дополнения модели связанными
молекулами воды с помощью программы
phenix.refine. На этом шаге также дополняли не�
заполненные участки электронной плотности
аминокислотными остатками согласно амино�
кислотной последовательности. В электронной
плотности, не принадлежащей полипептидным
цепям белка, было идентифицировано 14 моле�
кул UMP, 1 молекула глицерина и 28 ионов
кальция. Для них проведено уточнение индиви�
дуальных координат, В�факторов, а также вели�
чин замещения (occupancy). После каждого эта�
па уточнения соответствие структуры и расчет�
ной карты электронной плотности проверяли в
программе Coot (Лаборатория молекулярной би�
ологии MRC) [23]. На финальных стадиях уточ�
нения использовали протокол без применения
симуляции отжига с проверкой соответствия па�
раметров геометрии полипептидной цепи и ли�
гандов идеальным значениям, что позволило
получить структуру высокого качества с мини�
мальными отклонениями по геометрии и низ�
кими значениями R�фактора (таблица).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Идентификация варианта белка SmAP археи
H. salinarum. В ходе поиска последовательности
белка SmAP из H. salinarum, а также кодирующе�
го его гена, в базах данных NCBI и UniProt бы�
ли обнаружены две записи с отличающейся дли�
ной N�концевой части белка на 9 аминокислот�
ных остатков (рис. 1). Оба варианта гена были
клонированы, затем белки наработаны в
E. coli – HsaSmAP60 (60 а.о.) и HsaSmAP69
(69 а.о.). Отличие в первичной структуре белков
не сказалось на их свойствах при выделении и
очистке. С помощью анализа вестерн�блот нами
было показано, что в клетках H. salinarum присут�
ствует белок длиной 69, а не 60 а.о. (рис. 2).

РНК�связывающие свойства SmAP из H. sali�
narum. Сродство белков к РНК�олигонуклеоти�
дам оценивали двумя методами: по изменению
подвижности РНК–белкового комплекса при
электрофорезе в ПААГ в неденатурирующих ус�
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Характеристика

Код PDB

Длина волны (Å)

Область разрешения (Å)

Пространственная группа

Параметры ячейки (Å, °)

Общее число рефлексов

Число уникальных рефлексов

Избыточность

Полнота данных (%)

Среднее значение I/Σ(I)

B�фактор Вильсона

R�merge

R�meas

R�pim

CC1/2

CC

Число рефлексов, использо�
ванных для уточнения

Число рефлексов, использо�
ванных для расчета R�free

R�work

R�free

CC(work)

CC(free)

Число атомов общее

В молекулах белка 
и нуклеотидах

В лигандах

В молекулах воды

СКО длин связей

СКО валентных углов

СКО двугранных углов

СКО хиральных углов

СКО планарных углов

Число остатков в областях
карты Рамачандрана

Предпочтительной (%)

Допустимой (%)

Запрещенной (%)

Число нежелательных
ротамеров (%)

Оценка нежелательных
контактов (clashscore)

Средний B�фактор атомов
(общий)

Белка

Лигандов

Воды

Статистика набора дифракционных данных и уточнения
структуры белка SmAP из H. salinarum (HsaSmAP60) в
комплексе с UMP

Значение

6tfl

0.9724

50.0�2.4 (2.5�2.4)

P 41 21 2

156.45; 156.45; 106.63; 90; 90; 90

1318697 (82803)

52360 (5118)

25.2 (16.0)

99.8 (98.4)

7.3 (2.3)

42.7

0.348 (0.908)

0.355 (0.937)

0.069 (0.232)

0.99 (0.89)

1.00 (0.97)

52247 (5101)

2700 (279)

0.178 (0.270)

0.230 (0.346)

0.94 (0.72)

0.91 (0.65)

7187

6841

34

312

0.007

0.818

24.76

0.059

0.004

98.57

1.43

0.00

0.00

5.61

47.50

47.40

73.52

49.21

Примечание. Данные в скобках соответствуют слою высо�
кого разрешения 2,5–2,4 Å.
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ловиях («гель�шифт») и методом поверхностно�
го плазмонного резонанса. На рис. 3 представ�
лены результаты «гель�шифта»: показано, что
оба варианта белка HsaSmAP не связываются с
А18�РНК. Комплекс с U18�РНК формировался
только с удлинённым вариантом белка,
HsaSmAP69 (рис. 3).

Использование более чувствительного по
сравнению с «гель�шифтом» метода ППР пока�
зало, что с U18�РНК способны взаимодейство�
вать оба белка (рис. 4, а, б), причём константы
диссоциации комплексов отличаются менее,
чем на порядок: KD(HsaSmAP69 – U18�РНК) =
= 0,12 ± 0,05 нМ, KD(HsaSmAP60 – U18�РНК) = 
= 0,93 ± 0,11 нМ. Сродство белков к U18�РНК
оказалось близким к имеющимся в литературе

данным для комплексов гомологичных белков с
такой же РНК [15]. Как указано выше, вариант
HsaSmAP69, в отличие от HsaSmAP60, имеет до�
полнительную N�концевую последователь�
ность, содержащую преимущественно положи�
тельно заряженные а.о. (рис. 1), которые, по
всей видимости, способствуют связыванию бел�
ка с РНК. Аналогичный эффект N�концевой
последовательности ранее наблюдался нами для
Hfq�подобного SmAP�белка из археи M. jan$
naschii: при удалении этого участка KD комплек�
са белка с олиго(U) также увеличивалась при�
мерно на порядок [12].

Данные, полученные методом ППР, под�
твердили отсутствие связывания белков с
А18�РНК (рис. 4, в, г).

Проведенный ранее структурно�кинетичес�
кий анализ РНК�белковых взаимодействий
SmAP из других архей показал, что их сродство к
олиго(А)�РНК является незначительным [15];
согласно нашим данным, для HsaSmAP связы�
вание не детектируется даже при высоких кон�
центрациях белков (рис. 4).

Нуклеотид�связывающие свойства SmAP из
H. salinarum. Ранее мы успешно использовали
анализ нуклеотид�связывающих свойств белков
Hfq и SmAP для оценки их сродства к РНК по
изменению флуоресценции [15–17]. Аналогич�
ные эксперименты для HsaSmAP69 показали,
что этот белок не связывает нуклеотиды AMP и
GMP (рис. 5). Эти данные подтверждают, что
белок HsaSmAP не имеет участков специфичес�
кого связывания аденинов и гуанинов.

Пространственная структура белка SmAP из
H. salinarum. Структура белка HsaSmAP опреде�
лена методом молекулярного замещения с ис�
пользованием сервиса MoRDa («BioMEX», Ве�
ликобритания) [20]. Этот сервис использует на�
бор инструкций для решения задачи молекуляр�
ного замещения с автоматическим перебором
пространственных структур из базы данных с
наивысшей степенью гомологии относительно
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Рис. 1. Сравнение последовательностей мономеров белков HsaSmAP69 (SmAP из H. salinarum длиной 69 а.о. согласно за�
писи UniProt Q9HPS2), HsaSmAP60 (SmAP из H. salinarum длиной 60 а.о., UniProt B0R5R2), AF�Sm1 (SmAP1 из A. fulgidus,
UniProt O29386), AF�Sm2 (SmAP2 из A. fulgidus, UniProt O29885), PaeHfq (Hfq из Pseudomonas aeruginosa, UniProt
Q9HUM0). Черным цветом выделены аминокислотные остатки со степенью гомологии 100%, темно�серым – от 80 до
100%, светло�серым – от 60 до 80%. Внизу приведена соответствующая вторичная структура белков. Выравнивание по�
следовательностей проводили в программе ClustalX с учетом пространственной структуры белков. Анализ гомологии про�
водили в программе GeneDoc

Рис. 2. Вестерн�блот: 1 – лизат клеток H. salinarum; 2 – ре�
комбинантный SmAP из H. salinarum длиной 60 а.о.
(HsaSmAP60); 3 – рекомбинантный SmAP из H. salinarum
длиной 69 а.о. (HsaSmAP69)
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заданной последовательности белка. Каждая
выбранная структура используется для незави�
симого решения задачи молекулярного замеще�
ния, что позволяет оптимизировать поиск реше�
ния и улучшить его точность. На выходе выдает�
ся наилучшее решение из возможных для всего
пула первоначальных моделей. Для нашего слу�
чая наилучшей моделью оказалась структура
мономера SmAP�белка из A. fulgidus AF�Sm2
(PDB ID: 1ljo) [13, 24].

В асимметричной части ячейки кристалла
найдено 14 мономеров, образующие два гепта�

мера белка HsaSmAP (рис. 6, а и б). Структура
мономера полностью соответствует структурам
других белков этого класса и содержит N�конце�
вую α�спираль и β�бочонок из пяти тяжей, при�
чём тяж β2 имеет большую длину и излом посе�
редине. Сравнение со структурами белков Hfq
из E. coli и AF�Sm2 из A. fulgidus показало не�
большое отклонение между координатами
Сα�цепи консервативной части белков – 1,05 Å
и 0,84 Å соответственно (рис. 6, в и г). Интерес�
но отметить, что третичная структура мономера
HsaSmAP несколько ближе к структуре бактери�
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Рис. 4. Сенсограммы, отображающие кинетический анализ взаимодействия HsaSmAP69 (а, в) и HsaSmAP60 (б, г) с
U18�РНК (а, б) и А18�РНК (в, г). Для каждого набора сенсограмм указаны используемые концентрации белков. Ровные
линии соответствуют теоретической аппроксимации полученных экспериментальных данных

а б

Рис. 3. Проверка способности SmAP из H. salinarum образовывать комплексы с А18�РНК и U18�РНК по изменению под�
вижности в ПААГ при электрофорезе в неденатурирующих условиях: а – при молярном соотношении РНК : белок = 1 : 2;
б – для HsaSmAP60 при различных молярных соотношениях РНК : белок
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Рис. 5. Кривые титрования белка HsaSmAP69 флуоресцентно�мечеными нуклеотидами Mant�AMP и Mant�GMP. В каче�
стве контроля (специфически связывающихся с нуклеотидами белков) использованы белок Hfq из E. coli (EcoHfq) для
Mant�AMP и гамма�субъединица aIF2 из Sulfolobus solfataricus (Sso aIF2gamma) для Mant�GMP

Рис. 6. Структура белка SmAP из H. salinarum: а – общий вид структуры гептамера со стороны α�спиралей мономеров
белка (проксимальная сторона). Обозначены N� и С�концы мономеров; б – общий вид структуры с боковой стороны
гептамера; в и г – наложение Cα�цепей мономеров SmAP из H. salinarum (PDB ID: 6tfl) (черная), AF�Sm2 из A. fulgidus
(PDB ID: 1ljo) (серая) и Hfq из E. coli (PDB ID: 1hk9) (белая). Стереопары: мономер на панели г повернут относительно
панели в на 90° по вертикальной оси. Обозначены N� и С�концы белков, элементы вторичной структуры, петли L2 и L4.
(С цветными вариантами рисунков 6–8 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/)
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ального белка Hfq, чем к структуре AF�Sm2: оба
белка имеют короткую последовательность пет�
ли L4, что сказывается на ориентации петли L2,
соединяющей тяжи β1 и β2. Тем не менее белок
Hfq имеет больше витков спирали α1 по сравне�
нию с архейными белками, что влияет на кон�
формацию петли L1, соединяющую спираль и
тяж β1 (рис. 6, г). Несмотря на короткую после�
довательность петли L4, белок HsaSmAP фор�
мирует гептамер, а не гексамер, что указывает
на независимость четвертичной структуры
Lsm�белков от длины петли L4.

В каждом гептамере белка HsaSmAP найдено
7 молекул UMP (рис. 7). Они связаны в стандарт�
ном для Lsm�белков уридин�специфическом
РНК�связывающем участке белка на прокси�
мальной стороне мультимера. Дополнительных
мест связывания UMP, как и в случае белка Hfq
из P. aeruginosa [25], зафиксировано не было.
Основание нуклеотида расположено между бо�
ковыми цепями аминокислотных остатков
Arg51 и His37 одного мономера белка, причём,
как и в аналогичных комплексах белков SmAP с
уридинами, боковая цепь аргинина находится в
стэкинге с основанием. Атомы Arg51 не форми�
руют водородные связи с атомами основания –
их образуют атомы боковой цепи Asn39 с N4 и
О4 уридина, а также атомы кислорода главной
цепи Asp53 с О2 и Gln36 соседнего мономера с
О4 (рис. 7, а). Такая система водородных связей
характерна для известных структур SmAP�бел�
ков в комплексах с олиго(U)�РНК и UMP [15,
24, 26–28]. Важную роль в дискриминации ри�
бонуклеотидов от дезоксирибонуклеотидов иг�
рает контакт боковой цепи His37 с O2�атомом
UMP, аналогичный контакту O2 с His57 в бакте�

риальных белках Hfq. Сравнение структуры
комплексов белков Hfq и SmAP показывает, что
модификация области контактов с рибонуклео�
тидом вызывает изменение положения основа�
ния относительно межмономерного интерфейса
белков (рис. 7, в). UMP в SmAP�белках развер�
нут примерно на 90° по сравнению с его ориен�
тацией в комплексах с белками Hfq при мини�
мальном изменении локальной структуры бел�
ков. Возможно, такое изменение положения
уридина на поверхности SmAP�белков связано с
изменением роли белка в клетках архей по срав�
нению с бактериальными гомологами.

Сравнение структуры области белка
HsaSmAP, соответствующей аденин�специфи�
ческому сайту связывания белка Hfq, показало
её полную непригодность для взаимодействия с
рибонуклеотидами, несмотря на то что эта часть
дистальной поверхности гептамера HsaSmAP не
прикрыта петлей L4, как в большинстве SmAP�
белков (рис. 8). В бактериальных белках Hfq
аденин�связывающий сайт сформирован не�
сколькими гидрофобными остатками, что соз�
дает благоприятные условия для фиксации ос�
нования аденина в правильном положении бла�
годаря стэкингу с консервативным остатком
Phe/Tyr (в Hfq из E. coli – Tyr25). При этом ато�
мы боковых цепей консервативных Thr и Gln
формируют водородные связи с атомами осно�
вания (рис. 8, б). В аналогичном участке белка
HsaSmAP не наблюдается такого кармана из
гидрофобных остатков, а доступ к нему закрыт
Arg20, положение боковой цепи которого за�
фиксировано тремя водородными связями
(рис. 8, а). Аналогичная картина наблюдается
для архейного белка AF�Sm1 (рис. 8, в) и для
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Рис. 7. Сравнение уридин�специфического РНК�связывающего участка белков: а – SmAP из H. salinarum (PDB ID: 6tfl);
б – Hfq из P. aeruginosa (PDB ID: 4mml). Водородные связи показаны пунктирными линиями. в – Изменение ориентации
связанных со SmAP и Hfq нуклеотидов относительно друг друга. Соседние мономеры белка Hfq показаны малиновым и
голубым, SmAP – коричневым и фиолетовым. Наложение структур произведено в программе Сооt
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STRUCTURE AND RNA�BINDING PROPERTIES OF LSM PROTEIN
FROM Halobacterium salinarum

M. S. Fando, A. O. Mikhaylina, N. V. Lekontseva, S. V. Tishchenko, and A. D. Nikulin*

Institute of Protein Research of the Russian Academy of Sciences, 142290 Pushchino,
Moscow Region, Russia; e$mail: nikulin@vega.protres.ru

The structure and the RNA�binding properties of the Lsm protein from Halobacterium salinarum have been deter�
mined. A distinctive feature of this protein is the presence of a short L4 loop connecting the β3 and β4 strands. Since
bacterial Lsm proteins (also called Hfq proteins) have a short L4 loop and form hexamers, whereas archaeal Lsm pro�
teins (SmAP) have a long L4 loop and form heptamers, it has been suggested that the length of the L4 loop may affect
the quaternary structure of Lsm proteins. Moreover, the L4 loop covers the region of SmAP corresponding to one of
the RNA�binding sites in Hfq, and thus can affect the RNA�binding properties of the protein. Our results show that
the SmAP from H. salinarum forms heptamers and possesses the same RNA�binding properties as homologous pro�
teins with the long L4 loop. Therefore, the length of the L4 does not govern the number of monomers in the protein
particles and does not affect the RNA�binding properties of Lsm proteins.

Keywords: Lsm proteins, SmAP, protein quaternary structure, protein RNA�binding properties, small regulatory
RNA, sRNA, Halobacterium salinarum
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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) крысы играют важную роль в изучении генов, участвующих в под"
держании плюрипотентного состояния и в процессах раннего развития этого модельного организма. Для
изучения функций жизненно важных генов, а также в ходе процессов дифференцировки клеток широко ис"
пользуется метод индуцируемого нокаута. Система CreERT2/loxP позволяет получить индуцируемый нока"
ут в клетках, экспрессирующих тамоксифен"зависимую Cre"рекомбиназу (CreERT2) и содержащих loxP"
сайты, фланкирующие целевой ген, путём добавления в культуральную среду 4"гидрокситамоксифена. Од"
нако в настоящее время отсутствуют линии ЭСК крысы, экспрессирующие CreERT2. В данной работе мы
протестировали три CRISPR/Cas"системы на предмет внесения двуцепочечных разрывов в локус Rosa26 в
ЭСК крысы и произвели встройку в данный локус тамоксифен"зависимой Cre"рекомбиназы с использова"
нием системы CRISPR/Cpf1. Было показано, что полученные трансгенные линии ЭСК крысы сохранили
характеристики плюрипотентных клеток. Активность тамоксифен"зависимой Cre"рекомбиназы была про"
анализирована с использованием репортёрного вектора.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: эмбриональные стволовые клетки, крыса, CRISPR/Cas, редактирование генома,
Cre"рекомбиназа.
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ПОЛУЧЕНИЕ ТРАНСГЕННЫХ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ
КЛЕТОК КРЫСЫ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СИСТЕМЫ CRISPR/Cpf1

ДЛЯ ИНДУЦИРУЕМОГО НОКАУТА ГЕНОВ
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ВВЕДЕНИЕ

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) –
это полученный из внутренней клеточной мас"
сы бластоцист тип клеток, для которого харак"
терны свойства самообновления и плюрипотент"
ности [1, 2]. Данные свойства обуславливают
широкое применение ЭСК для изучения про"
цессов раннего развития и дифференцировки
клеток. Одним из важных объектов биологии
является серая крыса (Rattus norvegicus). Крыса
используется в качестве модельного объекта в
различных областях, среди которых исследова"
ния в области физиологии, токсикологии, пове"
дения, а также моделирование генетических за"

болеваний [3]. ЭСК крысы были впервые полу"
чены в 2008 г. [4, 5]. Тем не менее количество ра"
бот, посвящённых ЭСК крысы, в том числе и с
использованием современных методов редакти"
рования генома, очень мало.

Одним из распространённых инструментов
изучения функций генов является их нокаут.
Появление систем редактирования генома, и в
частности системы CRISPR/Cas9, позволяющей
вносить одноцепочечные или двуцепочечные
разрывы в интересующие участки генома, дало
возможность эффективно и в короткие сроки
получать нокаут целевых генов [6]. Однако при
использовании систем редактирования генома в
результате получается гетерогенная популяция
клеток, в которой количество клеток с нокаутом
целевого гена зависит от эффективности достав"
ки компонентов CRISPR/Cas в клетки и актив"
ности выбранной направляющей РНК (нРНК).
Кроме того, данный подход не работает в случае
изучения жизненно важных для клеток генов, а
также при изучении функций генов в ходе диф"
ференцировки или репрограммирования клеток.
В данных случаях наиболее применим метод ин"
дуцируемого нокаута, которого можно достичь
при использовании системы CreERT2/loxP. Хи"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : нРНК – направляющая
РНК; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; AvSA –
сайт сплайсинга аденовируса; CreERT2 – тамоксифен"ин"
дуцируемая Cre"рекомбиназа; CRISPR/Cas9 – короткие
палиндромные повторы, регулярно расположенные груп"
пами/CRISPR"ассоциированный белок 9 (clustered regular"
ly interspaced short palindromic repeats/CRISPR"associat"
ed 9); CreERT2 – тамоксифен"индуцируемая Cre"реком"
биназа; GFP – зеленый флуоресцентный белок (green fluo"
rescent protein); 4"OHT – 4"гидрокситамоксифен; NeoR –
ген устойчивости в неомицину.

* Адресат для корреспонденции.
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мерный белок тамоксифен"зависимая Cre"ре"
комбиназа (CreERT2) состоит из Cre"рекомби"
назы, соединённой с мутантным лиганд"связы"
вающим доменом эстрогенового рецептора че"
ловека, и локализуется в цитоплазме клетки.
Добавление 4"гидрокситамоксифена (4"OHT)
приводит к транслокации CreERT2 в ядро и ре"
комбинации между loxP"сайтами [7]. В свою
очередь, ЭСК, экспрессирующие CreERT2,
можно получить путём интеграции данного
трансгена в локус Rosa26 методом гомологичной
рекомбинации с использованием системы
CRISPR/Cas. В последние годы значительно
увеличилось количество известных CRISPR/
Cas"систем для редактирования генома [8]. Наи"
более используемой системой является CRISPR/
SpCas9 из Staphylococcus pyogenes [6]. Для редак"
тирования генома также адаптированы и ис"
пользуются системы CRISPR/SaCas9 из Staphylo)
coccus aureus и CRISPR/Cpf1 [9, 10]. К настоя"
щему времени для гомологичной рекомбинации
в ЭСК крысы использовали только систему
CRISPR/SpCas9 [11–14].

Ранее нами были получены и полностью
охарактеризованы ЭСК крысы [15–17]. В дан"
ной работе мы протестировали три CRISPR сис"
темы на предмет внесения двуцепочечных раз"
рывов в локус Rosa26. Мы получили ЭСК кры"
сы, экспрессирующие тамоксифен"зависимую
Cre"рекомбиназу с использованием систе"
мы CRISPR/Cpf1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение донорного плазмидного вектора.
Создание донорного вектора для рекомбинации
осуществляли в несколько этапов, последова"
тельно клонируя необходимые части в плазмиду
pBluescript II SK (+) («Agilent Technologies»,
США), используя реакции гидролиза эндонук"
леазами рестрикции и лигирование. На первом
этапе мы амплифицировали ген CreERT2 и сайт
полиаденилирования, используя в качестве мат"
рицы плазмиду MXS_PGK::CreERT2"bGHpA
(«Addgene», США, #62444) [18], и клонировали
в pBluescript II SK(+) по сайтам рестрик"
ции EcoRI и SmaI. Далее произвели встройку
акцепторного сайта сплайсинга аденовиру"
са (AvSA) по сайтам рестрикции KpnI и ApaI,
используя пару комплементарных олигонуклео"
тидов. На следующем этапе была произведена
встройка последовательности, кодирующей
T2A"пептид, по сайтам XhoI и EcoRI с исполь"
зованием пары комплементарных олигонуклео"
тидов. Ген устойчивости к неомицину амплифи"
цировали, используя в качестве матрицы плаз"

миду AAVS1"Neo"M2rtTA («Addgene», #60843)
[19], и встроили в pBS"AvSA"T2A"CreERT2 по
сайтам ApaI и XhoI. Плечи гомологии к первому
интрону Rosa26 крысы были получены с по"
мощью ПЦР с использованием геномной ДНК,
выделенной из ЭСК крысы. Для того, чтобы
предотвратить внесение двуцепочечных разры"
вов в донорный вектор и в ДНК после встройки
трансгена мы расположили протоспейсер на
стыке плеч гомологии и внесли мутацию в при"
лежащий к протоспейсеру мотив (PAM"сайт).
Сначала была произведена встройка левого пле"
ча гомологии по сайту KpnI, затем правого пле"
ча гомологии – по сайтам SpeI и NotI. Все оли"
гонуклеотиды («Биоссет», Россия), использо"
ванные для амплификации и клонирования
фрагментов, приведены в табл. 1. Правильность
сборки плазмидных конструкций и отсутствие
замен нуклеотидов проверяли на каждом этапе
клонирования с использованием секвенирова"
ния по Сэнгеру. Для электропорации в клетки
крысы донорный вектор был линеаризован по
сайтам рестрикции NotI и BglI. Полученные
фрагменты разделяли с помощью электрофоре"
за в 1%"ном агарозном геле, необходимый фраг"
мент вырезали и очищали с использованием на"
бора Wizard SV Gel and PCR Clean"Up System
kit («Promega», США). Все приведенные в дан"
ной работе эндонуклеазы рестрикции были
приобретены в компании «New England
Biolabs», (США).

Плазмиды систем CRISPR/Cas, использован<
ные в работе. В данной работе мы использовали
системы доставки компонентов CRISPR/Cas9,
состоящие из двух плазмид. Одна плазмида ко"
дировала нуклеазу, а вторая – нРНК и зеленый
флуоресцентный белок (GFP) для оценки эф"
фективности электропорации. Для доставки
компонентов системы CRIPSR/SpCas9 мы ис"
пользовали плазмиды pX330"U6"Chimeric_BB"
CBh"hSpCas9 («Addgene», #42230) [20] и pX552"
U6"Sp"gRNA"CMV"GFP. pX552"U6"Sp"gRNA"
CMV"GFP была получена на основе плазмиды
pX552 («Addgene», #60958) [21] путём замены
промотора и удаления KASH"домена. Для до"
ставки компонентов системы CRIPSR/SaCas9
мы использовали pX601"CMV"SaCas9, которая
была получена путём замены промотора
miniCMV на полноценный CMV"промотор в
плазмиде pX601 miniCMV"SaCas9"SpA"sgRNA
(«Addgene», #107055), и pX552"U6"Sa"gRNA"
CMV"GFP, которая была получена путём заме"
ны скаффолда для нРНК в плазмиде pX552"U6"
Sp"gRNA"CMV"GFP. Для доставки компонен"
тов CRIPSR/Cpf1 мы использовали плазмиды
pTE4560 («Addgene», #107526) [22] и pAsCpf1"
2NLS, сконструированную путём замены фраг"
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мента BstXI–EcoRI в pAsCpf1(TYCV)(BB)
(pY211) («Addgene», #89352) [23] на фрагмент
BstXI–EcoRI из плазмиды pY010 (pcDNA3.1"
hAsCpf1) («Addgene», #69982) [10].

Подбор нРНК осуществляли с использова"
нием онлайн"программы Cas"Designer (http://
www.rgenome.net/cas"designer/) [24]. Последова"
тельности протоспейсеров представлены в
табл. 2.

Культивирование ЭСК крысы. Используемые
в данной работе ЭСК крысы были получены и
охарактеризованы ранее [17]. ЭСК культивиро"
вали на слое митотически инактивированных
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Название
пары олиго"
нуклеотидов

CreERT2pA

AvSA

T2A

NeoR

HA"L

HA"R

F1/R1

F2/R2

Oct4

Sox2

Nanog

Cre

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, используемых в работе

Описание

праймеры для амплификации гена
CreERT2 с сайтом полиаденилирования

комплементарные олигонуклеотиды для
встройки сайта сплайсинга аденовируса

комплементарные олигонуклеотиды для
встройки последовательности, кодирую"
щей T2A"пептид

праймеры для амплификации гена ус"
тойчивости к неомицину

праймеры для амплификации левого пле"
ча гомологии к первому интрону Rosa26

праймеры для амплификации правого пле"
ча гомологии к первому интрону Rosa26

праймеры для анализа встройки транс"
гена

праймеры для анализа биаллельности
встройки трансгена и для анализа доли
инсерций/делеций при действии
CRISPR/Cas систем

праймеры для анализа уровня экспрес"
сии Oct4

праймеры для анализа уровня экспрес"
сии Sox2

праймеры для анализа уровня экспрес"
сии Nanog

праймеры для анализа уровня экспрес"
сии Cre"рекомбиназы

Последовательность (5′–3′)

GAGTCGAATTCTGGCCACCATGTCCAATTTACT,
CGAATTGGTCGACCATAGAG

CTAGGGCGCAGTAGTCCAGGGTTTCCTTGATGATGTCAT"
ACTTATCCTGTCCCTTTTTTTTCCACAGCTCGCGGTTGA"
GGACAAACTCTTCGCGGTCTTTCCAGTGGGCC,
CACTGGAAAGACCGCGAAGAGTTTGTCCTCAACCGCGA"
GCTGTGGAAAAAAAAGGGACAGGATAAGTATGACATCAT"
CAAGGAAACCCTGGACTACTGCGCCCTAGGTAC

TCGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACG"
TGGAGGAGAATCCCGGCCC,
AATTGGGCCGGGATTCTCCTCCACGTCACCGCATGTTA"
GAAGACTTCCTCTGCCCTC

CCTAGGGGGCCCGCCACCATGGGATCGGCCATTGAACA,
CGGATCTCGAGAGAAGAACTCGTCAAGAAGGC

AGTCTTGGTACCACGCGTTGCAAACGGGATTCCTCCTT,
AGTCATGGTACCTCTAAGATCAGGAGAGAGGG

CCTGATACTAGTGTCCGATGACTCATGCAACCAG,
ATTGTAGCGGCCGCCTGCGCACACCACCCTAAAA

TCATGCAAGTTCAGTCCCTAAG,
GCCCAGTCATAGCCGAATAG

GATCCGCCCTGGAGAATTT,
AAGCTCTCTGAACTGTGAATAGG

CACACTCTACTCGGTCCCTT,
TGCTTTCAATTCCTCCCCA

TATCGAGATAAACATGGCAA,
CAGAATCAAAACCCAGCAA

TACCTCAGCCTCCAGCAGAT,
GCAATGGATGCTGGGATACT

CTGACGGTGGGAGAATGTTAAT,
CATCGCTCGACCAGTTTAGTT

Система
CRISPR

SpCas9

SaCas9

Cpf1

Таблица 2. Последовательности протоспейсеров, использо"
ванных в работе

PAM

AGG
TGG
TGG

GGGAAT
TTGGAT

TTTC
TTTG
TTTC

Последовательность (5′–3′)

GACTTCTAAGATCAGGAGAG
CCAATCCCTAGACAGAGCAC
GTGTATGAAACTAATCTGTC

ACTTCTAAGATCAGGAGAGA
GCCAGTGCTCTGTCTAGGGA

ATGAGTCATCGGACTTCTAAGAT
TGGTGTATGAAACTAATCTGTCT
ATACACCACAAATCGAGGCTGTA

#

1
2
3

1
2

1
2
3
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фибробластов мыши в культуральной среде
advanced N2B27, состоящей из смеси сре"
ды Neurobasal с добавкой B"27 и advanced
DMEM/F"12 с добавкой N"2 в пропорции 1/1,
кроме того в состав среды входит GlutaMAX,
5000 ЕД./мл смеси пенициллин/стрептомицин,
0,1 мМ 2"меркаптоэтанол, 1000 ЕД./мл LIF мы"
ши, 1 мкМ PD0325901, 3 мкМ CHIR99021. Куль"
туральные среды и добавки произведены в ком"
пании «Gibco» США, фактор, ингибирующий лей"
кемию мыши (LIF), PD0325901 и CHIR99021 –
в компании «StemRD», США. Клетки культиви"
ровали в CO2"инкубаторе при 37 °C, в атмосфе"
ре 5% CO2 при 90% влажности. Рекомбинацию
между loxP"сайтами индуцировали путём добав"
ления 4"OHT («Sigma"Aldrich», США) в культу"
ральную среду в концентрации 0,1 мкМ.

Электропорация ЭСК крысы. Клетки пассиро"
вали за 24 ч до электропорации и добавляли в
культуральную среду ингибитор Rho"киназы Y"
27632 («Abcam», Великобритания) в концентра"
ции 5 мкМ. На следующий день ЭСК крысы де"
загрегировали до одноклеточного состояния и
промывали дважды PBS («Биолот», Россия).
4 × 105 клеток ресуспендировали в 100 мкл буфе"
ра R (Invitrogen», США) с добавлением плазмид"
ной ДНК и электропорировали с использовани"
ем прибора Neon Transfection System («Invitrogen»,
США). После электропорации ЭСК высаживали
в новую ячейку с предварительно подогретой до
37 °C средой advanced N2B27 с добавлением
5 мкМ Y"27632 и не содержащей антибиотики.
На следующие сутки производили смену культу"
ральной среды на advanced N2B27 без Y"27632 и с
добавлением антибиотиков.

Для анализа активности различных CRISPR/
Cas"систем мы электропорировали клетки
10 мкг плазмидной ДНК в молярном соотноше"
нии 1 : 1. Для интеграции трансгена мы исполь"
зовали 4 мкг плазмиды, кодирующей нРНК,
6 мкг плазмиды, кодирующей Cpf1, и 3 мкг ли"
неаризованного донорного вектора.

Селекция ЭСК крысы на среде с антибиоти<
ком. На третьи сутки после электропорации с
донорным вектором и плазмидами системы
CRISPR/Cpf1 ЭСК крысы пересаживали в кло"
нальной плотности на слой митотически"инак"
тивированных фибробластов мыши линии DR4.
В культуральную среду добавляли антибиотик
G418 («Gibco», США) в концентрации
250 мкг/мл. Селекцию проводили в течение
7 дней. На восьмой день выжившие колонии ме"
ханически пересаживали в отдельные лунки
48"луночного планшета и размножали для даль"
нейшего анализа и криоконсервации.

Выделение ДНК из ЭСК крысы и ПЦР<ана<
лиз. Выделение ДНК осуществляли с использо"

ванием реагента QuickExtract DNA Extraction
Solution («Lucigen», США) по протоколу произ"
водителя. Полученный лизат разбавляли в 6 раз
и использовали 3,5 мкл в реакции ПЦР.
ПЦР проводили с помощью набора БиоМастер
HS"Taq ПЦР"Color («Биолабмикс», Россия) на
амплификаторе T100 («Bio"Rad», США). Ис"
пользованные в работе праймеры для ПЦР
представлены в табл. 1.

Вестерн<блот<анализ. Клетки дезагрегирова"
ли, промывали дважды в PBS и лизировали в бу"
фере RIPA (150 мМ NaCl, 1% IGEPAL CA"630,
0,5% дезоксихолат натрия, 0,1% додецилсульфат
натрия, 50 мМ Tris"HCl, pH 8,0, ингибиторы
протеаз («Roche», Германия)) в течение 30 мин
при 4 °C и постоянном перемешивании. Лизаты
центрифугировали при 13 500 g в течение 20 мин
при 4 °C. Белки разделяли в денатурирующем
7%"ном полиакриламидном геле и переносили
на PVDF"мембрану («Bio"Rad»). Мембрану бло"
кировали в TBS (50 мМ Tris"HCl pH 7,6,
150 мМ NaCl), содержащем 0,1% (v/v) Tween 20 и
5% обезжиренного сухого молока («Cell Signaling
Technology», США), затем инкубировали с анти"
телами к Cre"рекомбиназе (кроличьи IgG, «Cell
Signaling Technology», США, #12830, 1 : 1000) и
к GAPDH (кроличьи IgG, «Cell Signaling
Technology», США, #2118, 1 : 1000). Для детек"
ции белков использовали вторичные антитела,
конъюгированные с пероксидазой хрена
(«Jackson ImmunoResearch», Великобритания,
#111"035"144, 1 : 40 000), и набор Clarity Max
Western ECL Substrate («Bio"Rad»).

Спонтанная дифференцировка in vitro и имму<
нофлуоресцентное окрашивание. Спонтанную
дифференцировку ЭСК крысы проводили в мо"
нослое по описанному ранее протоколу [17].
Иммунофлуоресцентное окрашивание прово"
дили на 21 день дифференцировки по протоко"
лу, описанному ранее [25]. Для иммуноокраши"
вания использовали первичные антитела про"
тив TUBB3 (мышиные IgG, «BioLegend», США,
#801201, 1 : 500), KRT18 (мышиные IgG,
«Abcam», Великобритания, #ab668, 1 : 100),
aSMA (мышиные IgG, «Dako», США, #M0851,
1 : 100) и вторичные антитела Goat anti"Mouse
IgG (H + L) Secondary Antibody, Alexa Fluor 488
(«Thermo Fisher Scientific», США, #A11029,
1 : 400), Goat anti"Mouse IgG2a Cross"Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa Fluor 568 («Thermo
Fisher Scientific», #A21134, 1 : 400). Для окраши"
вания ядер использовали 4′,6"диамидино"2"фе"
нилиндол (DAPI, «Sigma"Aldrich»). Окрашен"
ные клетки анализировали с использованием
микроскопа Eclipse Ti"E («Nikon», Япония).

Выделение РНК, синтез кДНК и анализ
экспрессии генов методом ОТ<ПЦР. РНК из кле"
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ток выделяли с помощью реагента TRIzol
(«Invitrogen») и затем использовали в реакции
синтеза кДНК по методу обратной транскрип"
ции с помощью обратной транскриптазы
SuperScript III («Invitrogen») и Random Hexamer
Primer («Thermo Scientific», США). Уровень
экспрессии определяли по методу полуколиче"
ственной ПЦР в реальном времени с использо"
ванием набора БиоМастер HS"qPCR SYBR Blue
(«Биолабмикс») на приборе LightCycler 480
System («Roche»). Анализ уровня экспрессии
проводили в трёх независимых повторах.

Проточная цитофлуорометрия. Анализ клеток
методом проточной цитофлуорометрии прово"
дили на приборе FACSAria III («Becton
Dickinson», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Активность различных CRISPR/Cas систем в
локусе Rosa26 крысы. В настоящей работе мы ре"
шили протестировать три CRISPR"систе"
мы (SpCas9, SaCas9 и Cpf1 из Acidaminococ)
cus sp. BV3L6) для внесения двуцепочечных раз"
рывов в локус Rosa26 крысы. Для систем
CRISPR/SpCas9 и CRISPR/Cpf1 было подобра"
но по три нРНК, а для системы CRISPR/
SaCas9 – две нРНК в первом интроне Rosa26
(рис. 1, а, табл. 2). Выбранные нРНК клонирова"
ли в соответствующие плазмиды. Плазмиды до"
ставляли в ЭСК крысы методом электропорации.
Через 48 ч после электропорации из клеток вы"

деляли геномную ДНК, амплифицировали целе"
вые участки с использованием пары праймеров,
фланкирующих места внесения разрывов (па"
ра F2 и R2 в табл. 1), и секвенировали ПЦР про"
дукты по методу Сэнгера. Процент инсер"
ций/делеций, образующихся в результате репа"
рации двуцепочечных разрывов ДНК и свиде"
тельствующий о примерной эффективности
CRISPR"системы с конкретной нРНК, оценива"
ли с использованием онлайн программы TIDE
(https://tide.nki.nl/) [26]. Процент инсерций/де"
леций, генерируемый исследуемыми CRISPR"
системами с выбранными нРНК, составил при"
мерно от 30 до 60% (рис. 1, б). При этом наиболь"
шую эффективность внесения разрывов в целе"
вом участке ДНК показали системы CRISPR/
SaCas9 с нРНК #1 и CRISPR/Cpf1 с нРНК #1.
Полученные результаты свидетельствуют о том,
что данные CRISPR"системы с выбранными
нРНК могут быть использованы для интеграции
трансгенов в первый интрон Rosa26 в ЭСК кры"
сы. Ранее в ряде исследований было показано,
что Cpf1 демонстрирует низкую нецелевую ак"
тивность по сравнению с Cas9 [27, 28]. На осно"
вании этого мы выбрали Cpf1 с нРНК #1 для
дальнейших экспериментов по внесению транс"
гена в локус Rosa26 крысы.

Получение ЭСК крысы, экспрессирующих та<
моксифен<индуцируемую Cre<рекомбиназу. Для
интеграции CreERT2 в локус Rosa26 крысы мы
создали плазмидный донорный вектор, несу"
щий сайт сплайсинга аденовируса, ген устойчи"
вости к неомицину и CreERT2. Данные элемен"
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Рис. 1. а – Схема расположения выбранных протоспейсеров в локусе Rosa26; б – результаты анализа доли инсерций/де"
леций, полученных при действии CRISPR/Cas"систем с выбранными протоспейсерами. (С цветным вариантом рисунка
можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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ты были фланкированы плечами гомологии
(~800 п.н.) к первому интрону Rosa26 (рис. 2, а).

ЭСК крысы (линия dB50) [17] были электро"
порированы линеаризованным донорным век"
тором и плазмидами, экспрессирующими Cpf1
и нРНК #1. Через 24 ч после электропорации
начали селекцию клеток на среде с антибиоти"
ком G418, и проводили ее в течение 7 дней.
В результате селекции было получено 14 субкло"
нов ЭСК, которые затем были механически пе"
ресажены в отдельные лунки культурального
планшета и размножены. Полученные субкло"
ны были проанализированы на наличие встрой"
ки трансгена с помощью ПЦР с парой прайме"
ров F1 и R1, в результате анализа было показа"
но, что 12 из них содержат целевую встрой"

ку (рис. 2, б). Для проверки, произошла ли
встройка трансгена в один или два алле"
ля Rosa26, провели ПЦР"анализ с парой прай"
меров F2 и R2, фланкирующих сайт внесения
двуцепочечного разрыва (рис. 2, в). В результате
было выявлено два субклона (6 и 8), несущих
встройку трансгена в оба аллеля. Секвенирова"
ние второго аллеля Rosa26 в субклонах со
встройкой только в одном аллеле показало, что
в данных субклонах в районе протоспейсера со"
держатся короткие делеции (рис. 2, г).

Все полученные трансгенные субклоны ЭСК
крысы сохранили морфологию, характерную для
данного типа клеток (рис. 3, а). Далее мы выбра"
ли три субклона, два из которых несли встройку
в оба аллеля, для подтверждения того, что дан"
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Рис. 2. а – Схема гомологичной рекомбинации в локусе Rosa26; б – результаты ПЦР"анализа субклонов на наличие целе"
вой встройки трансгена в локус Rosa26; М – маркёр молекулярного веса ДНК Start 250 («Биолабмикс»), 1–14 – получен"
ные субклоны; в – результаты ПЦР"анализа субклонов с использованием пары праймеров, фланкирующих протоспейсер,
отсутствие ПЦР"продукта свидетельствует о встройке трансгена в оба аллеля; г – результаты секвенирования второго ал"
леля Rosa26 в трёх полученных субклонах
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ные клетки сохранили плюрипотентные свой"
ства, а также для анализа экспрессии трансгена.
В результате было показано, что выбранные
субклоны сохранили экспрессию основных мар"
кёров плюрипотентности, а также способность
образовывать производные всех трёх зародыше"
вых листков при дифференцировке in vitro
(рис. 3, б, в). С использованием методов ПЦР и
вестерн"блоттинга была выявлена экспрессия

мРНК CreERT2 и наличие белка соответствую"
щего размера (~75 кДа, рис. 3, г, д). При этом в
субклоне 8 наблюдается сниженный уровень
экспрессии мРНК CreERT2 и синтезируемого
белка по сравнению с субклонами 6 и 10. Так как
в случае Cre"рекомбиназы уровень экспрессии
не влияет на функциональность трансгена, то
можно заключить, что получено три субклона
ЭСК крысы, экспрессирующих CreERT2.
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Рис. 3. Характеристика полученных трансгенных ЭСК крысы. а – Морфология колоний; б – относительный уровень
экспрессии основных маркёров плюрипотентности в сравнении с исходной линией ЭСК, «усы» обозначают стандартное
отклонение; в – иммунофлуоресцентное окрашивание производных, полученных при спонтанной дифференцировке
in vitro, c использованием антител к маркёрам эктодермы (β"тубулин III, TUBB3), эндодермы (цитокератин"18, KRT18) и
мезодермы (альфа"гладкомышечный актин, aSMA), ядра окрашены DAPI; г – относительный уровень экспрессии
CreERT2 в полученных субклонах, нормирование на субклон 6, «усы» обозначают стандартное отклонение; д – результа"
ты вестерн"блот"анализа с использованием антител против Cre"рекомбиназы и GAPDH в полученных субклонах;
е – сверху – схема репортёрного вектора; снизу – результаты анализа на проточном цитофлуориметре трансгенных ЭСК,
электропорированных репортёрным вектором без добавления и с добавлением 4"OHT
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Для того, чтобы подтвердить функциональ"
ность CreERT2 и его зависимость от тамоксифе"
на в полученных субклонах ЭСК крысы, мы соз"
дали репортёрную конструкцию на основе плаз"
миды pTE4560 путём клонирования зелёного
флуоресцентного белка (GFP) с сайтом полиаде"
нилирования фланкированными loxP"сайтами
между CBh"промотором и геном mCherry. Фраг"
мент для клонирования был получен путём рест"
рикции плазмиды p212 pCMV"EGFP/RFP
(«Addgene», #8389) [29] по сайтам KpnI. Полу"
ченную репортёрную плазмиду электропориро"
вали в трансгенные ЭСК без добавления и с до"
бавлением 4"OHT в культуральную среду. В ре"
зультате анализа на проточном цитофлуоримет"
ре было показано, что добавление 4"OHT приво"
дит к индукции рекомбинации между loxP"сай"
тами и активации экспрессии mCherry (рис. 3, е).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенной нами работы были
получены ЭСК крысы, экспрессирующие та"
моксифен"зависимую Cre"рекомбиназу с ис"
пользованием системы CRISPR/Cpf1. Получен"
ные трансгенные клетки сохранили экспрессию
основных маркёров плюрипотентности и спо"
собность дифференцироваться в производные
всех трёх зародышевых листков. Зависимость
Cre"рекомбиназы от тамоксифена была проде"
монстрирована с использованием репортёрного
плазмидного вектора. В настоящее время про"
водится мало исследований на ЭСК крысы, не"
смотря на широкое применение данного живот"
ного в качестве модельного объекта в различных
областях биологии. В связи с этим применение
новых систем редактирования генома и получе"
ние новых трансгенных линий ЭСК крысы поз"
волит расширить инструментарий для будущих
исследований. Известно, что культивирование
ЭСК крысы осложнено из"за их тенденции к
спонтанной дифференцировке, особенно при
низкой плотности клеток в культуре, которая
необходима для получения субклонов при
трансгенезе [30]. В данной работе мы подтвер"
дили, что условия культивирования, опублико"
ванные ранее и включающие применение
advanced DMEM/F"12, а также добавление ин"
гибитора Rho"киназы при электропорации,
способствуют отбору субклонов после геномно"
го редактирования [11].

Использование различных CRISPR"систем
расширяет возможности для редактирования ге"
номов. Нами было показано, что для встройки
трансгенов в локус Rosa26 крысы можно также
использовать систему CRISPR/Cpf1 с высокой

эффективностью. Интеграция трансгена клас"
сическим способом без использования систем
редактирования генома требует длинных плеч
гомологии и даже после селекции на среде с ан"
тибиотиком имеет низкую эффективность
[31, 32]. При этом в некоторых случаях исследо"
вателям не удавалось получить трансгенные
ЭСК крысы без использования системы
CRISPR/Cas9 [14]. В нашей работе мы исполь"
зовали плечи гомологии ~800 п.н., селекцию на
среде с антибиотиком, систему CRISPR/Cpf1, и
в результате доля субклонов ЭСК с корректной
целевой встройкой трансгена составила 85%.
Около 14% от всего количества субклонов несли
биаллельную встройку трансгена. Высокая эф"
фективность внесения двуцепочечных разрывов
с иcпользованием Cpf1 привела также к тому,
что в тех субклонах, которые несли моноаллель"
ную встройку трансгена, второй аллель содер"
жал короткие делеции, затрагивающие последо"
вательность протоспейсера. Таким образом, в
случае необходимости интеграции разных
трансгенов в один локус лучше использовать
стратегию одновременной встройки.

Важным моментом при использовании сис"
тем редактирования генома является возмож"
ность внесения нецелевых разрывов в ДНК.
При подборе протоспейсеров мы учитывали
предсказанные нецелевые эффекты и выбирали
те, которые имеют наименьшее количество по"
тенциальных нецелевых эффектов. В ряде работ
на клетках человека уровень нецелевых эффек"
тов был значительно ниже при использовании
Cpf1 по сравнению с Cas9, что является сущест"
венным преимуществом при выборе CRISPR"
системы [27, 28, 33, 34].

В настоящее время существует несколько
подходов для получения индуцируемого нокаута.
Часть из них основана на применении CRISPR/
SpCas9"системы. Так, например, платформа
iCRIPSR основана на доксициклин"индуцируе"
мой экспрессии Cas9, что требует интеграции
двух трансгенов в геном клеток и последующей
доставки нРНК [35]. При данном подходе полу"
чается неоднородная популяция клеток, только
часть из которых несёт нокаут целевого гена. До"
ля таких клеток зависит от эффективности до"
ставки нРНК, активности самой нРНК и доли
мутаций со сдвигом рамки считывания. Эффек"
тивность нокаута можно увеличить за счёт ис"
пользования нескольких нРНК [36]. Тем не ме"
нее применение iCRISPR"платформы для нока"
ута жизненно важных генов и в ходе дифферен"
цировки клеток является затруднительным.

Система CreERT2/loxP широко использует"
ся для получения индуцируемого нокаута in vivo
и in vitro [37, 38]. Применение CreERT2/loxP"
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ШЕРСТЮК, ЗАКИЯН

системы также позволяет провести нокаут во
всех клетках в культуре, кроме того, с использо"
ванием данной системы можно проводить нока"
ут кластеров микроРНК, длинных некодирую"
щих РНК и удалять регуляторные участки гено"
ма. Однако применение данной системы требу"
ет нескольких раундов трансгенеза клеток.
В данной работе нами был пройден только пер"
вый этап. Далее требуется провести интеграцию
loxP"сайтов для фланкирования целевых генов.
Встройка loxP"сайтов может быть осуществлена
с использованием плазмид или олигонуклеоти"
дов в качестве донорной ДНК. Использование
плазмид в качестве донорной ДНК может при"
вести к нецелевой встройке в случайном районе
генома, кроме того, конструирование донорно"
го вектора может занять длительное время, осо"
бенно если требуется провести нокаут протя"
женного кластера микроРНК. Использование
длинных олигонуклеотидов осложняется отсут"
ствием селективного маркёра, что в результате
может привести к долгому поиску клонов с би"
аллельной встройкой. В одной из работ авторам
удалось повысить эффективность встройки за
счёт селекции клеток, в которых активно идёт
процесс гомологичной рекомбинации [37].
В результате было показано, что биаллельная
встройка двух loxP"сайтов может быть осущест"
влена за один раунд трансгенеза. Таким обра"
зом, адаптация подходов для получения корот"

ких встроек в геном ЭСК крысы является пред"
метом дальнейших исследований.

В заключение, мы использовали систему ре"
дактирования генома CRISPR/Cpf1 для получе"
ния трансгенных ЭСК крысы, экспрессирую"
щих тамоксифен"индуцируемую Cre"рекомби"
назу. Полученные клетки представляют собой
платформу для дальнейших исследований как в
области редактирования генома, так и для изу"
чения функций генов.
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GENERATION OF TRANSGENIC RAT EMBRYONIC STEM CELLS
USING THE CRISPR/Cpf1 SYSTEM FOR INDUCIBLE GENE KNOCKOUT

V. V. Sherstyuk* and S. M. Zakian

The Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
630090 Novosibirsk, Russia; E)mail: svv@bionet.nsc.ru

Rat embryonic stem cells (ESCs) play an important role in the studies of genes involved in maintaining of pluripotent
state and early development of this model organism. To study functions of the essential genes, as well as the process"
es of cell differentiation, the method of induced knockout is widely used. The CreERT2/loxP system allows obtain"
ing an inducible knockout in cells expressing tamoxifen"inducible Cre recombinase (CreERT2) and containing loxP
sites flanking the target gene by adding 4"hydroxy tamoxifen to the culture medium. However, the rat ESC lines
expressing CreERT2 are absent. In this work, we tested three CRISPR/Cas systems for introduction of double"strand
breaks into the Rosa26 locus in the rat ESCs and inserted tamoxifen"dependent Cre recombinase into this locus using
the CRISPR/Cpf1 system. It was shown that the obtained transgenic rat ESC lines retained the characteristics of
pluripotent cells. Tamoxifen"inducible Cre recombinase activity was analyzed using a reporter vector.

Keywords: embryonic stem cells, rat, CRISPR/Cas, genome editing, Cre recombinase
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Участие карбоангидраз (КА) и КА�активности в функционировании фотосистемы 2 (ФС2) изучается давно
и показано во многих работах. Однако на данный момент только для CAH3 из Chlamydomonas reinhardtii име�
ются доказательства её ассоциации с донорной стороной ФС2, где КА�активность CAH3 может оказывать
влияние на функционирование водоокисляющего комплекса (ВОК). Результаты нашей работы свидетель�
ствуют о том, что CAH3 также участвует в организации нативной структуры ВОК независимо от её КА�ак�
тивности. Показано, что у препаратов ФС2 из дикого типа (ДТ) C. reinhardtii высокая O2�выделяющая ак�
тивность ВОК прослеживается вплоть до 100 мМ NaCl в среде измерения и практически не снижается при
увеличении времени инкубации с NaCl. При этом функция ВОК в ФС2 из мутанта cia3, лишенного CAH3,
значительно подавляется уже при концентрациях NaCl выше 35 мМ, достигая 50% при 100 мМ NaCl и уве�
личенном времени инкубации препаратов. Предполагается, что отсутствие CAH3 в ФС2 из cia3 вызывает
нарушение нативной структуры ВОК, позволяя более масштабные конформационные изменения его бел�
ков и, как следствие, подавление функции активного центра ВОК при повышении ионной силы среды. Ре�
зультаты вестерн�блот�анализа свидетельствуют о более затруднённом удалении белка PsbP в ФС2 из cia3
при повышенных концентрациях NaCl, по�видимому, за счёт изменений в межмолекулярных взаимодей�
ствиях между белками ВОК при отсутствии CAH3. При этом значения максимального квантового выхода
ФС2 практически не отличались у препаратов из ДТ и cia3, указывая на отсутствие влияния CAH3 на фото�
индуцированный перенос электронов в реакционном центре ФС2. Полученные результаты указывают на
участие белка CAH3 в нативной организации ВОК и, как следствие, в стабилизации его функционального
состояния в ФС2 из C. reinhardtii.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Chlamydomonas reinhardtii, карбоангидраза CAH3, фотосистема 2, водоокисляющий
комплекс, О2�выделяющая активность, белок PsbP.
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УЧАСТИЕ КАРБОАНГИДРАЗЫ CAH3 В СТРУКТУРНО�
ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ СТАБИЛИЗАЦИИ ВОДООКИСЛЯЮЩЕГО

КОМПЛЕКСА ФОТОСИСТЕМЫ 2 ИЗ Chlamydomonas reinhardtii
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ВВЕДЕНИЕ

Металлсодержащие ферменты карбоангид�
разы (EC 4.2.1.1) (КА), катализирующие мед�
ленную спонтанную реакцию CO2 + H2O ↔
↔ HCO3

– + H+, широко представлены в фото�
синтезирующих организмах [1–5].

В зеленой микроводоросли Chlamydomonas
reinhardtii, являющейся классическим модель�
ным объектом для изучения фотосинтеза, при�
сутствует 12 генов, кодирующих различные изо�
формы КА, относящиеся к трём независимым
(из 8 известных на сегодняшний день) α, β

и γ семействам [3, 5, 6]. Недавно КА�подобные
белки стромы хлоропласта LCIB и LCIC (Low�
CO2 Inducible B� и C�белки соответственно), об�
разующие при активации CO2�концентрирую�
щего механизма (СКМ) димерные комплексы
LCIB–LCIC, окружающие пиреноид [7], также
отнесли к β�КА, хотя показать КА�активность
комплекса LCIB–LCIC, содержащего один
атом Zn, авторам не удалось [8]. Считается, что
большинство КА в C. reinhardtii прямо или опос�
редованно вовлечены в СКМ, значительно по�
вышающий содержание Ci (CO2 и HCO3

–) в
строме хлоропласта [9]. Это необходимо для
смещения активности рибулозо�1,5�бифосфат
карбоксилазы�оксигеназы (EC 4.1.1.39) (Рубис�
ко) в сторону ассимиляции СО2 в цикле Кальви�
на–Бенсона [10].

CAH3 является последней из трёх α�КА най�
денных в C. reinhardtii. Как было установлено,
фермент локализуется в люмене тилакои�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БК – бикарбонат, HCO3
−;

ВОК – водоокисляющий комплекс; ДТ – дикий тип;
cia3 – мутант, лишенный CAH3 в люмене тилакоидов;
КА – карбоангидраза; СКМ – СО2�концентрирующий ме�
ханизм; ФС2 – фотосистема 2; Хл – хлорофилл;
ЭА – этоксизоламид.

* Адресат для корреспонденции.
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дов [11, 12]. Изначально для CAH3 также было
предположено участие в СКМ [11, 12], и в ходе
дальнейших исследований это предположение
отчасти подтверждалось. Так, с помощью им�
муннодетекции с использованием первичных
антител к CAH3 и электронной микроскопии
было показано высокое присутствие белка
CAH3 в люмене тилакоидов, пронизывающих
пиреноид. Предполагалось, что ускорение фер�
ментом реакции дегидратации бикарбона�
та (БК) (HCO3

– + H+ → CO2 + H2O) повышает
там количество СО2, который свободно диф�
фундирует через тилакоидную мембрану к Ру�
биско, сконцентрированной в пиреноиде
[13, 14]. Более того, было показано, что фосфо�
рилирование CAH3 при активации СКМ приво�
дит к повышению содержания молекул фермен�
та в тилакоидах пиреноида [15].

Тем не менее одновременно с этим было оп�
ределено, что уровень экспрессии гена, кодиру�
ющего CAH3, слабо варьирует даже при значи�
тельном снижении содержания CO2 [15, 16] в от�
личие от уровней экспрессии генов других КА,
участие которых в СКМ было установлено [16].
Подавление формирования пиреноида, т.е. бло�
кирование активации СКМ, также не оказывало
влияния на уровень экспрессии этого гена [17].

В ряде работ было показано, что CAH3 явля�
ется мембраносвязанным белком в значитель�
ном количестве присутствующим в мембранных
препаратах, обогащённых фотосистемой 2
(ФС2) [15, 18–21], но отсутствующим в мембра�
нах ламелл, содержащих преимущественно
комплексы фотосистемы 1 и цитохромного b6 f�
комплекса [18, 19]. Добавление рекомбинантно�
го белка CAH3 к препаратам ФС2, изолирован�
ным из мутанта cia3, лишенного CAH3, показа�
ло полное связывание белка с мембранной
фракцией, т.е. с ФС2 [22].

Отсутствие белка CAH3 в люмене тилакои�
дов в cia3 приводило к значительному фотоинги�
бированию функции ФС2 светом интенсив�
ностью 2200 мкмоль фотонов·м–2·с–1 в отличие
от дикого типа (ДТ), что полностью предотвра�
щалось добавлением избытка БК [19]. В то же
время одинаковая с cia3 степень фотоингибиро�
вания ФС2 в клетках ДТ наблюдалась в присут�
ствии ингибитора КА этоксизоламида (ЭА) [19].
Для ДТ в присутствии ЭА также было показано
значительно сниженное стимулирование фото�
синтетического выделения О2 низкими концент�
рациями БК (0–60 мкМ) в среде, обедненной по
CO2/HCO3

–, в результате чего кривая зависимос�
ти О2�выделяющей активности от концентрации
БК была близка к таковой, полученной для
cia3 [18]. Все это свидетельствовало о том, что
CAH3 за счёт своей КА�активности оказывает

влияние на функционирование ФС2, вероятно,
взаимодействуя с её донорной стороной [18, 19].

Исследования по реконструкции фотосинте�
тической активности ФС2 из cia3 рекомбинант�
ным белком CAH3 в среде, обеднённой по
CO2/HCO3

– при рН 5,5, показало возрастание
О2�выделяющей активности ФС2 в присутствии
БК более чем на 70%, при этом максимальное
стимулирование наблюдалось уже при 250 мкМ
БК [22]. Также было определено, что для прояв�
ления максимальной фотосинтетической актив�
ности ФС2 рекомбинантный белок CAH3 дол�
жен присутствовать (связаться) с ней в соотно�
шении 1/1 [22]. Было предположено, что дегид�
ратазная КА�активность CAH3 ускоряет реак�
цию между протонами и ионами БК, стимулируя
таким образом отвод H+ от активного центра во�
доокисляющего комплекса (ВОК), поддерживая
его высокую активность [22]. Это предположе�
ние согласовывалось с данными, полученными
при рН > 6,5 [20, 21]. Так, отсутствие CAH3 (cia3)
приводило к более выраженному подавлению
фотосинтетической активности ФС2 при сме�
щении рН от оптимального для ВОК диапазо�
на (6,2–6,5) в сторону щелочных значений.
При рН 7,0 разница между фотосинтетическими
активностями ФС2 из ДТ и cia3 была макси�
мальной и достигала ~20%. При этом ингибито�
ры КА снижали активность ФС2 из ДТ до уров�
ня cia3, указывая на роль КА�активности CAH3.
В свою очередь, добавление БК восстанавливало
активность ФС2 из cia3 до уровня ДТ, указывая
на роль реакции между ионами БК и протонами
(дегидратазное направление), выделяющимися
от ВОК со скоростью до 75 H+/с [20].

Гидратазная КА�активность CAH3 (CO2 +
+ H2O → HCO3

– + H+) была определена как для
рекомбинантного белка со значением ~300 еди�
ниц Вильбур–Андерсона на 1 мг белка [23], так
и для мембранных препаратов, обогащенных
ФС2, со значением 30–50 единиц Вильбур–Ан�
дерсона на 1 мг хлорофилла (Хл) [15, 20]. Изуче�
ние этой активности CAH3 c помощью масс�
спектрометрии выявило необычный для α�КА
рН�оптимум в области 6,5, что удивительно сов�
падает с pH�оптимумом для ВОК [24].

Функциональная активность ВОК определя�
ется белками, входящими в его состав и окружа�
ющими его активный центр. Для зеленых водо�
рослей и высших растений это в основном три
белка – PsbO, PsbP и PsbQ [25, 26]. Удаление да�
же одного из них приводит к значительным кон�
формационным изменениям в нативной струк�
туре ВОК [27], в том числе и в белковом окруже�
нии его активного центра, и, как следствие, к
критическому снижению его активности
[28, 29]. Состав и свойства (в том числе рН и



ионная сила) среды, в которую обращён ВОК и
которая in vivo представлена люменом тилакои�
да, по�видимому, также могут оказывать влия�
ние на активность «собранного» ВОК через кон�
формационные изменения белков. Имеются
данные о возможном участии белка CAH3 в ор�
ганизации нативной структуры ВОК. Напри�
мер, было обнаружено, что ФС2 из cia3 характе�
ризуются повышенным содержанием низкопо�
тенциальной редокс�формы цитохрома b559,
белка корового комплекса ФС2, по сравнению с
ФС2 из ДТ [21]. Согласно литературным дан�
ным, нарушение нативной структуры ВОК при�
водит к увеличению доли низкопотенциальной
редокс�формы цитохрома b559 [30, 31], по�ви�
димому, в результате взаимодействия белка PsbE
цитохрома b559 c белком PsbP ВОК [32]. В то же
время с помощью быстрой OJ(I)P�кинетики
возрастания флуоресценции Хл а были получе�
ны данные, свидетельствующие о затруднённом
переносе электронов между QA и QB на акцеп�
торной стороне ФС2 из cia3 по сравнению с
ФС2 из ДТ [21], что могло быть следствием кон�
формационных изменений белков кора
ФС2 [33–35], вызванных нарушением структу�
ры ВОК при отсутствии CAH3. Значительные
конформационные изменения суперкомплекса
ФС2, вызванные удалением отдельных бел�
ков ВОК, были ранее показаны с помощью
электронной микроскопии с последующим ана�
лизом одночастичных изображений [36]. При
этом кинетика окисления QA после единичной
насыщающей вспышки действительно замедля�
лась, что свидетельствовало о снижении скорос�
ти переноса электронов между QA и QB [37, 38].

Таким образом, белок CAH3 может локали�
зоваться в непосредственной близости от белков
ВОК, оказывая влияние на их пространствен�
ную организацию, тем более что присутствие
CAH3 в изолированных коровых комплексах
ФС2 было ранее показано [15, 19]. Как след�
ствие, сборка ВОК в отсутствие CAH3 может
приводить к появлению небольших изменений
в его нативной структуре, что не оказывает вли�
яния на функцию ВОК при оптимальных усло�
виях, но явно проявляется при неоптимальных
или стрессовых условиях, таких как смещён�
ный рН [20–22], высокий свет [19], низкий уро�
вень СО2/HCO3

– [18, 19, 22].
В данной работе мы изучали функциональ�

ное и структурное состояния ВОК в препаратах
ФС2 из ДТ и cia3 C. reinhardtii в широком диапа�
зоне значений ионной силы в среде измерения
при оптимальном для функционирования ВОК
рН 6,5. Полученные данные свидетельствовали
о структурной роли белка CAH3 в нативной ор�
ганизации ВОК, поддерживающей его О2�выде�

ляющую активность вплоть до 100 мМ NaCl, по�
видимому, за счёт сохранения конформацион�
ной структуры всего комплекса, в том числе ак�
тивного центра ВОК. Роль CAH3 обсуждается в
сравнении с белками ВОК, в частности с PsbP,
удаление или отсутствие которого критически
сказывается на функции ВОК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объектов исследования использо�
вали мембранные препараты, обогащенные
ФС2, изолированные из двух штаммов зеленой
микроводоросли C. reinhardtii: мутант, лишен�
ный клеточной стенки CC�503 cw92 mt+, ис�
пользуемый в данном исследовании в качестве
ДТ, и двойной мутант cia3, лишенный клеточ�
ной стенки и карбоангидразы CAH3 в люмене
тилакоидов. Оба штамма использовались в
опубликованных ранее работах [15, 18–22].
Культуры водорослей выращивали в одинако�
вых условиях при температуре 25 °С, продува�
нии воздухом, обогащенным 5% CO2, непре�
рывном освещении люминесцентными лампа�
ми («холодный» белый свет) с интенсивностью
света 90–100 мкмоль фотонов·м–2·с–1. Клетки
собирали на экспоненциальной фазе роста.

Для изолирования ФС2 применяли методи�
ку, описанную ранее [20, 21], c изменениями.
Клетки осаждали центрифугированием при
3000 g, 10 мин, осадок ресуспендировали в ох�
лажденном буфере А (50 мМ Hepes�NaON,
pH 7,8, 100 мМ NaCl, 2 мМ EDTA). Непосред�
ственно перед разрушением клеток в буфер А
добавляли аскорбат Na до конечной концентра�
ции 1 мМ. Клетки разрушали с помощью ме�
ханического гомогенизатора типа Beadbeater
(«BioSpec», США) c использованием 0,5 мм
циркониевых бус (zirconia/silica, «BioSpec»),
4 цикла по 30 с охлаждением ячейки во льду
между циклами в течение 3–5 мин. На финаль�
ном этапе мембранные препараты, обогащён�
ные ФС2, ресуспендировали в охлажденном бу�
фере С (20 мМ MES�NaOH, pH 6,5, 15 мМ NaCl,
5 мМ MgCl2, 300 мМ сахароза) до концентрации
2–4 мг Хл/мл, гомогенизировали в присутствии
10% (v/v) глицерина и хранили при –70 °С.

Общую концентрацию Хл в препаратах оп�
ределяли спектрофотометрически после экс�
тракции пигментов 80%�ным ацетоном [39].

Скорость фотосинтетического выделения О2

измеряли при 25 °С с помощью электрода Клар�
ка в 1�мл ячейке («Hansatech», Великобритания)
в среде, содержащей 20 мМ MES�NaOH, pH 6,5
и 400 мМ сахарозы. Концентрацию NaCl в среде
измерения варьировали от 0 до 500 мМ в зависи�
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мости от эксперимента. В качестве экзогенных
доноров электрона использовали 1 мМ ферри�
цианид К и 0,2 мМ 2,6�дихлоро�p�бензохинон.
Интенсивность насыщающего света (λ > 600 нм)
составляла 1950 мкмоль фотонов·м–2·с–1. Конце�
нтрация Хл в ячейке во время измерений была
10 мкг/мл. Перед включением освещения пре�
параты уравновешивали в ячейке со средой из�
мерения в течение 3 мин. Полученные результа�
ты нормировались к значениям, измеренным
при 35 мМ NaCl, которые у ФС2 из ДТ и cia3
были близки и находились в диапазоне
275–283 мкмоль О2 (мг Хл·ч)–1.

Переменную флуоресценцию Хл ФС2 изме�
ряли с помощью XE�PAM�флуориметра («Walz»,
Германия) в 1�см кварцевой кювете при посто�
янном перемешивании в той же среде и при той
же концентрации Хл, что и при измерении ско�
рости фотосинтетического выделения О2. Мак�
симальный квантовый выход ФС2 рассчитыва�
ли по формуле: Fv/Fm = (Fm – Fo)/Fm, где Fo –
фоновый уровень флуоресценции препаратов,
адаптированных к темноте, а Fm – фотоиндуци�
рованный насыщающим светом (λ > 650 нм)
максимальный уровень флуоресценции.

Для вестерн�блот�анализа препараты отби�
рались из ячейки после измерения скорости вы�
деления О2. Мембранную фракцию, содержа�
щую ФС2, отделяли центрифугированием при
12 000 g, 10 мин. Белки, содержащиеся в супер�
натанте, осаждали добавлением 1/5 части
50%�ного водного раствора трихлоруксусной
кислоты, последующей инкубацией в течение
1–2 ч и центрифугированием при 12 000 g,
10 мин. Полученные осадки трижды промывали
100%�ным ледяным ацетоном и подсушивали на
воздухе в течение ночи. Осадки мембранной
фракции и белков из супернатантов растворяли
в буфере для нанесения (50 мМ Tris�HCl, pH 6,8,
8 М мочевина, 3% Ds�Na, 0,005% бромфеноло�
вый синий, 10% сахароза, 5% меркаптоэтанол),
прогревали 3 мин при 95 °С и центрифугирова�
ли 10 мин при 12 000 g. Супернатанты отбирали
для нанесения на гель.

Электрофорез в денатурирующих условиях и
вестерн�блот�анализ проводили так же, как бы�
ло описано ранее с использованием камеры
Mini�PROTEAN 3 Cell («Bio�Rad», США)
[20, 21], с небольшими изменениями. Для
электрофоретического разделения белков ис�
пользовали 12,5%�ный Ds�Na�ПААГ. Препара�
ты наносили из расчёта 1 мкг Хл/дорожка, исхо�
дя из концентрации Хл, равной 10 мкг/мл при
проведении экспериментов. Электрофорез про�
водили при постоянном напряжении в режи�
ме (на 2 геля) 100 В в концентрирующем ге�
ле (20 мин) и 200 В в разрешающем ге�

ле (60–70 мин). После электрофореза белки пе�
реносили на PVDF�мембрану (Immun�Blot
PVDF Memrane 0,2 мкм, «Bio�Rad») с использо�
ванием модуля для мокрого блоттинга Mini
Trans�Blot («BioRad) при постоянной силе то�
ка 270 мА, 40 мин. О полноте переноса судили
по отсутствию полос исследуемых белков в
ПААГ, окрашенном после блоттинга. Мембра�
ны инкубировали с первичными антитела�
ми против белков D1 (PsbA), PsbO и PsbP (соот�
ветственно AS11 1786, AS06 142�33 и AS06 142�
23 («Agrisera», Швеция)) в течение ночи при 4 °С
при разведении 1 : 2000. Со вторичными антите�
лами, меченными пероксидазой хрена («GE
Healthcare», США), мембраны инкубировали в
течение 1 ч при разведении 1 : 5000. Детектиро�
вание проводили с помощью набора Pierce
ECL Plus («Thermo Scientific», США) и системы
для гель�документирования ChemiDoc XRS+
(«Bio�Rad»). Относительную оптическую плот�
ность полос определяли с помощью программы
Image J.

Окрашивание мажорных белковых полос на
PVDF�мембране после проведения детектиро�
вания блота проводили с помощью 0,2%�ного
раствора Понсо в 5%�ной ледяной уксусной
кислоте (3–5 с) с последующей отмывкой в дис�
тиллированной воде до осветления фона.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты работы свидетельствовали о том,
что при рН 6,5 O2�выделяющая активность ФС2
из ДТ C. reinhardtii слабо изменяется (в преде�
лах 10%) в диапазоне концентраций NaCl
5–100 мМ с максимальными значениями актив�
ности при 35 мМ и 50 мМ NaCl (рис. 1, а). Это
согласовывалось с имеющимися в литературе
данными об активности ВОК в ФС2 из C. rein<
hardtii при разных концентрациях NaCl [28, 29].
Снижение концентрации NaCl в среде измере�
ния до 2 и 0 мМ приводило к подавлению ско�
рости выделения О2 препаратами до 85% и 70%
соответственно. Согласно ранее опубликован�
ным данным, это могло быть результатом удале�
ния ионов Cl– из мест их локализации вблизи
активного центра ВОК, что, как известно, нега�
тивно влияет на его функциональное состоя�
ние [40] (см. также обсуждение в статье
Terentyev et al. [20]). Препараты ФС2 из cia3 по�
казывали схожую с ФС2 из ДТ концентрацион�
ную зависимость O2�выделяющей активности от
NaCl от 0 до 35 мМ, где она была максималь�
ной (100%) (рис. 1, а). Значения скоростей вы�
деления О2 ФС2 из ДТ и cia3 при 35 мМ NaCl
были близки (см. «Материалы и методы») и, со�



ответственно, приняты за 100%. Однако в отли�
чие от ДТ повышение концентрации NaCl выше
35 мМ подавляло скорость выделения О2 препа�
ратами ФС2 из cia3, так что при 50 мМ NaCl она
снижалась до ~90%, а при 100 мМ NaCl – уже
до ~75%.

Значительное увеличение концентрации
NaCl в среде измерения, которое должно было
вызвать сильные конформационные изменения
белков ВОК, действительно приводило к подав�
лению O2�выделяющей активности ФС2 из ДТ
до 75% при 200 мМ NaCl, что соответствовало
данным, полученным ранее на ФС2 из шпина�
та [41], и до 50% – при 500 мМ NaCl (рис. 1, б).
В тех же условиях активность ВОК в ФС2 из cia3
подавлялась на 10–15% сильнее. Результаты
свидетельствовали о более выраженном нега�
тивном влиянии повышения ионной силы раст�
вора на функциональную активность ВОК в
ФС2 из cia3, что могло быть следствием более
выраженных конформационных изменений
белков ВОК. Наиболее вероятно, что причиной
этого могло быть изначальное присутствие не�
коего структурного нарушения в нативной орга�
низации ВОК у cia3 по сравнению с ДТ, вызван�
ного отсутствием белка CAH3, что согласуется с
нашим недавним предположением [21].

Дополнительное инкубирование препаратов
в присутствии 35, 50 и 100 мМ NaCl практичес�
ки не оказывало влияния на ФС2 из ДТ. Через
30 мин при всех трёх концентрациях О2�выделя�
ющая активность снижалась не более чем
на 10% (рис. 2), что было скорее результатом
влияния инкубации препаратов при повышен�

ной до 25 °С температуре в ячейке измерения,
чем действием ионной силы раствора. Схожая
небольшая потеря скорости выделения О2 отме�
чалась и в случае ФС2 из cia3 при инкубации с
35 мМ NaCl, однако при 50 и 100 мМ NaCl наб�
людалось дополнительное подавление актив�
ности ВОК, значительно возрастающее со вре�
менем инкубации (рис. 2). В результате О2�вы�
деляющая активность ФС2 из cia3 снижалась
примерно на 12% и 19% через 15 мин и на 17%
и 31% – через 30 мин инкубации при концент�
рации NaCl  соответственно 50 и 100 мМ отно�
сительно значений, наблюдаемых без дополни�
тельной инкубации препаратов. В итоге через
30 мин при 100 мМ NaCl потеря активности
ВОК у ФС2 из cia3 достигала 50%.

Однако эффективность преобразования пог�
лощенной световой энергии ФС2, определяемая
как максимальный квантовый выход (Fv/Fm),
практически не изменялась у препаратов из ДТ
и cia3 при концентрациях 35, 50 и 100 мМ NaCl
(рис. 3). Более того, дополнительная инкубация
ФС2 из ДТ и cia3 с NaCl лишь незначительно и
практически в одинаковой степени снижала
значение Fv/Fm (максимально не более чем
на 12%), что, вернее всего, как это было описа�
но выше, являлось результатом инкубации пре�
паратов при 25 °С, чем действием ионной силы
среды. Эти результаты указывали на независи�
мость фотоиндуцированного переноса электро�
нов в реакционном центре ФС2 от присутствия
или отсутствия белка CAH3. Таким образом, от�
сутствие белка CAH3 в препаратах ФС2 влияло
только на функциональное состояние ВОК.
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Рис. 1. Зависимость скорости фотосинтетического выделения О2 препаратами ФС2 из ДТ (1) и cia3 (2) от концентра�
ции NaCl в среде измерения при оптимальном для активности ВОК рН 6,5. Исследуемый диапазон концентраций NaCl –
0–100 мМ (а) и 35–500 мМ (б). Данные нормированы к значениям, полученным при 35 мМ NaCl. Результаты представ�
ляют средние значения ± стандартные отклонения (n = 4–7)



БЕЛОК CAH3 СТАБИЛИЗИРУЕТ ВОК ФС2

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021 5*

1011

При этом эксперименты, проведенные в
присутствии 0,5 мкМ ЭА, известного ингибито�
ра КА, показали полное отсутствие его влияния
на зависимость О2�выделяюшей активности
ФС2 из ДТ (также как и из cia3) от концентра�
ции NaCl (рис. 4). Это указывало на то, что наб�

людаемые отличия в скорости выделения О2 в
ФС2 из ДТ и cia3 при концентрациях NaCl вы�
ше 35 мМ (рис. 1 и 2) не были обусловлены КА�
активностью CAH3.

С помощью вестерн�блот�анализа (рис. 5)
были исследованы препараты ФС2, отобранные

Рис. 2. Зависимость О2�выделяющей активности ФС2 из ДТ и cia3 при разных концентрациях NaCl в среде измерения от
времени инкубации при 25 °С. 1 – Без дополнительной инкубации, 2 – 15 мин инкубации, 3 – 30 мин инкубации. Дан�
ные нормированы к значениям, полученным при 35 мМ NaCl. Результаты представляют средние значения ± стандартные
отклонения (n = 3–7)

Рис. 3. Эффективность преобразования поглощенной све�
товой энергии в ФС2 из ДТ (темно�серые колонки) и
cia3 (светло�серые колонки) при концентрации NaCl в
среде измерения, соответственно 35, 50 и 100 мМ, и време�
ни дополнительной инкубации, указанной под колонками.
Учитывая время, необходимое для уравновешивания пре�
паратов со средой измерения, «0» соответствует 3 мин ин�
кубации. Результаты представляют средние значения ±
± стандартные отклонения (n = 3)

Рис. 4. Влияние ингибитора КА на скорость фотосинтети�
ческого выделения О2 препаратами ФС2 из ДТ (1) и cia3 (2)
при разных концентрациях NaCl в среде измерения. Каж�
дое измерение проводили в присутствии 0,5 мкМ ЭА в
ячейке. Значения О2�выделяющей активности ФС2 из ДТ
и cia3, полученные при отсутствии ЭА, показаны серыми
квадратами и кружками при 50 и 100 мМ NaCl соответ�
ственно. Данные нормированы к значениям, полученным
при 35 мМ NaCl. Результаты представляют средние значе�
ния ± стандартные отклонения (n = 3)
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Рис. 5. Вестерн�блот�анализ препаратов ФС2 из ДТ и cia3, отобранных после экспериментов, представленных на рис. 1 и 2.
а – Вестерн�блоты осажденных из образцов мембранных препаратов ФС2 из ДТ и cia3 с использованием первичных ан�
тител против белков D1, PsbO и PsbP, а также PVDF�мембрана, окрашенная Понсо. Над дорожками указаны концентра�
ции NaCl, при которых проводились эксперименты. «Инкуб» обозначает препараты, инкубированные 30 мин при указан�
ной концентрации NaCl. б – Относительная плотность полос белков PsbO (светло�серые колонки) и PsbP (темно�серые
колонки), нормированных к значениям, полученным для соответствующих полос белка D1. Заштрихованные колонки –
это препараты, инкубированные 30 мин. Значения, полученные при 35 мМ NaCl, использовались для PsbO и PsbP как
100% на каждом вестерн�блоте отдельно для ФС2 из ДТ и cia3. Результаты представляют средние значения ± стандартные
отклонения (n = 3). в – Вестерн�блот белков, осажденных из супернатантов после удаления мембранной фракции ФС2
(а), с использованием первичных антител против белка PsbP
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из ячейки после проведения измерений скорос�
ти выделения О2 при разных концентрациях
NaCl (см. «Материалы и методы»), в том числе
и после инкубации с NaCl в течение
30 мин (рис. 1 и 2). Использовали антитела про�
тив белка D1, который является белком корово�
го комплекса ФС2 и к интенсивности сигнала
которого были нормированы результаты, полу�
ченные для других белков. Это было необходи�
мо, поскольку сам отбор препаратов, как и
осаждение ФС2 при разных концентраци�
ях NaCl, приводили к потерям препаратов и,
как следствие, к различиям в конечном содер�
жании белков в образцах (рис. 5, а). Также ис�
пользовали антитела к белкам PsbO и PsbP, ко�
торые являются белками ВОК. Сравнение ре�
зультатов при 35 мМ NaCl по белкам PsbO и
PsbP, нормированных к интенсивности соответ�
ствующих полос D1, показало схожие значения
для ФС2 из ДТ и cia3 (соответственно
104 ± 6,3% и 97 ± 4,6% для белка PsbO и
95 ± 9,1% и 105 ± 10,0% для белка PsbP), что
свидетельствовало об одинаковом содержании
этих белков в составе ВОК в ФС2 из ДТ и cia3.
Это полностью согласовывалось с нашими дан�
ными, опубликованными ранее [21].

При повышении концентрации NaCl содер�
жание белка PsbO не изменялось как в препара�
тах из ДТ, так и из cia3 по отношению к D1
(рис. 5, б), что согласовывалось с известными
литературными данными [29, 42]. В отличие от
этого содержание белка PsbP в препаратах из
ДТ и cia3 имело тенденцию к уменьшению и
было более выражено в ФС2 из ДТ. Так, содер�
жание PsbP в ФС2 из ДТ снижалось до ~75%
уже при 100 мМ NaCl, а при 500 мМ NaCl оста�
валось ~10% белка. В то же время содержание
PsbP в ФС2 из cia3 не уменьшалось при
100 мМ NaCl, и даже при 500 мМ NaCl в соста�
ве ВОК оставалось ~30% белка, т.е. более чем в
3 раза больше по сравнению с ДТ (рис. 5). Ин�
тересно, что дополнительная инкубация ФС2
из ДТ и cia3 в течение 30 мин в присутствии
100 мМ NaCl не усиливала удаление белка PsbP,
несмотря на то, что О2�выделяющая активность
ФС2 из cia3 в этом случае снижалась
вдвое (рис. 2).

Вестерн�блот�анализ супернатантов после
удаления из них мембранной фракции, содер�
жащей ФС2, показал возрастание содержания
PsbP при повышении концентрации NaCl
(рис. 5, в). Максимальное количество PsbP в су�
пернатанте наблюдалось при 500 мМ NaCl, при
этом было значительно выше в случае ФС2 из
ДТ по сравнению с препаратами из cia3. Это
согласовывалось с данными по удалению белка
PsbP из ФС2 в мембранной фракции (рис. 5, а).

Белки D1 и PsbO не детектировались в препара�
тах супернатантов при всех исследуемых концен�
трациях NaCl (не показано).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты, полученные в нашей предыду�
щей работе [21], указывали на присутствие не�
больших структурных нарушений в нативной
организации ВОК в ФС2 из cia3, вызванных от�
сутствием белка CAH3 (см. «Введение»). В част�
ности, повышение рН вызывало более сильные
конформационные изменения белков, в том
числе белков ВОК в ФС2 из cia3 по сравнению с
ФС2 из ДТ [21], что, в свою очередь, значитель�
но снижало функциональную активность
ВОК [20, 21].

С использованием препаратов из разных ок�
сигенных организмов (высших растений, крас�
ных водорослей, цианобактерий) ранее было
показано, что удаление даже одного из бел�
ков ВОК приводит к конформационным изме�
нениям всего комплекса [27, 43–45], что нега�
тивно сказывается на функции активного цент�
ра ВОК даже при оптимальных условиях из�за
изменений, происходящих в его ближайшем
белковом окружении, несмотря на сохранность
в структуре его лигандов [43, 45]. Однако при
оптимальных условиях, таких как рН 6,5,
35 мМ NaCl, 25 °С и др., значительных отличий
в функциональном состоянии ВОК (О2�выде�
лющая активность, восстановление дихлорофе�
нолиндофенола от воды) в ФС2 из ДТ и cia3
C. reinhardtii не наблюдалось как в этой (рис. 1
и 4), так и в предыдущих работах [20, 21]. Это
указывало на то, что нарушения в нативной
структуре ВОК, вызванные отсутствием CAH3,
по�видимому, были не настолько критичны,
как, например, при удалении PsbP, что приводи�
ло к значительной потере активности ВОК ФС2
из C. reinhardtii [28, 46].

Данное предположение согласовывалось с
результатами по влиянию сниженных концент�
раций ионов Cl– на функцию ВОК (рис. 1, а).
Так, следствием отсутствия (мутанты, не содер�
жащие PsbP, например, FUD39 и BF25 [28, 46])
или удаления белка PsbP из ФС2, а немного в
меньшей степени и белка PsbQ, было появление
сильной зависимости функции ВОК от ио�
нов Cl– [28, 29, 40, 47]. В этом случае ВОК дос�
тигал максимальной активности только при кон�
центрациях NaCl выше 10–20 мМ [28, 40, 47], в
то время как для «собранного» ВОК в ФС2
из C. reinhardtii эта зависимость от Cl– была до�
вольно низкой с константой диссоциации
(Kd) ~30 мкМ [28]. Как следует из результатов,



представленных на рис. 1, а и 4, О2�выделяющая
активность препаратов в диапазоне концентра�
ций NaCl 2–35 мМ изменялась в небольших
пределах (не более 10%, а при 2 мМ NaCl –
на ~15%), а кривая зависимости скорости выде�
ления О2 от концентрации NaCl была практи�
чески идентичной для ФС2 из ДТ и cia3. Даже
при отсутствии NaCl в среде измерения О2�вы�
деляющая активность ФС2 из ДТ и cia3 снижа�
лась одинаково и не более чем на 30%, что сог�
ласовывалось с данными для ФС2 с «собран�
ным» ВОК [40], поскольку удаление в этом слу�
чае белков PsbP, PsbQ или PsbP + PsbQ приводи�
ло к значительному (>80%) подавлению функ�
ции ВОК [28, 40].

Высокая скорость выделения О2 препарата�
ми ФС2 из ДТ C. reinhardtii, как было показано
ранее, прослеживалась исследователями вплоть
до 100 мМ NaCl [29], что также было характер�
ным и для ФС2 из высших растений [40]. Устой�
чивость конформационной структуры бел�
ков ВОК к подобному повышению ионной силы
раствора, вероятно, отражает физиологические
условия его функционирования. Несмотря на то
что предполагаемая концентрация ионов Cl– в
хлоропласте довольно низкая (~1–3 мМ), ак�
тивный транспорт ионов Cl– через тилакоидную
мембрану на свету может приводить к значи�
тельному увеличению (до 50 раз) содержания
ионов Cl– в небольшом объёме люмена [48, 49].
При этом полученные в экспериментах с ФС2
из cia3 результаты свидетельствовали об инду�
цировании конформационных изменений бел�
ков ВОК повышением ионной силы, негативно
отражающихся на О2�выделяющей активности,
уже при концентрациях NaCl > 35 мМ (рис. 1
и 4). Т.е. при отсутствии CAH3 белки ВОК име�
ли гораздо бóльшую возможность к конформа�
ционным изменениям, поскольку структура
ВОК, по�видимому, была более «рыхлой».

Более того, были получены свидетельства
даже об изменении межмолекулярных взаимо�
действий белков ВОК при отсутствии CAH3.
Как следует из данных вестерн�блот�анализа, в
ФС2 из cia3 была отмечена значительно более
низкая степень удаления белка PsbP из ВОК при
повышенных концентрациях NaCl по сравне�
нию с наблюдаемым для ФС2 из ДТ (рис. 5). Ве�
роятно, это было следствием появления допол�
нительных гидрофобных или электростатичес�
ких связей между PsbP и другими белками в ре�
зультате отсутствия белка CAH3 в месте его ло�
кализации в ВОК. Стоит отметить, что для
CAH3 как раз предполагается гидрофобное
или/и электростатическое взаимодействие с до�
норной стороной ФС2 [19]. Интересно, что для
гена, кодирующего PsbP, ранее был обнаружен

более высокий уровень экспрессии в cia3 (по
сравнению с ДТ), хотя уровни экспрессии ге�
нов, кодирующих другие белки ФС2, например,
D1 и PsbO, а также белков фотосистемы 1, были
одинаковыми в ДТ и cia3 [19]. При этом наши
результаты свидетельствуют о схожем содержа�
нии самого белка PsbP в препаратах ФС2 из ДТ
и cia3 (см. «Результаты исследования»). Таким
образом, отсутствие CAH3 в люмене тилакоида
изменяет интенсивность экспрессии гена, коди�
рующего белок именно ВОК (PsbP), для которо�
го в данной работе мы показываем значительно
измененные взаимодействия с другими белками.

Для селективного удаления (отмывки) бел�
ков PsbP и PsbQ из ФС2 высших растений обыч�
но применяется инкубация препаратов с
1 М NaCl [30, 42, 50], что позволяет удалить по�
давляющую часть PsbP и PsbQ из ВОК (до 97%),
в то время как PsbO полностью остается [42].
Как было показано ранее, при подобной NaCl�
обработке в ФС2 из C. reinhardtii наблюдается
только частичное удаление белков PsbP и
PsbQ [29]. Однако, согласно результатам нашей
работы, практически полное (~90%) удаление
белка PsbP в ФС2 из ДТ наблюдалось уже при
500 мМ NaCl даже при отсутствии длительной
инкубации, при том, что содержание PsbO в
ФС2 оставалось неизменным (рис. 5). Наиболее
вероятно, что такая высокая степень удаления
PsbP была связана с повышенной температурой
в ячейке (25 °С) и освещением ФС2 насыщаю�
щим светом при измерении скорости выделения
О2 (см. «Материалы и методы» и статью
Terentyev et al. [21]), после чего препараты отби�
рали для проведения вестерн�блот�анализа.
В литературе имеются данные, что освещение
стимулирует удаление PsbP и PsbQ из ВОК
[29, 42].

В таких экспериментальных условиях ~20%
белка PsbP в препаратах ФС2 из ДТ отмывалось
уже при 100 мМ NaCl (рис. 5), что, вероятно, оп�
ределяло наблюдаемое снижение О2�выделяю�
щей функции (рис. 1 и 2). При этом дополни�
тельное инкубирование до 30 мин не увеличива�
ло количество удаленного PsbP из ВОК (рис. 5)
и практически не снижало скорость выделения
О2 препаратами из ДТ (рис. 2). В отличие от это�
го, в ФС2 из cia3 белок PsbP почти полностью
сохранялся при 100 мМ NaCl даже после 30 мин
инкубации (рис. 5), хотя О2�выделяющая актив�
ность в этом случае подавлялась до ~75% уже до
инкубации, а после 30 мин инкубации – снижа�
лась до ~50% (рис. 2). Эти результаты поддержи�
вали предположение о более масштабных кон�
формационных изменениях белков ВОК в ФС2
из cia3, индуцируемых повышением ионной си�
лы. Более того, они указывали на основную роль
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INVOLVEMENT OF CARBONIC ANHYDRASE CAH3 IN STRUCTURAL
AND FUNCTIONAL STABILISATION OF THE WATER�OXIDIZING
COMPLEX OF PHOTOSYSTEM II FROM Chlamydomonas reinhardtii

A. K. Shukshina and V. V. Terentyev*

Institute of Basic Biological Problems, Pushchino Scientific Center for Biological Research,
Russian Academy of Sciences, 142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; E<mail: v.v.terentyev@gmail.com

The involvement of carbonic anhydrases (CA) and CA activity in the functioning of photosystem II (PSII) has been
studied for a long time and has been shown in many works. However, so far only for CAH3 from Chlamydomonas rein<
hardtii there is evidence for its association with the donor side of PSII, where the CA activity of CAH3 can influence
the functioning of the water�oxidizing complex (WOC). Our results suggest that CAH3 is also involved in the organi�
zation of the native structure of WOC independently of its CA activity. It was shown that in PSII preparations from
wild type (WT) the high O2�evolving activity of WOC was observed up to 100 mM NaCl in the medium and practi�
cally did not decrease with increasing incubation time with NaCl. At the same time, the WOC function in PSII prepa�
rations from CAH3�deficient mutant cia3 is significantly inhibited already at NaCl concentrations above 35 mM,
reaching 50% at 100 mM NaCl and increased incubation time. It is suggested that the absence of CAH3 in PSII from
cia3 causes disruption of the native structure of WOC, allowing more pronounced conformational changes of its pro�
teins and, consequently, suppression of the WOC active center function, when the ionic strength of the medium is
increased. The results of Western blot analysis indicate a more difficult removal of PsbP protein from PSII of cia3 at
higher NaCl concentrations, apparently due to the changes in the intermolecular interactions between proteins of
WOC in the absence of CAH3. At the same time, the values of the maximum quantum yield of PSII did not practi�
cally differ between preparations from WT and cia3, indicating no effect of CAH3 on the photoinduced electron
transfer in the reaction center of PSII. The obtained results indicate the involvement of the CAH3 protein in the
native organization of the WOC and, as a consequence, in the stabilization of its functional state in PSII from C. rein<
hardtii.

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii, carbonic anhydrase CAH3, photosystem II, water�oxidizing complex, O2�
evolving activity, PsbP protein
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Исследовали действие ингибиторов супероксиддисмутазы (СОД) диэтилдитиокарбамата (ДДК), триэти!
лентетрамина (триена) и их комбинации с глюкозой на клетки эпидермиса из листьев гороха разного воз!
раста: быстро растущих молодых листьев и старых листьев с замедленным ростом. ДДК и триен вызывали
гибель устьичных клеток, которую регистрировали по разрушению их ядер. Глюкоза не влияла на разруше!
ние ядер, вызванное ингибиторами СОД в клетках из старых листьев, но усиливала его в клетках из моло!
дых листьев. Ингибитор гликолиза 2!дезоксиглюкоза и имитирующий СОД антиоксидант пропилгаллат по!
давляли зависимое от ингибиторов СОД и глюкозы разрушение ядер в клетках эпидермиса из молодых, но
не из старых листьев. Глюкоза и триен стимулировали, а пропилгаллат уменьшал образование активных
форм кислорода (АФК) в эпидермисе гороха, определяемое по флуоресценции 2′,7′!дихлорфлуоресцеи!
на (DCF). Протонофорный разобщитель окислительного и фотосинтетического фосфорилирования
м!хлоркарбонилцианидфенилгидразон (ХКФ) подавлял флуоресценцию DCF в устьичных клетках. Обра!
ботка клеток ХКФ с последующей отмывкой от него усиливала разрушение ядер, вызванное ингибиторами
СОД и глюкозой. В молодых листьях ХКФ был менее эффективен, чем в старых. Полученные результаты
демонстрируют эффекты ингибиторов СОД и глюкозы на гибель клеток и генерацию АФК и могут свиде!
тельствовать о зависимом от гликолиза образовании АФК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: глюкоза, супероксиддисмутаза, активные формы кислорода, программируемая кле!
точная смерть, устьичные клетки листьев, горох.
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ВВЕДЕНИЕ

В регуляцию гибели клеток у растений вов!
лечены активные формы кислорода (АФК) [1].
Их образование ассоциировано с переносом
электронов в электронтранспортных цепях ми!
тохондрий и хлоропластов. 1–2% потребляемо!
го растениями О2 превращается в АФК [2].
Представляет интерес вопрос о том, как систе!
мы энергообеспечения и образующиеся с их по!
мощью АФК участвуют в гибели клеток расте!
ний. В связи с этим изучали, какой вклад вносят
хлоропласты и митохондрии в процесс клеточ!
ной смерти [3, 4].

Роль хлоропластов в гибели клеток растений
была продемонстрирована на клетках из эпи!
дермиса листьев гороха [3]. В эпидермисе два
типа клеток: основные эпидермальные клетки,
которые не имеют хлоропластов, и фотосинте!
зирующие замыкающие клетки устьиц (устьич!
ные клетки). Освещение усиливало гибель усть!
ичных клеток, но не влияло на гибель эпидер!
мальных клеток, лишённых хлоропластов. Ги!
бель устьичных клеток зависела как от АФК, так
и от редокс!состояния пластохинона в хлоро!
пластах [3].

Митохондриально!направленные антиокси!
данты SkQ подавляли образование АФК и ги!
бель клеток в эпидермисе листьев гороха, что
свидетельствует об участии митохондрий и ми!
тохондриальных АФК в гибели клеток расте!
ний [4, 5].

Ещё одним клеточным компартментом, ге!
нерирующим АФК, являются пероксисомы.
Внутри них различные оксидазы катализируют
образование Н2O2 или супероксидного анион!

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; ДДК – N,N′!диэтилдитиокарбамат; СОД – су!
пероксиддисмутаза; триен – триэтилентетрамин; ХКФ –
м!хлоркарбонилцианидфенилгидразон; DCF – 2′,7′!ди!
хлорфлуоресцеин; DCFH!DA – диацетат 2′,7′!дихлорфлуо!
ресцина.

* Адресат для корреспонденции.
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радикала (O 2
�), который затем превращается

в Н2O2. Ферменты в мембране перокси!
сом (PMP, peroxisome membrane polypeptides) с
молекулярной массой 18 (цитохром b), 29 и
32 кДа используют NADH или NADPH для вос!
становления кислорода до O 2

� в цитоплазме кле!
ток [2].

Существует возможность образования АФК
и в результате гликолиза, при котором происхо!
дит восстановление NAD+. Тот NAD+, который
восстанавливается в цикле трикарбоновых кис!
лот (ЦТК) и регенерируется при окисле!
нии NADH дыхательной цепью, локализован в
митохондриях и не доступен для ферментов,
действующих в цитоплазме и других клеточных
компартментах. NADH может функциониро!
вать в качестве донора электронов для перокси!
дазы и превращаться в радикал NAD•, который
окисляется кислородом с образованием АФК:
NAD• + O2 → NAD+ + O 2

� [6]. В связанном с
гликолизом пентозофосфатном пути восстанав!
ливается NADP+. Образующийся NADPH мо!
жет окисляться NADPH!оксидазой плазмати!
ческой мембраны, генерирующей O 2

�. Взаимо!
действие растений с патогеном инициирует ги!
перчувствительный ответ, который проявляется
в локальной гибели клеток и образовании АФК
NADPH!оксидазой плазматической мембраны
для того, чтобы обезвредить инфекцию и не до!
пустить её распространения. При этом происхо!
дит быстрое увеличение пула NADPH –
субстрата NADPH!оксидазы. Эта реакция регу!
лируется Ca2+ и связывающим его белком каль!
модулином и катализируется NAD!киназой.
Из NAD+ образуется NADP+, который может за!
тем превращаться в NADPH с помощью пенто!
зофосфатного пути [7].

В реакциях образования АФК O 2
� возникает

в результате одноэлектронного восстановления
молекулярного кислорода. O 2

� – эффективный
ингибитор [4Fe, 4S]!групп различных белков.
После протонирования O 2

� становится сильным
одновалентным окислителем этих групп, кото!
рые, теряя стабильность, подвергаются затем
разрушению [8]. Одноэлектронное восстановле!
ние O 2

� ведет к образованию Н2O2, а двухэлект!
ронное – гидроксильного радикала (OH⋅), спо!
собного окислить практически любое соедине!
ние в клетке и обладающее временем жиз!
ни 10–9 с.

Растения защищает от АФК супероксиддис!
мутаза (СОД), катализирующая реакцию: 2O 2

� +
+ 2H+ → O2 + H2O2. Образующийся Н2O2 может
быть утилизирован каталазой или пероксидаза!
ми. СОД подразделяют на четыре основные груп!
пы: Cu,Zn!СОД, Mn!СОД, Fe!СОД и Ni!СОД.
Кроме того, имеются данные о Fe,Zn! и Co,Zn!

СОД [9]. У растений имеются СОД первых трёх
групп, расположенные в различных клеточных
компартментах: Fe!СОД – в хлоропластах, Mn!
СОД – в митохондриях и пероксисомах, Cu,Zn!
СОД – в хлоропластах, пероксисомах и цито!
плазме, а также в ядре и апопласте [9, 10]. Нару!
шение действия этих ферментов ведёт к гибели
клеток [11]. Активность Cu,Zn!СОД, как пока!
зано у бактерий, дрожжей и животных, подавля!
ется агентами, хелирующими Cu2+: N,N′!ди!
этилдитиокарбаматом (ДДК) [12–15] и триэти!
лентетрамином (триеном) [16–18]. Цианид,
азид и Н2O2 в миллимолярных концентрациях
ингибируют СОД разных групп [9].

Энергетический метаболизм регулируется в
зависимости от состояния и потребностей кле!
ток. O2 снижает потребление глюкозы и подав!
ляет образование лактата из пирувата (эффект
Пастера [19, 20]). В расчёте на 1 молекулу пот!
реблённой глюкозы выход ATP при гликолизе
составляет 2 молекулы, а при окислительном
фосфорилировании – до 36 молекул [21]. Не!
смотря на это, быстро растущие клетки предпо!
читают использовать гликолиз как источ!
ник ATP при аэробной пролиферации – аэроб!
ный гликолиз [22], свойственный опухолевым
клеткам, лимфоцитам, эндотелиальным клет!
кам, дрожжам. Благодаря высокой скорости аэ!
робный гликолиз может дать ATP даже больше,
чем окислительное фосфорилирование [23]. Аэ!
робный гликолиз обеспечивает превращение
глюкозы в пируват и лактат при достатке O2 для
поддержания ЦТК и окислительного фосфори!
лирования в функционально активных митохон!
дриях (эффект Варбурга [24, 25]). Главная роль
аэробного гликолиза, по!видимому, заключает!
ся в поддержании постоянного уровня его про!
межуточных продуктов для синтеза макромоле!
кулярных соединений при делении клеток [22]:
из рибозо!5!фосфата, синтезированного из
глюкозо!6!фосфата или фруктозо!6!фосфата,
образуется фосфорибозилпирофосфат, исполь!
зуемый в синтезе нуклеотидов; промежуточный
продукт гликолиза, 3!фосфоглицериновый аль!
дегид, является предшественником дигидрокси!
ацетонфосфата, из которого синтезируются ли!
пиды (фосфолипиды и триацилглицеролы) –
компоненты клеточных мембран; из продуктов
гликолиза 3!фосфоглицерата образуется амино!
кислота серин (а из серина – глицин и цистеин),
из пирувата – аланин. Окислительное фосфори!
лирование эффективнее в синтезе ATP, тогда
как гликолиз предпочтителен в синтезе биомас!
сы, видимо, поэтому покоящиеся клетки глав!
ным образом используют митохондриальное
окислительное фосфорилирование, а быстро
пролиферирующие – гликолиз [26]. Следует от!



метить, что в быстро растущих опухолевых клет!
ках, для которых характерен аэробный глико!
лиз, содержание АФК выше, чем в нормальных
клетках той же ткани [27].

Глюкоза ускоряет гликолиз и подавляет
окислительное фосфорилирование – это эф!
фект Кребтри [28], характерный для дрожжей и
некоторых опухолевых клеток и имеющий об!
щие черты с эффектом Варбурга [29]. Цитозоль!
ный NADH, продуцируемый при гликолизе,
снижает проницаемость наружной мембраны
митохондрий из клубней картофеля для ADP и
тем самым тормозит их дыхание, имитируя эф!
фект Кребтри [30]. Данные об аэробном глико!
лизе у растений в литературе отсутствуют.

В настоящей работе ДДК и триен, ингибиру!
ющие СОД, испытаны на клетках эпидермиса
листьев растений. В опытах использованы
листья из проростков гороха разного возраста:
«молодые», 6–11!суточные, быстро растущие с
интенсивными обменными реакциями и «ста!
рые», 14–26!суточные, с замедленным ростом.
Исследован эффект глюкозы в комбинации с
ингибиторами СОД на гибель клеток и генера!
цию АФК в эпидермисе из молодых и старых
листьев гороха.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проростки гороха (Pisum sativum L. сорта
Альфа) выращивали при периодическом осве!
щении (свет – 16 ч, темнота – 8 ч) металлогало!
геновой лампой ДРиЗ, 250 Вт, с интенсивностью
света ∼100 мкE⋅м–2⋅с–1. Использовали быстро
растущие нераскрывшиеся листья с верхушки
побегов молодых проростков, выращиваемых
6–11 суток, или медленно растущие листья, от!
делённые от середины побегов зрелых растений
(14–26 суток), которые обозначены в работе как
«молодые» или «старые» листья соответственно.

Гибель устьичных клеток гороха регистриро!
вали по разрушению клеточных ядер [3]. Плён!
ки эпидермиса отделяли от листьев пинцетом,
помещали в бидистиллированную воду и добав!
ляли реагенты (см. подписи к рисункам). Ин!
фильтрацию реагентов проводили под вакуу!
мом, создаваемым с помощью вакуумного насо!
са в течение 1 мин. Плёнки эпидермиса инкуби!
ровали с реагентами в полистирольных планше!
тах. После инкубации их обрабатывали фикса!
тором Батталья (смесь хлороформа, 96%!ного
этанола, ледяной уксусной кислоты и 40%!ного
формалина в соотношении 5/5/1/1) 5 мин, про!
мывали этанолом 10 мин для удаления фиксато!
ра, инкубировали 5 мин в воде и окрашивали
ядерным красителем гематоксилином Карацци

20 мин. Окрашенные плёнки эпидермиса про!
мывали водой и исследовали на световом мик!
роскопе («Carl Zeiss», Германия). Для каждого
варианта опыта подсчитывали долю клеток с
разрушенными ядрами и лишённых ядер из
300–500 клеток в 2–3 плёнках эпидермиса.

Поглощение или светозависимое выделе!
ние O2 высечками из листьев гороха (20 мг) из!
меряли с помощью закрытого платинового
электрода в полярографической ячейке, содер!
жащей 1,5 мл среды инкубации: 50 мМ Tricine!
KOH, рН 7,8, 35 мМ NaCl и 1 мМ MgCl2. Высеч!
ки листьев гороха освещали сфокусированным
светом галогеновой лампы, 250 Вт, с интенсив!
ностью света ∼2000 мкE⋅м–2⋅с–1. Интенсивность
света измеряли сенсором Quantitherm PAR/
Temp («Hansatech», Великобритания).

Для определения содержания глюкозы и
лактата в листьях гороха гомогенизировали
200 мг нарезок листьев, к гомогенату добавляли
300 мкл бидистиллированной воды, центрифу!
гировали 15 мин при 12 000 g, отбирали 300 мкл
надосадочной жидкости и измеряли в ней глю!
козу или лактат с помощью биохимического
анализатора Random Access А!25 («BioSystems
S.A.», Испания). Определение осуществлялось
по глюкозооксидазной и лактатоксидазной ре!
акциям с образованием Н2O2, который затем в
реакциях с 4!аминоантипирином и фенолом
или N!этил!N!(2!гидрокси!3!сульфопропил)!
3!метиланилином, катализируемых пероксида!
зой, образовывал окрашенные хинонимины с
максимумами поглощения при 505 или 555 нм
соответственно.

АФК определяли по образованию 2′,7′!ди!
хлорфлуоресцеина (DCF) из диацетата 2′,7′!
дихлорфлуоресцина (DCFH!DA). Проникая в
клетки, DCFH!DA дезацетилируется внутрик!
леточными эстеразами и окисляется АФК, пре!
имущественно Н2O2 с участием пероксидаз,
превращаясь в интенсивно флуоресцирую!
щий DCF. Образованию DCF могут способство!
вать ионы металлов переменной валентности,
например, Fe2+ и цитохром с, обладающий ак!
тивностью, сходной с пероксидазной [31, 32].
Образование АФК детектировали двумя спосо!
бами. 1. Плёнку эпидермиса, закреплённую на
пластиковой пластинке с помощью силиконо!
вого геля, помещали в кювету с 2 мл среды инку!
бации, содержащей 50 мМ Tricine!KOH, рН 7,8,
35 мМ NaCl и 1 мМ MgCl2, добавляли
20 мкМ DCFH!DA. Флуоресценцию DCF изме!
ряли с помощью флуориметра VersaFluor («Bio!
Rad», США), возбуждая светом 485–495 нм и
регистрируя при 515–525 нм. 2. Плёнки эпидер!
миса окрашивали 20 мкМ DCFH!DA в течение
30 мин и исследовали под микроскопом

САМУИЛОВ и др.
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Axiovert 200M с конфокальной приставкой LSM
510Meta («Carl Zeiss», Германия). Флуоресцен!
цию DCF возбуждали светом лазера 488 нм и ре!
гистрировали при 500–530 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

ДДК и триен, соединения, хелирующие Cu2+

и используемые в качестве ингибиторов СОД,
вызывали разрушение ядер устьичных клеток в
эпидермисе из листьев гороха (рис. 1). Действие
глюкозы зависело от возраста листьев. Глюкоза
сама по себе не влияла на состояние ядер усть!
ичных клеток, но усиливала разрушение ядер,
вызванное ингибиторами СОД в эпидермисе из
молодых листьев, и не оказывала влияния на
ДДК! и триен!зависимое разрушение ядер в
эпидермисе из старых листьев. 2!Дезоксиглю!
коза, ингибитор гликолиза, снимала эффект
глюкозы на клетки из молодых листьев, не ока!
зывая влияния на разрушение ядер в клетках из
старых листьев под действием ингибиторов
СОД и глюкозы (рис. 1).

Было испытано действие других соедине!
ний, хелирующих ионы металлов, на разруше!

ние ядер устьичных клеток в эпидермисе из мо!
лодых или старых листьев гороха. о!Фенантро!
лин, ЭДТА и ЭГТА, в отличие от ДДК, не вызы!
вали разрушения ядер клеток сами по себе или в
комбинации с глюкозой (рис. 2).

Оксиметрически и по содержанию лактата
сравнивали реакции энергетического обмена
(дыхание, фотосинтетическое выделение O2 и
гликолиз) в молодых и старых листьях. Скорос!
ти выделения O2 на свету и темнового дыхания в
высечках из молодых листьев гороха были в
среднем в 2–3 раза выше, чем в высечках из ста!
рых листьев (рис. 3). Это согласуется с данными
о возрастных изменениях фотосинтеза и дыха!
ния в листьях растений [33, 34]. Добавка глюко!
зы не влияла на скорость дыхания. ДДК при!
мерно в 1,5 раза снижал скорость поглоще!
ния O2 в темноте молодыми листьями, но не
влиял на дыхание старых листьев, а триен не
действовал на молодые листья, но на 80% уско!
рял поглощение O2 старыми листьями (рис. 3).
Поскольку реакция, катализируемая СОД, про!
исходит с выделением O2, ингибиторы СОД бу!
дут усиливать поглощение O2. Этот их эффект

Рис. 1. Действие ДДК, триена, глюкозы и 2!дезоксиглюко!
зы (ДГ) на состояние ядер устьичных клеток в плёнках
эпидермиса из молодых и старых листьев гороха. Молодые
и старые листья из 8! или из 14!суточных проростков соот!
ветственно. К плёнкам эпидермиса добавляли 10 мМ ДДК,
10 мМ триена, 10 мМ глюкозы и 10 мМ ДГ, вакуумировали
1 мин и инкубировали 23 ч в темноте

Рис. 2. Действие ДДК, о!фенантролина, ЭДТА, ЭГТА и
глюкозы на состояние ядер устьичных клеток в плёнках
эпидермиса из молодых и старых листьев гороха. Молодые
и старые листья из 8! или из 22!суточных проростков соот!
ветственно. К плёнкам эпидермиса добавляли 10 мМ ДДК,
10 мМ о!фенантролина, 10 мМ ЭДТА, 10 мМ ЭГТА и
5 мМ глюкозы, вакуумировали 1 мин и инкубировали 22 ч
в темноте



проявляется в большей степени на старых
листьях, что может свидетельствовать об увели!
чении в них скорости реакции, осуществляемой
СОД, т.е. о повышенном содержании O 2

� и/или
СОД в старых листьях. Так, в старых листьях
рапса активность СОД была выше, чем в моло!
дых, а концентрация O 2

�, напротив, уменьша!
лась с возрастом [35].

Концентрация глюкозы в молодых и старых
листьях гороха поддерживалась на одном уров!
не, но содержание лактата в старых листьях бы!
ло в 3–4 раза выше, чем в молодых (рис. 4). Это
может быть обусловлено потреблением проме!
жуточных продуктов гликолиза в молодых
листьях для синтеза органических соединений,
а также использованием пирувата в митохонд!
риальном дыхании.

Пропилгаллат, антиоксидант, имитирующий
действие СОД [36], подавлял разрушение ядер
клеток в эпидермисе из молодых листьев гороха,
вызванное ДДК и глюкозой, но не оказывал
влияния на разрушение ядер устьичных клеток
из старых листьев (рис. 5).

Глюкоза стимулировала образование АФК в
плёнке эпидермиса из листьев гороха, которое
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Рис. 3. Дыхание и фотосинтетическое выделение O2 в вы!
сечках из молодых (а, б) или старых (в, г) листьев гороха:
действие глюкозы, ДДК и триена. Молодые и старые
листья из 10! или 21!суточных проростков соответственно.
ВЛ – высечки листьев. Вк и Вык – включение и выключе!
ние света соответственно. Добавки: 20 мг ВЛ, 10 мМ глю!
козы, 10 мМ ДДК и 10 мМ триена

Рис. 4. Содержание глюкозы и лактата в молодых или ста!
рых листьях гороха. Молодые и старые листья из 10! или
17!суточных проростков соответственно. За 100% принято
усреднённое содержание глюкозы или лактата в молодых
листьях, которое соответствует 1,37 мг глюкозы или
10,2 мкг лактата на 1 г сырой массы листьев

Рис. 5. Действие ДДК, глюкозы и пропилгаллата (ПГ) на
состояние ядер устьичных клеток в плёнках эпидермиса из
молодых и старых листьев гороха. Молодые и старые
листья из 11! или из 26!суточных проростков соответ!
ственно. К плёнкам эпидермиса добавляли 10 мМ ДДК,
10 мМ глюкозы и 0,1 мМ ПГ, вакуумировали 1 мин и инку!
бировали 23 ч в темноте
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регистрировали по флуоресценции DCF (рис. 6).
Триен, ингибирующий СОД, увеличивал выход
флуоресценции DCF. Антиоксидант, пропил!
галлат, снижал рост флуоресценции DCF, выз!
ванный глюкозой и триеном.

Обработка клеток протонофорными разоб!
щителями значительно усиливает гликолиз [37].
Протонофорный разобщитель м!хлоркарбонил!
цианидфенилгидразон (ХКФ) снижал выход
флуоресценции DCF в устьичных клетках эпи!
дермиса из листьев гороха (рис. 7, а). Обработка
плёнок эпидермиса из молодых или старых
листьев гороха ХКФ с последующей отмывкой
от него усиливала разрушение ядер устьичных
клеток, вызванное ингибиторами СОД ДДК и
триеном (рис. 7, б и в). При обработке плёнок
эпидермиса ХКФ в течение 2 ч стимуляция раз!
рушения ядер клеток, вызванного ДДК (без
глюкозы), проявлялась лишь в старых листьях.

Данные о разрушении ядер клеток при
действии ингибиторов СОД (рис. 1), отсутствии
эффекта других комплексонов на ядра кле!
ток (рис. 2) и подавлении разрушения ядер про!
пилгаллатом, имитирующим СОД (рис. 5), под!
тверждают, что ДДК! и триен!зависимая гибель
клеток обусловлена подавлением активнос!
ти СОД. Глюкоза усиливает зависимое от инги!
биторов СОД разрушение ядер клеток. Действие
глюкозы проявляется только на клетках из моло!
дых листьев и предотвращается ингибитором
гликолиза 2!дезоксиглюкозой (рис. 1) – это сви!
детельствует о том, что эффект глюкозы опосре!
дован гликолизом. В этом процессе задействова!
ны АФК, образование которых стимулируется
глюкозой и триеном (рис. 6).

Полученные данные соответствуют резуль!
татам исследования роли СОД в аэробном гли!

колизе у дрожжей Saccharomyces cerevisiae [38].
В этой работе высокое содержание глюкозы в
питательной среде дрожжей подавляло митохон!
дриальное дыхание (эффект Кребтри [28]), но
усиливало образование O 2

�, что свидетельствует
о зависимом от глюкозы образовании АФК. Ис!
точником O 2

� мог быть подобный NADPH!ок!
сидазе белок YNO1. С использованием мутантов
дрожжей с делецией в генах, кодирующих СОД,
установлено, что O 2

�, генерируемый при аэроб!
ном росте дрожжей на глюкозе, при участии
Cu,Zn!СОД превращается в Н2O2. Действуя ло!
кально Н2O2 стабилизирует казеинкиназу YCK1
плазматической мембраны, регулирующую по!
давление дыхания и рецепцию глюкозы и ами!
нокислот [38].

Ингибирование СОД приводит к накопле!
нию в клетках АФК (рис. 6) и разрушению кле!
точных ядер, а глюкоза усиливает разрушение
ядер в устьичных клетках в эпидермисе из моло!
дых листьев гороха (рис. 1). Представляет инте!
рес, как добавка глюкозы может стимулировать
образование АФК. Глюкоза эффективно дей!
ствует на клетки из молодых листьев (рис. 1),
которые активнее пролиферируют, следователь!
но, гликолиз играет более значительную роль в
их энергетическом и строительном обмене.

Зависимая от глюкозы генерация АФК, ско!
рее всего, не связана с митохондриями. Об этом
свидетельствуют результаты действия протоно!
форного разобщителя. В митохондриях прото!
нофорные разобщители подавляют окислитель!
ное фосфорилирование и образование АФК
[39]. Действительно, ХКФ снижал выход флуо!
ресценции DCF в устьичных клетках горо!
ха (рис. 7, а), но разрушение ядер, напротив,
усиливалось ХКФ (рис. 7, б и в). По!видимому, в
клетках из старых листьев после обработки ра!
зобщителем происходит активация гликоли!
за [37] и возрастает разрушение ядер клеток –
как в клетках из молодых листьев при добавке
глюкозы. В молодых листьях ХКФ был менее
эффективен, чем в старых (рис. 7, б и в).

Не исключено, что стимуляция разрушения
ядер протонофорным разобщителем связана не
с АФК, а с деэнергизацией клеток: ХКФ усили!
вал разрушение ядер устьичных клеток гороха,
вызванное цианидом; ХКФ и 2!дезоксиглюкоза
сами по себе вызывали гибель устьичных клеток
при инкубации, длящейся двое суток и бо!
лее [40].

Предположительно, эффект глюкозы может
быть опосредован гликолизом или пентозофос!
фатным путём, в которых происходит восстанов!
ление NAD+ или NADP+ соответственно. С од!
ной стороны, NADH может играть роль антиок!
сиданта: в митохондриях клеток он является ос!

Рис. 6. Действие глюкозы, триена и пропилгаллата (ПГ) на
образование АФК в плёнке эпидермиса из листьев гороха,
регистрируемое по флуоресценции DCF. Использовали
молодые листья из 9!суточных проростков. Флуоресцен!
цию измеряли с помощью флуориметра. Добавки:
20 мкМ DCFH!DA, 10 мМ глюкозы, 10 мМ триена и
0,5 мМ ПГ



новной мишенью для синглетного кислорода
(1O2) [41]. С другой стороны, NADH как донор
электронов для пероксидазы способствует обра!
зованию O2

� [6]. Фенольные соединения ускоря!
ют окисление NADH пероксидазой [42]. Так,
NADH вызывал образование O2

� в суспензии ми!
тохондрий из корней гороха, которое стимули!
ровалось фенольными соединениями и было
обусловлено пероксидазой. NADH, добавлен!
ный в среду инкубации, вызывал разрушение
ядер устьичных клеток гороха, а фенольные сое!
динения усиливали его [43]. NADPH может быть

использован в качестве субстрата NADPH!окси!
дазы плазматической мембраны, генерирующей
внеклеточный O 2

�. Судя по всему, NADPH!окси!
даза плазматической мембраны задействована в
гибели клеток растений: её ингибиторы хинак!
рин и дифенилениодоний подавляли разруше!
ние ядер устьичных клеток гороха, вызванное
CN– [44]. АФК в форме O2

�, тем более образован!
ного снаружи клеток, не будут детектировать!
ся DCF, что не противоречит данным рис. 7, а.

Полученные результаты описывают дей!
ствие ингибиторов СОД и глюкозы на гибель
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Рис. 7. Действие м!хлоркарбонилцианидфенилгидразона (ХКФ) на образование АФК в устьичных клетках, регистрируе!
мое по флуоресценции DCF (а) и действие ДДК, триена и глюкозы на состояние ядер устьичных клеток после обработки
ХКФ в плёнках эпидермиса из молодых (б) и старых (в) листьев гороха. Молодые листья из 9!суточных проростков (б),
старые листья из 16!суточных проростков (а) или из 21!суточных проростков (в). а – Плёнки эпидермиса 30 мин инкуби!
ровали с 20 мкМ DCFН!DA без ХКФ или с 1 мкМ ХКФ. Изображения получали методом конфокальной микроскопии.
Обозначения: DCF – флуоресценция DCF, ПС – изображение в проходящем свете. Масштабный отрезок – 20 мкм.
б, в – К плёнкам эпидермиса, необработанным ХКФ или преинкубированным 2 или 5 ч в темноте с 1 мкМ ХКФ, а затем
отмытым от ХКФ полосканием в 100 мл дистиллированной воды, добавляли 10 мМ ДДК, 10 мМ триена и 10 мМ глюко!
зы, вакуумировали 1 мин и инкубировали 22 (б) или 21 (в) ч в темноте
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EFFECTS OF SUPEROXIDE DISMUTASE INHIBITORS
AND GLUCOSE ON CELL DEATH AND GENERATION

OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN PEA LEAVES

V. D. Samuilov1*, D. B. Kiselevsky1*, E. V. Dzyubinskaya1, and O. Yu. Frolova2

1 Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, 119234 Moscow, Russia;
E<mail: vdsamuilov@mail.ru; dkiselevs@mail.ru

2 Lomonosov Moscow State University, Institute of Mitoengineering, 119234 Moscow, Russia

The effect of diethyldithiocarbamate (DDC) and triethylenetetramine (triene), superoxide dismutase (SOD)
inhibitors, and their combination with glucose on cells of the epidermis from pea leaves of different ages (fast grow!
ing young leaves and old leaves with slow growth) was investigated. DDC and triene caused the death of guard cells,
which was determined from the destruction of their nuclei. Glucose did not affect the destruction of nuclei that was
induced by SOD inhibitors in cells from old leaves, but increased it in cells from young leaves. 2!Deoxyglucose, a gly!
colysis inhibitor, and propyl gallate, an antioxidant that mimics SOD, suppressed the destruction of nuclei in cells of
the epidermis from young, but not from old leaves, which was caused by SOD inhibitors with glucose. Glucose and
triene stimulated, and propyl gallate reduced the generation of reactive oxygen species (ROS) in the pea epidermis,
that was determined from the fluorescence of 2′,7′!dichlorofluorescein (DCF). Carbonyl cyanide m!chlorophenyl
hydrazone (CCCP), a protonophoric uncoupler of oxidative and photosynthetic phosphorylation, suppressed DCF
fluorescence in guard cells. Treatment of cells with CCCP followed by removing it by washing increased the destruc!
tion of the nuclei that was caused by SOD inhibitors and glucose. In young leaves, CCCP was less effective than in old
ones. The results obtained demonstrate the effects of SOD inhibitors and glucose on cell death and generation of ROS
and apparently testify to glycolysis!dependent ROS production.

Keywords: glucose, superoxide dismutase, reactive oxygen species, programmed cell death, guard cells, pea
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Дофаминовый нейротрофический фактор мозга (CDNF) вместе с мезэнцефалическим астроцитарным ней�
ротрофическим фактором (MANF) формируют уникальное семейство нейротрофических факторов, струк�
турно и функционально отличных от других белков с нейротрофической и ростовой активностью. CDNF не
имеет рецепторов на клеточной мембране и локализован преимущественно в полости эндоплазматическо�
го ретикулума (ЭПР); его первостепенной функцией является регуляция стресса ЭПР. Кроме того, CDNF
способен подавлять воспаление и апоптоз. В силу своих функций CDNF демонстрирует выдающиеся за�
щитные и восстановительные свойства в различных моделях нейропатологий, связанных со стрессом ЭПР,
к которым относится и болезнь Паркинсона. Благодаря таким эффектам, CDNF уже прошёл клинические
испытания с участием пациентов, страдающих болезнью Паркинсона. Несмотря на название, функции
CDNF распространяются далеко за пределы дофаминовой системы мозга. В частности, имеются данные об
участии CDNF в созревании и поддержании других нейротрансмиттерных систем, регуляции процессов
нейропластичности и немоторного поведения. В данном обзоре мы рассматриваем особенности структуры
и функций CDNF, его защитные и регенеративные свойства.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нейротрофические факторы, дофаминовый нейротрофический фактор мозга CDNF,
стресс ЭПР, ответ развёрнутого белка UPR, нейропротекция, болезнь Паркинсона.

DOI: 10.31857/S0320972521070071

ДОФАМИНОВЫЙ НЕЙРОТРОФИЧЕСКИЙ ФАКТОР МОЗГА (CDNF):
СТРУКТУРА, ФУНКЦИИ И ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ

Обзор

© 2021 Д.В. Ерёмин, Т.В. Ильчибаева, А.С. Цыбко*

ВВЕДЕНИЕ

Нейротрофические факторы (НТФ) – это
большая группа полипептидов (длиной до
200 а.о.), играющих ключевую роль в развитии и
сохранении структур как центральной и пери�
ферической нервных систем, так и многих дру�
гих систем организма [1]. Они принимают учас�
тие в регуляции роста, развития, дифференциа�
ции, миграции и выживания клеточных популя�
ций, процессах их адаптации к внешним воз�
действиям. Эволюционно НТФ являются очень
древними, они существовали ещё до появления
позвоночных животных [2].

НТФ изучают ещё с 1940�х гг., когда был от�
крыт первый из них – фактор роста нервов (nerve
growth factor, NGF). Среди наиболее известных
на настоящий момент НТФ можно отметить
нейротрофический фактор мозга (brain�derived
neurotrophic factor, BDNF), нейротрофины
(NT3–7), а также глиальный нейротрофический
фактор (GDNF). Кроме того, нейротрофной ак�
тивностью обладает группа разнообразных бел�
ков, классифицируемых как ростовые факторы
[3]. Все НТФ секретируются клеткой и связыва�
ются с рецепторами на плазматической мембра�
не, большинство из которых работают как тиро�
зинкиназы или активируют последние, запуская
нижележащие (downstream) сигнальные пути,
такие как путь регулируемой внеклеточными
сигналами киназы (Ras/ERK) или путь фосфа�
тидилинозитол�3�киназы (PI3K/Akt) [4]. Эти
сигнальные каскады обеспечивают формирова�
ние синапсов, выживание, дифференциацию и
созревание нейронов.

Дофаминовый нейротрофический фактор
мозга (cerebral dopamine neurotrophic factor,
CDNF) вместе с мезэнцефалическим астроци�
тарным нейротрофическим фактором (mesen�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БП – болезнь Паркинсона;
ДА – дофамин; НТФ – нейротрофический фактор;
CDNF – дофаминовый нейротрофический фактор мозга
(cerebral dopamine neurotrophic factor); MANF – мезэнце�
фалический астроцитарный нейротрофический фактор
(mesencephalic astrocyte�derived neurotrophic factor);
МРТР – 1�метил�4�фенил�1,2,3,6�тетрагидропиридин;
UPR – ответ развёрнутого белка (unfolded protein response);
5�HT – серотонин или 5�гидрокситриптамин (5�hydroxy�
triptamine); 6�OHDA – 6�гидроксидофамин.

* Адресат для корреспонденции.
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cephalic astrocyte�derived neurotrophic factor,
MANF) образуют особое семейство секретируе�
мых белков с нейротрофической активностью
[5, 6]. Своё название CDNF получил благодаря
способности защищать и восстанавливать дофа�
минергические (ДА) нейроны, продемонстри�
рованной в двух моделях болезни Паркинсона
(БП) – индуцированной 6�гидроксидофамином
(6�OHDA) или 1�метил�4�фенил�1,2,3,6�тетра�
гидропиридином (МРТР) у грызунов и прима�
тов соответственно [6–8]. Нейротрофические
эффекты CDNF, оказываемые на нигростриар�
ные ДА�нейроны, послужили основой для кли�
нических испытаний с участием пациентов с
БП [9].

CDNF не обнаруживается в эмбриональном
мозге и может быть детектирован в нейрональ�
ных клетках только с 10�го постнатального дня.
Однако во взрослом мозге CDNF распростра�
нён широко – его можно обнаружить в слоях
II–VI коры, в СА1�, СА3�областях и зубчатой
извилине гиппокампа, голубом пятне и клетках
Пуркинье мозжечка [6]. Несмотря на своё наз�
вание, CDNF экспрессируется и за пределами
центральной нервной системы (ЦНС) и
действует как на периферические нейроны
(например, в кишечнике), так и на клетки от�
личной от нейрональной природы, особенно в
тканях с высокой метаболической активностью
[6, 10]. К примеру, CDNF наиболее заметно
экспрессируется в сердце, мышцах и бурой жи�
ровой ткани [10].

CDNF локализуется в просвете эндоплазма�
тического ретикулума (ЭПР) и усиленно секре�
тируется из клетки в условиях стресса. Он ока�
зывает трофический эффект на многие ткани и
типы клеток в секретируемой форме, однако
также может обеспечивать защиту клеток изнут�
ри ЭПР. Несмотря на классификацию CDNF
как НТФ в силу нейропротекторного и восста�
навливающего действия, структурно он не по�
хож на какие�либо другие НТФ, к примеру,
NGF, BDNF или GDNF. Кроме того, для CDNF
(как, впрочем, и для MANF) не было идентифи�
цировано рецепторов на клеточной поверхнос�
ти. В этом обзоре мы рассмотрим особенности
структуры и функций CDNF, а также механиз�
мы, путём которых он обеспечивает выживание
клеток при различных патологических состоя�
ниях ЦНС.

ОСОБЕННОСТИ СТРУКТУРЫ CDNF

Структура CDNF уникальна среди нейро�
трофических факторов. По аминокислотному
составу он на 59% сходен с MANF, но не гомоло�

гичен другим хорошо описанным НТФ (напри�
мер, NGF, BDNF, GDNF), в связи с чем CDNF
и MANF классифицируют как уникальное се�
мейство белков [11]. Ген CDNF консервативен
среди позвоночных, будь то мышь, человек или
рыбка данио (Danio rerio) [6, 12]. В то же время
беспозвоночные, такие как плодовая мушка
Drosophila melanogaster, круглый червь Caeno)
rhabditis elegans и губка Suberites domuncula, име�
ют лишь один ортологичный ген MANF/CDNF
[13–15].

CDNF – это относительно небольшой
(18–20 кДа) растворимый белок, состоящий из
187 а.о. В структуре CDNF выделяют глобуляр�
ный N�конец и неструктурированный С�конец,
связанные гибкой перемычкой [11, 16, 17]. В от�
личие от классических НТФ, CDNF не имеет
пропоследовательности для осуществления
процесса ферментативной активации. На
N�конце имеется только сигнальная пептидная
последовательность из 26 а.о., которая необхо�
дима для перемещения белка в ЭПР, где она от�
щепляется. В дополнение к сигнальному пепти�
ду N�конец содержит сапозин�подобный до�
мен. Сапозин�подобные белки (SAPLIP), такие
как гранулизин и NK�лизин, известны своей
способностью взаимодействовать с мембранны�
ми липидами. В работе Bai et al. [18] было пока�
зано, что MANF взаимодействует с сульфати�
дом – липидом, присутствующим во внеклеточ�
ной створке клеточных мембран и во внеклеточ�
ной жидкости. Несмотря на структурную схо�
жесть с MANF и наличие SAPLIP�домена, для
CDNF взаимодействия с сульфатидом описано
не было. Данный факт, вероятно, может быть
объяснён функционалом остатка лизина в пози�
ции 122, обладающей высокой консерватив�
ностью (K122). В белке MANF человека в дан�
ной позиции присутствует лизин, в то время как
в CDNF – лейцин; известно, что замена K112L
в MANF значительно снижает связывание суль�
фатидов у H. sapiens [18]. Вместе с тем существу�
ют данные, указывающие на возможное участие
CDNF в обмене липидов у D. melanogaster [19].
Факт взаимодействия с липидами сапозин�по�
добного домена MANF, но не CDNF, поднимает
интересный вопрос о фундаментальных разли�
чиях этих двух НТФ. Связывает ли CDNF от�
личный по сравнению с MANF набор липидов,
или связывает липиды в других условиях (на�
пример, при другом уровне pH)? Возможные ро�
ли MANF и CDNF в регуляции липидов и
свойств мембран, вероятно, опосредуют различ�
ные функции, которые они выполняют при под�
держании гомеостаза ЭПР.

CDNF человека содержит N�связанный и
О�связанный сайты гликозилирования [20, 21].
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Гликозилированная и негликозилированная
формы белка обнаружены в клетках со сверхэк�
спрессией CDNF [20]. Вместе с тем показано,
что гликозилирование не играет роли в секре�
ции и нейропротекторной активности CDNF
[6, 21].

CDNF имеет 2 мотива CXXC (Cys�X�X�Cys,
где X – любая аминокислота), при этом один из
них расположен на N�конце, а другой – на
С�конце [11]. CXXC�мотив присутствует во мно�
гих белках с антиоксидантными свойствами, та�
ких как дисульфидные изомеразы, которые ло�
кализуются в ЭПР и являются критически важ�
ными для фолдинга белков [22]. Кроме того,
цистеины в CXXC�мотиве дисульфидных изо�
мераз катализируют перестройку дисульфидных
связей в субстратных белках, обеспечивая их
правильный фолдинг [22]. Ни CDNF, ни MANF
не демонстрируют оксидоредуктазной актив�
ности, однако их С�концевой CXXC�мотив ва�
жен для обеспечения цитопротективной актив�
ности. В частности, недавно было показано, что
CXXC�мотив играет значимую роль при выпол�
нении MANF функции шаперона и укладке бел�
ков в ЭПР [23]. Исходя из структуры, можно
ожидать наличия сходной функции и у CDNF.

С�конец CDNF содержит SAP�подобный
(SAF�A/B, Acinus, PIAS) домен, предположи�
тельно являющийся доменом связывания
ДНК/РНК, однако его точная функция до сих
пор не известна. Аналогичный SAP�подобный
домен MANF демонстрирует связывание с
p65�субъединицей транскрипционного фактора
NFκB [24] и BiP/GRP78 в его ADP�связанном
состоянии, предотвращая замену нуклеотида на
ATP и таким образом регулируя активность
BiP/GRP78 [25].

С�конец CDNF частично не структурирован
и содержит последовательность удержания в
ЭПР (ER retention sequence, ERS). C�концевые
хвосты с ERS, которые взаимодействуют с
KDEL�рецепторами, способствуют локализа�
ции белков�резидентов в ЭПР в состоянии го�
меостаза [26]. Каноническая ERS состоит из
последовательности четырёх аминокислот – ли�
зин�аспартат�глутамат�лейцин («KDEL» в од�
нобуквенном коде). У CDNF – это последова�
тельность KTEL (лизин�треонин�глутамат�лей�
цин), которой должно быть достаточно для
удержания белка в ЭПР [27]. KTEL�последова�
тельность играет важную роль в регуляции сек�
реции CDNF в ответ на стресс ЭПР, связанный
со снижением в нём уровня кальция [28]. Пока�
зано, что удаление ERS на С�конце CDNF при�
водит к его секреции и оставляет клетки безза�
щитными к действию тапсигаргина (индуктор
стресса ЭПР) [29].

Совместно эти данные подтверждают, что
CDNF является белком ЭПР с уникальными
структурой и свойствами, значительно отлича�
ющимися от других хорошо изученных НТФ.
Небольшие структурные отличия CDNF от
MANF тем не менее могут существенно влиять
на выполняемые им функции. Об этом красно�
речиво свидетельствуют данные, полученные
на нокаутных мышах по генам Manf и Cdnf. Так,
гомозиготные нокаутные животные (Manf–/–)
отличаются серьёзными нарушениями роста,
кроме того, у них развивается инсулин�зависи�
мый диабет [30]. У гетерозиготных мышей с де�
фицитом MANF наблюдается стеатоз (повы�
шенная агрегация липидов) и фиброз печени, а
также хроническое воспаление во многих тка�
нях [31]. Напротив, гомозиготные нокаутные по
Cdnf мыши (Cdnf–/–) характеризуются хорошей
выживаемостью, фертильностью и продолжи�
тельностью жизни, не демонстрируют заметных
нарушений в развитии и обмене веществ [32].
Из этого следует, что CDNF и MANF различа�
ются не только структурно, но и функциональ�
но, и рассматривать биологию CDNF исключи�
тельно путём сопоставления с имеющимися
данными по MANF было бы ошибкой. Тем не
менее представления о функциях, выполняе�
мых CDNF, сформировались в значительной
степени под влиянием исследований белка
MANF.

CDNF В РЕГУЛЯЦИИ СТРЕССА ЭПР

Ответ развёрнутого белка (unfolded protein
response, UPR). Эндоплазматический ретикулум
является ответственным за многие критические
функции, такие как синтез липидов, хранение
кальция и созревание белков [33]. Когда клетка
переживает различные негативные воздей�
ствия, в просвете ЭПР происходит нарушение
протеостаза, что приводит к стрессу ЭПР. Ответ
развёрнутого белка – это эволюционно консер�
вативный защитный механизм клетки, приз�
ванный снизить стресс путём подавления
трансляции, деградации неправильно свёрну�
тых белков и активации сигнальных путей, ко�
торые ведут к продукции молекулярных шапе�
ронов, вовлечённых в фолдинг белков [34, 35].
Основным регулятором связывания с непра�
вильно свёрнутыми белками в ЭПР является
связывающий белок иммуноглобулина (BiP,
также именуемый GRP78) [36]. Когда BiP отсо�
единяется от «сенсоров» UPR, локализованных
в мембране ЭПР, происходит активация трёх
связанных сигнальных путей: PKR�подобной
киназы эндоплазматического ретикулума
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(PERK), активирующего фактора транскрип�
ции 6 (ATF6) и инозитол�зависимого фермен�
та 1 (IRE1) [35] (рис. 1). Аутофосфорилирова�
ние PERK приводит к фосфорилированию

eIF2α [37], что снижает общий синтез белка, но
избирательно увеличивает экспрессию белков,
участвующих в окислительном стрессе, фол�
динге и апоптозе. Таким образом, PERK обес�

Рис. 1. Предполагаемые молекулярные механизмы нейропротекторного действия CDNF. В норме GRP78 взаимодейству�
ет с сенсорами UPR, предотвращая их активацию. Во время стресса ЭПР GRP78 диссоциирует от ATF6, IRE1 и PERK,
что приводит к их активации. ATF6 переносится в комплекс Гольджи, где происходит его расщепление. Активный ATF6
действует как транскрипционный фактор, индуцируя транскрипцию шаперонов, таких как GRP78, проапоптотического
фактора CHOP и белка XBP1, а также белков�регуляторов апоптоза. IRE1 активируется путём димеризации и транс�ауто�
фосфорилирования. Цитоплазматический домен активированного IRE1 обладает эндорибонуклеазной активностью и
удаляет интроны в транскрипте XBP1, благодаря чему формируется усечённый белок XBP1s, который выполняет функ�
цию транскрипционного фактора. XBP1s активирует транскрипцию генов, ответственных за деградацию белков ЭПР
(ERAD), а также шаперонов. Активированный PERK в форме димера фосфорилирует фактор инициации трансляции
eIF2α, что приводит к общему ингибированию трансляции белков в клетке. Вероятно, CDNF в ЭПР связывается с
GRP78, стабилизирует его и предотвращает диссоциацию от ATF6, IRE1 и PERK, благодаря чему они не активируются, и
вышеописанные пути не запускаются. Когда рецептор KDEL (KDELR) не удерживает CDNF в ЭПР, тот переходит в сек�
ретированную форму и, находясь в цитоплазме, блокирует фосфорилирование eIF2α. Кроме того, свободный CDNF свя�
зывается с эффекторами апоптоза (возможно, напрямую), BAX и каспазой�3, и блокирует их. CDNF может секретиро�
ваться и во внеклеточное пространство, однако точный механизм его взаимодействия с мембранными липидами неизвес�
тен. В микроглиальных клетках блокада киназы JNK блокирует экспрессию и секрецию цитокинов (IL�1β, IL�6, PGE2,
TNFα), благодаря чему достигается противовоспалительный эффект. Стоит отметить, что блокада JNK может происхо�
дить также в астроцитах и нейрональных клетках. (С цветными вариантами рисунков можно ознакомиться в электронной
версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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печивает передачу сигналов выживания и смер�
ти [38]. ATF6 расщепляется в аппарате Гольджи,
и его N�концевой домен переносится в ядро для
индукции транскрипции шаперонов и белков
деградации, ассоциированных с ЭПР [39]. Ак�
тивация IRE1 индуцирует в цитоплазме сплай�
синг транскрипта XBP1. Усечённая версия бел�
ка XBP1 (XBP1s) переносится в ядро, где инду�
цирует экспрессию генов, ответственных за де�
градацию белков ЭПР (ERAD), а также шапе�
ронов [40] (рис. 1).

Нарушение регуляции UPR связано со мно�
гими патологическими состояниями, такими
как рак, диабет и нейродегенеративные заболе�
вания [41, 42]. Во многих исследованиях показа�
на причинная связь между изменением протеос�
таза в ЭПР и прогрессированием нейродегене�
ративных заболеваний, что характеризуется по�
вышенными уровнями маркёров UPR [43].

Экспрессия CDNF при UPR. На сегодняшний
день Manf классифицируют как один из генов�
маркёров UPR, наряду с Grp78, Perk и Xbp1 [44].
Его экспрессия усиливается в ответ на обработ�
ку клеток туникамицином – препаратом, вызы�
вающим нарушение протеостаза в ЭПР [45], а
также при индукции стресса ЭПР с помощью
неверно свёрнутых пептидов [46]. Рассматри�
вать же Cdnf в качестве гена�маркёра UPR пока
преждевременно: нам известна единственная
работа, в которой было показано усиление
экспрессии CDNF в первичной культуре нейро�
нов в ответ на воздействие туникамицина [47].
Вместе с тем исследования по взаимодействию
генов, проведенные на D. melanogaster и C. ele)
gans, имеющих лишь один гомолог Manf/Cdnf,
подтвердили, что путь IRE1/XBP1 вовлечен в
транскрипционную регуляцию вышеуказанных
генов [13, 48]. Кроме того, секреция белков
CDNF, как и MANF, снижается в ответ на сверх�
экспрессию GRP78 и KDELR (рецептор KDEL)
in vitro [49]. Все эти данные указывают на фунда�
ментальное сходство механизмов, регулирую�
щих экспрессию и секрецию CDNF и MANF.
Поэтому можно ожидать, что с поступлением
новых данных Cdnf также займёт место в числе
генов�маркёров UPR.

CDNF как модулятор UPR. Представление о
том, как CDNF может регулировать UPR, сло�
жилось во многом под влиянием данных, полу�
ченных при исследовании MANF. Последний не
только напрямую связывается с GRP78 [50], но
и блокирует высвобождение им ADP и присое�
динение ATP, что позволяет стабилизировать
комплекс GRP78 c «сенсорами» UPR и предот�
вратить запуск данной реакции [25]. Считается,
что механизм регуляции стресса ЭПР с по�
мощью CDNF сходен с таковым у MANF, т.е.

опосредуется путём стабилизации «сенсоров»
UPR через связывание с GRP78 [9, 44]. Извест�
но несколько работ, подтверждающих, что
CDNF является супрессором UPR. При изуче�
нии смоделированной на крысах болезни Альц�
геймера (БА) было показано, что CDNF снижа�
ет вызванную β�амилоидом активацию UPR в
нейронах гиппокампа [51]. Сходным образом
CDNF действовал в ДА�нейронах, подвержен�
ных действию 6�OHDA в модели БП [52]. Одна�
ко нельзя расценивать функцию CDNF в UPR
как исключительно супрессорную. Во�первых,
Cdnf–/– мыши с не демонстрировали увеличен�
ную экспрессию генов�маркёров UPR в среднем
мозге [32]. Во�вторых, в работе Arancibia et al.
[29] продемонстрировано усиление экспрессии
генов�маркёров UPR в клетках HEK293 и пер�
вичной культуре нейронов, трансфицирован�
ных плазмидой, экспрессирующей CDNF. При
этом сверхэкспрессия CDNF ингибировала
апоптоз и индуцированную тапсигаргином
смерть клеток [29]. Эти данные можно тракто�
вать как свидетельство модулирующего влияния
CDNF на UPR. Вероятно, в зависимости от
формы и степени стресса ЭПР CDNF способен
либо полностью останавливать развитие UPR,
либо умеренно активировать его. В умеренной
степени UPR через такие эффекторы, как ATF6
и XBP1, индуцирует экспрессию шаперонов,
эффективно устраняющих последствия непра�
вильного фолдинга белков.

АНТИАПОПТОТИЧЕСКИЕ
СВОЙСТВА CDNF

Апоптоз является важным индикатором сте�
пени нейрональной дисфункции при нейроде�
генеративных заболеваниях [53]. При этом изве�
стно, что стресс ЭПР значительно усиливает
чувствительность клетки к индукции апоптоза
[54, 55]. CDNF может предотвращать дегенера�
цию нейронов и подавлять апоптоз не только за
счёт ингибирования стресса ЭПР, но и напря�
мую, модулируя вовлечённые в апоптоз пути.
Было показано, что выживаемость клеток ли�
нии PC12, обработанных 6�OHDA, усиливалась
с увеличением дозы белка CDNF, добавлявше�
гося в клеточную культуру [56]. Одновременно с
этим, также дозозависимо, повышалось соотно�
шение Bcl�2/Bax и снижалась активность каспа�
зы�3 [56]. Точный механизм, с помощью кото�
рого CDNF подавляет активность проапоптоти�
ческих белков, неизвестен, однако некоторые
предположения можно сделать по аналогии с
MANF. Обнаружено, что домен на С�конце
MANF гомологичен SAP�домену белка Ku70
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[57], ингибитора проапоптотического белка Bax
[58–60]. Также было показано, что отдельно
синтезированный С�конец MANF, введённый в
нейроны, защищал их от индуцированного Bax
апоптоза [57]. Хотя на сегодняшний день дока�
зать прямое связывание MANF с Bax так и не
удалось [61], значительное сходство С�концов
MANF и CDNF оставляет возможность такого
связывания и для последнего. Впрочем, можно
предполагать существование и каких�либо дру�
гих механизмов.

ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫЕ
ЭФФЕКТЫ CDNF

Цитопротективные свойства CDNF тесно
связаны с противовоспалительной актив�
ностью, чему накоплено достаточно свиде�
тельств. Обработка туникамицином культуры
первичных астроцитов крысы приводит к увели�
чению уровня мРНК и секреции провоспали�
тельных цитокинов (IL�1β, TNFα и IL�6), а
сверхэкспрессия CDNF в астроцитах перед об�
работкой уменьшала этот воспалительный ци�
токиновый ответ [62]. В дальнейшем было пока�
зано усиление экспрессии CDNF в первичной
культуре микроглии крысы, обработанной ли�
пополисахаридом (LPS), индуцирующим воспа�
ление [63]. LPS – это бактериальный эндоток�
син, который связывается с толл�подобным ре�
цептором 4 (TLR4) на клеточной мембране и
усиливает экспрессию провоспалительных ци�
токинов, таких как PGE2, IL�1β и TNFα. Ре�
комбинантный белок CDNF уменьшал опосре�
дованную LPS продукцию PGE2 и IL�1β, а
вместе с этим и токсичность в микроглиальных
клетках крысы [63]. Эти эффекты CDNF корре�
лировали со сниженным уровнем фосфорили�
рования киназы JNK, которая активируется под
воздействием LPS одной из первых. Также было
показано, что в микроглии, обработанной LPS,
CDNF уменьшал активацию пути Akt/FoxO1/
mTor с сопутствующим снижением уровня вне�
клеточного TNFα [64], что также подтверждает
предположение о способности CDNF снижать
секрецию цитокинов. Вместе с тем сверхэкс�
прессия CDNF в черной субстанции крыс, по�
лучавших 6�OHDA, ослабляла проявление вос�
палительных маркёров (нитрозативный стресс,
глиоз и уровень IL�6), но не влияла на экспрес�
сию цитокинов (например, TNFα и IL�1β) в
стриатуме [65]. Таким образом, противовоспа�
лительное действие CDNF основано не только
на снижении экспрессии цитокинов, а включа�
ет также иные механизмы подавления воспали�
тельного ответа.

УЧАСТИЕ CDNF В СОЗРЕВАНИИ
И ПОДДЕРЖАНИИ

НЕЙРОМЕДИАТОРНЫХ СИСТЕМ

Начиная с момента открытия, CDNF прочно
ассоциируется с дофаминовой системой, что и
отражено в его названии. И действительно,
CDNF эффективно защищает и восстанавлива�
ет ДА�нейроны во многих моделях БП [66], а не�
давно было показано, что аналогичную функ�
цию CDNF выполняет и в модели болезни Ген�
тингтона [67]. Установлено, что экспрессия
Cdnf, как и многих других ключевых генов дофа�
миновой системы, изменилась во время дли�
тельного космического полёта (на биоспутнике
Бион�М1) [68, 69], что косвенно свидетельству�
ет о его участии в адаптации ДА�нейронов к ус�
ловиям микрогравитации. У мышей с нокаутом
по Cdnf (Cdnf–/–) наблюдается снижение экс�
прессии тирозингидроксилазы (ТГ), дофамино�
вого транспортёра (ДАТ), уменьшение содержа�
ния ДА в дофаминовых нейронах подслизистой
области тонкого кишечника, число самих ней�
ронов с возрастом также значительно снижается
[70]. Удивительно, но в мозге Cdnf–/– мышей не
изменяется ни число ДА�нейронов в чёрной
субстанции, ни метаболизм дофамина [32]. Тем
не менее авторами указанного исследования от�
мечены возрастные нарушения функции ДА�
системы: нарушается работа ДАТ, возникает ин�
дуцированная D�амфетамином гиперактив�
ность, что сопровождается повышенной секре�
цией дофамина. Всё вместе это указывает на на�
рушения в аксональных терминалях ДА�нейро�
нов в стриатуме Cdnf–/– мышей [32]. Интересно,
что в одном исследовании была обнаружена ас�
социация между развитием БП в позднем воз�
расте и полиморфизмом rs7094179 в гене CDNF
[71]. При этом важно отметить, что данный по�
лиморфизм, по мнению авторов исследования,
вероятно, не функционален.

Недавно полученные данные указывают на
то, что эффекты CDNF могут не ограничивать�
ся исключительно дофаминовой системой. Так,
у Cdnf–/– мышей в подслизистой области тонко�
го кишечника продемонстрировано существен�
ное снижение числа нейронов, экспрессирую�
щих NO�синтазу (nNOS) и белок, связанный с
геном кальцитонина (calcitonin gene�related pro�
tein, CGRP), а также ГАМКергических нейро�
нов [70].

Показано, что рыбы Danio rerio с полным но�
каутом гена Сdnf отличаются гиперактивностью
и нарушениями в поведении, связанными с тре�
вогой, социальными предпочтениями и спло�
ченностью стаи [72]. У этих животных также
наблюдались сниженная коммуникабельность и
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повышенная восприимчивость к припадкам,
индуцированным пентилентетразолом, которые
могут быть связаны с дефицитом сразу несколь�
ких нейромедиаторных систем, включая ДА�
нейроны, ГАМКергические и гистаминергичес�
кие нейроны. Несмотря на то что уровень дофа�
мина в головном мозге не изменялся, у рыб с де�
фицитом CDNF были обнаружены отклонения
в группировке ДА�нейронов в кластеры. Одно�
временно с этим было показано снижение числа
гистаминергических нейронов, окружающих
ДА�нейроны. Аномально низкое количество
ГАМКергических нейронов было обнаружено в
гипоталамусе, а экспрессия глутаматдекарбок�
силазы была снижена во всём мозге рыб, нока�
утных по Cdnf [72]. Эти данные свидетельствуют
о том, что CDNF действует как общий модуля�
тор, регулирующий нейрогенез и созревание
медиатор�специфических типов нейронов во
время развития и на протяжении всей взрослой
жизни, а не ограничивается только дофаминер�
гической системой [70]. Кроме того, в исследо�
вании Voutilainen et al. [52] было показано, что
CDNF способен активировать PI3K/Akt сиг�
нальный путь как in vitro, так и in vivo, причём
даже в неповреждённом мозге. Поскольку ука�
занный сигнальный путь является необходи�
мым компонентом процесса долговременной
потенциации [73, 74], можно предположить, что
CDNF принимает самое активное участие в
процессах нейропластичности, связанных с обу�
чением и памятью – и этому уже найдены пер�
вые доказательства. В работе Kemppainen et al.
[75] было продемонстрировано, что введение в
гиппокамп белка CDNF или вирусного
конструкта, обеспечивающего его сверхэк�
спрессию, улучшало формирование долговре�
менной пространственной памяти у мышей. Ра�
боты, выполненные авторами настоящего обзо�
ра, показали, что однократная инъекции белка
CDNF в желудочек мозга мышей влияет на ас�
социативное обучение животных даже через
10 дней после инъекции, при этом наблюдаются
изменения в транскрипции ряда генов серото�
ниновой (5�гидрокситриптамин, 5�НТ) систе�
мы мозга, например, кодирующих фермент
триптофангидроксилазу 2 и серотониновый ре�
цептор подтипа 2А (5�НТ2A) [76]. В другом ис�
следовании мы обнаружили, что индукция сверх�
экспрессии CDNF в дорсальном гиппокампе
крыс ухудшает формирование условно�рефлек�
торного страха, что сопровождается повышен�
ными уровнями мРНК генов, кодирующих
c�Fos, CREB и 5�НТ1B рецептор [77]. Также нами
получено косвенное свидетельство того, что не
только CDNF модулирует развитие и функцию
медиаторных систем, но и сами медиаторы че�

рез свои рецепторы могут влиять на экспрессию
данного НТФ. Так, в МРТР�модели БП на мы�
шах в повреждённом токсином стриатуме уро�
вень мРНК CDNF был ожидаемо повышен, од�
нако при введении атипичных антипсихотичес�
ких препаратов, клозапина или кветиапина,
уровень мРНК снижался до базового [78]. Пос�
кольку клозапин и кветиапин являются полны�
ми или частичными антагонистами ДА� и 5�НТ�
рецепторов (здесь стоит отметить значительное
сродство с 5�НТ2A�рецепторами), а также гиста�
миновых и мускариновых рецепторов, можно
предположить, что и нейромедиаторы могут мо�
дулировать экспрессию CDNF через указанные
рецепторы. Интересно, что для хорошо изучен�
ных НТФ, таких как BDNF и GDNF, модуляция
со стороны различных нейромедиаторных сис�
тем является одной из характерных черт [79, 80].

Вышеприведённые факты свидетельствуют о
том, что несмотря на значительные структурные
особенности и уникальный механизм действия,
функционально CDNF гораздо ближе к класси�
ческим НТФ, чем считалось изначально. Даже
больше – сегодня у нас есть все основания клас�
сифицировать CDNF как полноценный НТФ.

ТРОФИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ CDNF
ПРИ НЕЙРОПАТОЛОГИЯХ, СВЯЗАННЫХ

СО СТРЕССОМ ЭПР

Изменения в экспрессии CDNF отмечены
при заболеваниях, связанных со стрессом ЭПР,
включая ишемию мозга [20, 47, 81] и БП [82].
Несмотря на то что данные об участии CDNF в
патогенезе тех или иных заболеваний ограниче�
ны [71, 83–85], результаты многочисленных ис�
пытаний на различных моделях нейропатологий
убедительно демонстрируют выдающиеся за�
щитные и восстановительные эффекты CDNF
(таблица).

Болезнь Паркинсона. Существует множество
свидетельств значительной роли UPR в патоге�
незе БП [86]. В постмортальных исследованиях
ДА�нейронов чёрной субстанции у пациентов с
БП было выявлено чрезмерное фосфорилирова�
ние PERK и IRE1; эти же белки в активирован�
ной форме обнаруживаются в нейронах с вклю�
чениями α�синуклеина, который является глав�
ным компонентом телец Леви, основного ней�
ропатологического маркёра БП [87–90]. В моде�
лях БП с применением токсинов (MPTP,
6�OHDA) также наблюдается активация моле�
кулярных путей UPR [91–93]. Более того, при�
менение ингибитора PERK, GSK2606414 [90],
или сверхэкспрессия XBP1 [94] позволяют дос�
тичь значительных улучшений у эксперимен�
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CDNF в моделях нейропатологий

Заболевание

Болезнь
Паркинсона

Болезнь
Альцгеймера

Модельная система

МРТР

6�OHDA

6�OHDA

6�OHDA

6�OHDA

6�OHDA

6�OHDA

6�OHDA

6�OHDA

6�OHDA

МРТР

6�OHDA и α�синук�
леин

α�синуклеин

MPP+

линия APP/PS1

Вид/культура

макак�резус

мармозетка

крыса

крыса

крыса

крыса

крыса

крыса

крыса

крыса

мышь

ДА�нейроны
мыши

мышь, кры�
са, нейроны
гиппокампа

ДА�нейроны
крысы

мышь

Эффект

регенерация ДА�нейронов
и восстановление мотор�
ных функций

регенерация ДА�нейронов

регенерация ДА�нейронов
и восстановление мотор�
ных функций

регенерация ДА�нейронов
и восстановление мотор�
ных функций

защита ДА�нейронов и
восстановление моторных
функций

регенерация ДА�нейронов
и восстановление мотор�
ных функций

защита ДА�нейронов и
восстановление моторных
функций

регенерация ДА�нейронов
и восстановление мотор�
ных функций

регенерация ДА�нейронов
и восстановление мотор�
ных функций (через 2, но
не 5 недель после повреж�
дения)

улучшение моторных
функций при комбиниро�
вании CDNF и DBS

защита и регенерация ДА�
нейронов и восстановле�
ние моторных функций

защита ДА�нейронов

защита нейронов, восстанов�
ление моторных функций

защита ДА�нейронов

улучшение пространствен�
ного обучения и памяти

Механизм

ТГ�позитивные клетки в
SN ↑

ДАТ ↑

ТГ�позитивные клетки в
SN ↑

ТГ�позитивные клетки в
SN ↑; ТГ�позитивные фиб�
робласты в St ↑

частичная защита ТГ�по�
зитивных нейронов и воло�
кон в SN и St

ТГ�позитивные клетки в
SN ↑; ТГ�позитивные во�
локна в St ↑; функция ДА�
нейронов ↑

комбинированная сверхэк�
спрессия CDNF и MANF;
защита ТГ�позитивных
клеток; ТГ�позитивные во�
локна в St ↑

экспрессия маркёров
стресса ЭПР ↓; ТГ�пози�
тивные клетки в SN ↑; ТГ�
позитивные волокна в St ↑

ТГ�позитивные клетки в
SN ↑ при введении
AAV8�CDNF не более чем
через 2 недели после воз�
действия 6�OHDA

ТГ в SN ↑

ТГ�позитивные клетки в
SN ↑; ТГ�позитивные во�
локна в St ↑

олигомеры α�синуклеина ↓

олигомеры α�синуклеина ↓

комбинированное действие
CDNF и синтетического
нейртурина (N4); функция
ДАТ ↑

не известен

Ссылки

[9]

[8]

[6]

[97]

[100]

[101]

[102]

[52]

[105]

[104]

[7]

[95]

[96]

[103]

[75]
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тальных животных. Способность модулировать
UPR – это уникальное свойство CDNF, которое
отличает его от других НТФ, также рассматрива�
емых в качестве терапевтических средств при
БП. Так, при сравнении CDNF и GDNF в моде�
ли 6�OHDA, только введение белка CDNF сни�
жало экспрессию маркёров стресса ЭПР [52].
Кроме того, в исследованиях in vitro и in vivo по�
казано, что CDNF может защищать ДА�нейро�
ны от токсичного влияния олигомеров α�синук�
леина [95, 96]. Более того, в недавней работе
Albert et al. [96] показали, что CDNF физически
связывается с α�синуклеином, предотвращая
интернализацию его фибрилл в нейроны, и спо�
собствует образованию нерастворимых фосфо�
рилированных включений α�синуклеина, инги�
бируя образование токсичных олигомеров дан�

ного белка. Этот эффект был продемонстриро�
ван не только в культуре первичных нейронов
гиппокампа, но и на животных. Мышам и ста�
рым крысам через месяц после инъекции фиб�
рилл α�синуклеина в стриатум остро или хро�
нически вводили CDNF. Несмотря на то что
увеличения числа ТГ�позитивных нейронов по�
казано не было, у животных наблюдалось зна�
чительное улучшение моторных функций. Надо
сказать, что такие эффекты по отношению к
α�синуклеину совершенно не характерны для
других НТФ.

К настоящему моменту проведён целый ряд
испытаний CDNF на различных моделях БП.
Уже в первом из них было показано, что одно�
сторонняя инъекция белка CDNF в стриатум
крыс в 6�OHDA модели приводит к значитель�

Окончание таблицы

Заболевание

Повреждения
нервов

Ишемия

Модельная система

β�амилоид

перерезка седалищ�
ного нерва

перерезка седалищ�
ного нерва

травматическое
повреждение спин�
ного мозга

окклюзия средней
мозговой артерии

ишемия/реперфузия

Вид/культура

нейроны 
гиппокампа
крысы

крыса

крыса

крыса

крыса

крыса

Эффект

защита клеток от вызван�
ной β�амилоидом синапто�
токсичности

регенерация нерва и вос�
становление его функции,
предотвращение атрофии
иннервируемой мышечной
ткани

регенерация нерва и вос�
становление его функции,
предотвращение атрофии
иннервируемой мышечной
ткани

регенерация нервных во�
локон, восстановление мо�
торных и сенсомоторных
функций

уменьшение ишемической
области и улучшение мо�
торных функций

улучшение показателей
асимметрии тела и сниже�
ние баллов по шкале Би�
дерсона

Механизм

стресс ЭПР ↓

регенерация аксона и
шванновских клеток; тол�
щина миелинового слоя ↑

регенерация аксонов и
шванновских клеток при
трансплантации продуци�
рующих CDNF MSCs; тол�
щина миелинового слоя ↑

нейровоспаление ↓; про�
воспалительные цито�
кины ↓; ремиелинизация и
регенерация волокон при
трансплантации продуци�
рующих CDNF MSCs

апоптоз ↓

без эффекта на регенера�
цию нейронов и фагоци�
тарную активность

Ссылки

[51]

[62]

[110]

[111]

[47]

[107]

Примечание. 6�OHDA – 6�гидроксидофамин; МРТР – 1�метил�4�фенил�1,2,3,6�тетрагидропиридин; ДА – дофаминер�
гические; ТГ – тирозингидроксилаза; ДАТ – транспортёр дофамина; SN – чёрная субстанция; St – стриатум; ЭПР – эн�
доплазматический ретикулум; DBS – глубокая стимуляция мозга; MSCs – мезенхимальные стволовые клетки, AAV8 –
аденоассоциированный вирусный вектор 8. В квадратных скобках указаны ссылки на соответствующие публикации в
списке литературы.
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ному восстановлению моторных функций, за�
щите и регенерации ДА�нейронов и их отрост�
ков в нигростриарном пути [6]. Схожего эффек�
та на этой же модели БП удалось добиться при
двухнедельном введении CDNF в стриатум с по�
мощью осмотической минипомпы [97]. GDNF в
указанном исследовании показал довольно
скромный эффект. Стоит также отметить, что
CDNF диффундировал в ткани значительно
лучше по сравнению с GDNF [97]. Как стало из�
вестно из исследования Mätlik et al. [98], белок
CDNF с большой эффективностью транспорти�
руется ретроградно по аксонам ДА�нейронов и
после инъекции в стриатум он наблюдается иск�
лючительно в их телах в чёрной субстанции. В
МРТР�модели на мышах двусторонняя инъек�
ция CDNF в стриатум за 20 ч до или 1 неделю
после воздействия МРТР улучшала горизон�
тальную и вертикальную двигательную актив�
ность, что сопровождалось увеличением числа
ДА�нейронов и их отростков в чёрной субстан�
ции и стриатуме соответственно [99]. Сверхэк�
спрессия CDNF с помощью вектора AAV2 в
стриатуме также оказывает защитный эффект
на ДА�нейроны и, таким образом, противодей�
ствует токсичным эффектам 6�OHDA, предот�
вращая двигательные нарушения [100, 101]. В
одном исследовании был показан аддитивный
эффект от сверхэкспрессии CDNF и MANF в
чёрной субстанции [102], однако по уровням
обоих НТФ после генной терапии данных нет,
как и не ясна биологическая активность этих
белков при доставке в нейроны с помощью лен�
тивирусного вектора. Также недавно был пока�
зан аддитивный эффект белка CDNF и синтети�
ческого варианта нейртурина (N4) на культуру
ДА�нейронов из чёрной субстанции, обработан�
ную МРР+ (токсичный метаболит МРТР) [103].

Ожидается, что терапевтические эффекты
CDNF зависят от числа сохранившихся ДА�
нейронов в нигростриарном пути. В тех моделях
БП, что пытаются воспроизвести позднюю ста�
дию болезни со значительной потерей нейро�
нов, введение белка CDNF [104] или его сверх�
экспрессия [105] позволяют достичь лишь огра�
ниченного эффекта.

CDNF был протестирован в двух моделях
БП на приматах. В одном исследовании на мар�
мозетках (Callithrix jacchus) с односторонней
инъекцией 6�OHDA хроническое введение
CDNF в поражённый стриатум привело к уве�
личению радиолигандного связывания ДАТ, за�
фиксированного с помощью позитронно�эмис�
сионной томографии [8], что свидетельствует о
восстановлении терминалей ДА�нейронов.
GDNF, использовавшийся в качестве положи�
тельного контроля в данном исследовании, по�

добного эффекта не продемонстрировал [8]. У
пожилых макак�резус (Macaca mulatta), которым
была проведена унилатеральная инъекция
МРТР, введение CDNF способствовало улучше�
нию моторных функций и восстановлению ДА�
нейронов в чёрной субстанции [9].

Токсикологические исследования повтор�
ных двусторонних инъекций рекомбинантного
белка CDNF в стриатум макак�резус показали
полную безопасность данного НТФ [9]. Это поз�
волило перейти к клиническим испытаниям с
участием добровольцев с БП. В рандомизиро�
ванном плацебо�контролируемом мультицент�
ровом исследования фазы I–II, начатом в конце
2017 г., приняли участие 18 пациентов с идиопа�
тической БП средней степени тяжести (иденти�
фикатор NCT03295786 на ClinicalTrials.gov), ко�
торым CDNF вводился в стриатум ежемесячно в
течение 6 мес. Полные результаты исследова�
ния, которое завершилось в августе 2020 г., ещё
не опубликованы, однако, по предварительным
данным, показана безопасность CDNF через 6 и
12 мес. после начала введения, а также сообща�
ется об усилении функции ДАТ и моторных
функций пациентов [106].

Ишемия. Исследований, посвященных
оценке защитных и восстановительных свойств
CDNF при ишемическом поражении головного
мозга, известно значительно меньше по сравне�
нию с MANF. У крыс в модели ишемии, вызван�
ной окклюзией средней мозговой артерии,
уровни CDNF в периинфарктной области по�
вышались через 2 ч [47], что прямо указывает на
участие CDNF в устранении последствий стрес�
са ЭПР. Более того, при введении CDNF перед
окклюзией наблюдалось не только уменьшение
ишемической области и снижение в ней уровня
апоптоза, но также улучшение моторных функ�
ций животных [47]. Введение белка CDNF в та�
ламус крыс на 7�й день после кортикальной
ишемии/реперфузии обеспечило функциональ�
ное восстановление животных, что отразилось в
улучшении показателей асимметрии тела и сни�
жении баллов по шкале Бидерсона (Bederson’s
score) [107]. Тем не менее функциональные
улучшения не сопровождались восстановлени�
ем утраченных нейронов и снижением фагоци�
тарной активности [107].

Болезнь Альцгеймера. Несмотря на то что
большинство исследований CDNF при нейро�
дегенеративных заболеваниях сосредоточено на
БП, существуют также доказательства того, что
CDNF оказывает положительное влияние и в
моделях БА. В работе Zhou et al. [51] на первич�
ной культуре нейронов гиппокампа крысы до�
бавление в среду рекомбинантного белка CDNF
снижало стресс ЭПР, вызванный обработкой
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β�амилоидом, и защищало клетки от вызванной
β�амилоидом синаптотоксичности, которая,
как считается, предшествует потере нейронов и
соответствует проявлению когнитивных нару�
шений, наблюдаемых при БА.

Чрезвычайно интересные результаты были
получены на модели БА in vivo – двойных транс�
генных мышах APP/PS1 (белок�предшествен�
ник амилоида/пресенилин 1). Данная линия яв�
ляется широко используемой моделью БА. У
этих мышей обнаруживаются отложения β�ами�
лоида, накапливающиеся в мозге с течением
времени, причём они регистрируются в значи�
тельном количестве уже в возрасте 6 месяцев
[108]. Данный процесс сопровождается дефици�
том кратковременной и долговременной памяти
[109]. Группой ученых под руководством
Kemppainen в 2015 г. [75] было показано, что
введение в гиппокамп рекомбинантного белка
CDNF или AAV2�конструкта, обеспечивающего
сверхэкспрессию CDNF, улучшало долговре�
менную память как у мышей линии APP/PS1,
так и у животных дикого типа. При этом ника�
кого влияния на проявление неофобии и ранние
стадии пространственного обучения выявлено
не было. Важно отметить, что улучшение дол�
говременной памяти у мышей APP/PS1 не было
связано со снижением накопления β�амилоида
или усилением нейрогенеза в гиппокампе [75],
что заставляет предполагать существование по�
ка не известного механизма, благодаря которо�
му CDNF оказывает влияние на синаптическую
пластичность и память.

Повреждение периферических нервов. Пов�
реждения периферических нервов часто приво�
дят к дегенерации аксонов и потере нейронов,
что ведёт к ухудшению регенерации и тяжёлым
функциональным нарушениям. У крыс с пере�
резанным седалищным нервом индукция сверх�
экспрессии CDNF с помощью лентивирусного
вектора приводила к значительным улучшениям
регенерации аксонов и шванновских клеток,
что способствовало увеличению толщины мие�
линового слоя [62]. В другом исследовании на
аналогичной модели мезенхимальные стволо�
вые клетки были трансдуцированы CDNF с по�
мощью вектора на основе лентивируса и поме�
щены в коллагеновые трубки для оценки реге�
неративного эффекта [110]. И вновь влияние
CDNF позволило достичь значительного усиле�
ния регенерации аксонов и шванновских кле�
ток, увеличило уровень миелинизации и диа�
метр аксонов. В обоих вышеописанных иссле�
дованиях наблюдалось восстановление перере�
занного седалищного нерва, его функции, пред�
отвращение атрофии иннервируемой им мы�
шечной ткани [62, 110]. Регенерационный по�
тенциал CDNF был продемонстрирован и в мо�
дели травматического повреждения спинного
мозга. Введение мезенхимальных стволовых
клеток со сверхэкспрессией CDNF в область
поражения подавляло нейровоспаление, снижа�
ло продукцию провоспалительных цитокинов,
активировало ремиелинизацию и регенерацию
нервных волокон, что в итоге приводило к вос�
становлению моторных и сенсомоторных функ�

Рис. 2. Обобщающая схема эффектов CDNF. Пунктиром обозначен гипотетический механизм
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ций у животных [111]. Способность CDNF обес�
печивать регенерацию и функциональное вос�
становление нервных волокон делает этот НТФ
многообещающим средством для лечения пов�
реждений периферических нервов и спинного
мозга, эффективная терапия которых на данный
момент отсутствует.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

CDNF обладает уникальной структурой и
свойствами, отличающими его от других НТФ.
Благодаря способности негативно регулировать
UPR, подавлять апоптоз и воспаление, терапев�
тический потенциал CDNF значительно пре�
восходит аналогичные возможности прочих
НТФ. К примеру, попытки клинического при�
менения GDNF в терапии БП имеют уже
20�летнюю историю, однако существенного
прогресса добиться пока не удалось. Напротив,
применение CDNF открывает новые возмож�
ности в терапии БП, как и в лечении других
неврологических расстройств. Вместе с тем
множатся данные об участии CDNF в созрева�
нии и функционировании не только дофами�
нергической, но и других нейротрансмиттер�
ных систем. Кроме того, как показывают ре�
зультаты некоторых исследований, CDNF, ве�
роятно, вовлечён в контроль сложных форм по�
ведения, таких как пространственное обучение
(рис. 2). Есть основания полагать, что благода�
ря нейротрофным свойствам CDNF спектр ре�
гулируемых им форм поведения может быть да�
же шире. Сосредоточенность большинства ра�
бот на участии CDNF в контроле моторных

функций понятна в контексте терапии БП, од�
нако исследовательский охват стоит расши�
рить – как по причине возможного применения
данного НТФ в терапии других нейропатоло�
гий, так и в фундаментальном плане, для луч�
шего понимания процессов нейропластичности
в здоровом мозге.

Перспектива клинического применения
CDNF диктует необходимость изучения точных
механизмов, с помощью которых данный НТФ
регулирует процессы нейропластичности, одна�
ко и уже знакомые функции CDNF требуют бо�
лее тщательного исследования. Последние дан�
ные показывают, что в некоторых аспектах
CDNF и близкородственный MANF имеют
фундаментальные отличия (например, это каса�
ется взаимодействия с липидами). Из этого сле�
дует, что хорошо изученные молекулярные осо�
бенности MANF не могут быть полностью
транслированы на CDNF. В частности, это каса�
ется модулирующей роли CDNF в регуляции
UPR при различных формах стресса ЭПР. В ка�
ких случаях белки UPR блокируются, в каких –
активируются, и как это способствует выжива�
нию нейронов? Эти вопросы ещё ждут ответов.
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CEREBRAL DOPAMINE NEUROTROPHIC FACTOR (CDNF):
STRUCTURE, FUNCTIONS, AND THERAPEUTIC POTENTIAL

Review

D. V. Eremin, T. V. Ilchibaeva, and A. S. Tsybko*

Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics SB RAS,
630090 Novosibirsk, Russia; E mail: antoncybko@mail.ru

The cerebral dopamine neurotrophic factor (CDNF) together with the mesencephalic astrocyte�derived neurotrophic
factor (MANF) form a unique family of neurotrophic factors (NTFs) structurally and functionally different from
other proteins with neurotrophic activity. CDNF has no receptors on the cell membrane, is localized mainly in the
cavity of endoplasmic reticulum (ER), and its primary function is to regulate ER stress. In addition, CDNF is able to
suppress inflammation and apoptosis. Due to its functions, CDNF has demonstrated outstanding protective and
restorative properties in various models of neuropathology associated with ER stress, including Parkinson’s dis�
ease (PD). That is why CDNF already passed clinical trials in patients with PD. However, despite the name, CDNF
functions extend far beyond the dopamine system in the brain. In particular, there are data on participation of CDNF
in the maturation and maintenance of other neurotransmitter systems, regulation of the processes of neuroplasticity
and non�motor behavior. In the present review, we discuss the features of CDNF structure and functions, its protec�
tive and regenerative properties.

Keywords: neurotrophic factors, cerebral dopamine neurotrophic factor CDNF, ER stress, unfolded protein response
UPR, neuroprotection, Parkinson’s disease
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Исследования последних лет были по большей части сосредоточены на роли В�клеток в развитии метабо�
лических заболеваний, в то время как функция В�клеток в гомеостазе жировой ткани остается по�прежне�
му не ясной. Белок, взаимодействующий с доменом трансактивации Pax (Pax transactivation domain�interact�
ing protein, PTIP), являясь одним из ключевых факторов гуморального иммунитета, необходим для разви�
тия и активации В�клеток. В настоящей работе мы исследовали роль В�клеток в гомеостазе жировой ткани
при физиологических условиях на модели мышей с дефицитом PTIP в В�клетках (Ptip–/– мыши). Запасание
жира у мышей 8�недельного возраста оценивали с помощью микро�КТ; у Ptip–/– мышей наблюдалось зна�
чительное снижение отложения подкожно�жировой ткани (ПЖТ). Ненаправленное общее профилирова�
ние липидов показало, что у Ptip–/– мышей был изменен состав триглицеридов в ПЖТ. Тем не менее соглас�
но результатам проточной цитометрии, разницы в количестве клеток�предшественников адипоцитов в
ПЖТ мышей дикого типа (WT) и Ptip–/– мышей обнаружено не было. Для изучения влияния устойчивых
уровней антител IgM и IgG на отложение жира Ptip–/– мышам внутрибрюшинно вводили сыворотку от мы�
шей WT один раз в 3–4 дня в течение 4 недель. После 4 недель инъекций масса паховой подкожно�жировой
ткани мышей�реципиентов не показала значительного увеличения по сравнению с контролем. Наши ре�
зультаты демонстрируют, что PTIP, контролируя состояние В�клеток, играет важную роль в регулировании
размера подкожных адипоцитов, состава триглицеридов и запасания жира в физиологических условиях.
Снижение отложения подкожного жира у Ptip–/– мышей, по�видимому, не связано с количеством клеток�
предшественников адипоцитов. Значения устойчивых уровней антител IgM и IgG in vivo также не связаны с
запасанием подкожного жира.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: PTIP, В�лимфоциты, отложение подкожного жира, гомеостаз жировой ткани.

DOI: 10.31857/S0320972521070083

ДЕФИЦИТ PTIP В В�ЛИМФОЦИТАХ СНИЖАЕТ ЗАПАСАНИЕ
ПОДКОЖНОГО ЖИРА У МЫШЕЙ

© 2021 Y. Xu1, D. Zhu2, Q. Yang2, D. Su2*, and Y.Q. Chen2,3*

ВВЕДЕНИЕ

Жировая ткань, как метаболический и эн�
докринный орган, участвует в регуляции гоме�
остаза и метаболизма организма [1]. Согласно
значительному числу клинических данных, раз�
мер адипоцитов и распределение жира ассоции�
рованы с метаболическими характеристиками у
людей с ожирением [2–4]. В более ранних ис�
следованиях было выявлено влияние макрофа�

гов жировой ткани [5], Т�лимфоцитов [6] и
В�лимфоцитов [7] на метаболические наруше�
ния, связанные с ожирением. Иммунные клетки
жировой ткани также участвуют в поддержании
местного гомеостаза [8]. Липогенез в адипоци�
тах стимулируется IgM [9], IgG и Fc�фрагмен�
том IgG [10], что позволяет предположить нали�
чие тесной связи между иммунной средой и го�
меостазом жировой ткани.

Белок, взаимодействующий с доменом тран�
сактивации Pax (PTIP), представляет собой
ядерный белок, содержащий 6 тандемных доме�
нов BRCT и полиглутаминовый тракт (polyQ
region) [11]. PTIP необходим для активации
Т�лимфоцитов [12], эмбрионального развития
[13] и адипогенеза [14]. В В�клетках PTIP играет
важную роль в инициации транскрипции сайта
переключения в локусе тяжелой цепи иммуно�
глобулинов [15]. Кроме того, PTIP участвует в

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БЖТ – бурая жировая
ткань; ВЖТ – висцеральная жировая ткань; ПА – предше�
ственники адипоцитов; пПЖТ – паховая подкожно�жиро�
вая ткань; ТАГ – триацилглицерид; ACN – ацетонитрил;
H/E – гематоксилин и эозин; IPA – изопропиловый
спирт; PTIP– белок, взаимодействующий с доменом тран�
сактивации Pax; SVF – стромально�васкулярная фракция
(stromal vascular fraction).

* Адресат для корреспонденции.
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достижении устойчивого уровня антител, а так�
же в постиммунной продукции антител IgG и
IgM in vivo путем регулирования развития, акти�
вации и выживаемости групп В�клеток, частич�
но через путь NF�κB [16]. У мышей с дефицитом
PTIP наблюдается нарушение развития клеток
группы В1 и В�клеток маргинальной зоны, но
при этом количество фолликулярных В�клеток
соответствует норме.

В патологических состояниях, например,
при заболеваниях, связанных с ожирением,
В�клетки способствуют развитию воспаления.
Тем не менее о функции В�клеток в гомеостазе
жировой ткани при нормальных физиологичес�
ких условиях известно мало. В настоящем ис�
следовании на модели мышей, нокаутных по ге�
ну Ptip В�клеток, мы продемонстрировали, что
PTIP играет решающую роль в поддержании го�
меостаза жировой ткани при физиологических
условиях путем регуляции В�клеток. Дефицит
PTIP в В�клетках влияет на запасание жира, раз�
мер адипоцитов и состав триглицеридов в под�
кожном жире мышей. Кроме того, снижение за�
пасания подкожного жира у мышей с дефици�
том PTIP, по�видимому, не зависит от количест�
ва клеток�предшественников адипоцитов и ади�
погенного потенциала. Значения устойчивых
уровней антител IgM и IgG in vivo также не вли�
яют на запасание подкожного жира.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Моделирование на животных. Условно нока�
утные мыши по Ptip В�клеток (Cd19 cre/+ Ptip flox/flox)
были получены путем скрещивания Cd19 cre/cre

мышей с Ptip flox/flox мышами [15, 16]. Мыши
Cd19 cre/+ Ptip+/+ (дикий тип, WT) и
Cd19 cre/+ Ptip flox/flox (Ptip–/–), на которых проводи�
ли настоящее исследование, содержались в ус�
ловиях, свободных от патогенов, при 12/12�ча�
совом цикле свет/темнота. Мыши имели сво�
бодный доступ к пище и воде; вес мышей конт�
ролировали. Уровни триглицеридов (ТАГ) и об�
щего холестерина (ОХС) в сыворотке крови из�
меряли с помощью набора реагентов в соответ�
ствии с протоколом производителя («Nanjin
Jiancheng Bioengineering Institute», Китай). Для
исследования ожирения, вызванного питанием,
8�недельные самцы находились на диете с высо�
ким содержанием жиров (60% kcal fat; «Research
Diets», США) в течение 18 недель. В процессе
исследования контролировали вес мышей и их
паховой подкожной жировой клетчатки.

Анализ распределения жировой ткани в организ�
ме. Мышам в возрасте 8 недель проводили анализ
распределения жировой ткани в организме с по�

мощью системы микро�КТ «QuantumGXII»
(«PerkinElmer», США) со следующими настрой�
ками: 70 кВ, 88 мкА и 36 нм FOV (поле зрения).
Запасание подкожного и висцерального жира
анализировали с помощью программного обес�
печения «Analyze 12.0» («PerkinElmer»), постав�
ляемого вместе с прибором.

Гистология. Паховую подкожную жировую
ткань (пПЖТ) выделяли и фиксировали в
4%�ном растворе параформальдегида при 4 °C в
течение 24 ч. Срезы пПЖТ окрашивали гема�
токсилином и эозином (H/E) и визуализирова�
ли с помощью микроскопа («Pannoramic MIDI»,
Венгрия). Для каждого образца случайным об�
разом выбирали 3–5 полей на полученных изоб�
ражениях (увеличение 200×) и определяли сред�
ний размер адипоцитов в каждом поле с по�
мощью программного обеспечения «Image J»
(NIH, США).

Цитокины и антитела в паховой подкожной
жировой ткани. Свежую пПЖТ взвешивали и за�
тем гомогенизировали с использованием среды
для экстракции тканей («Thermo Fisher
Scientific», США), содержащей 1% ингибиторов
протеаз. Затем образцы центрифугировали
(«Eppendorf», Германия) при 12 000 об./мин в те�
чение 20 мин при 4 °C и отбирали супернатант.
Концентрации антител и цитокинов измеряли
методом ИФА с использованием эксперимен�
тального протокола, описанного в нашем пре�
дыдущем исследовании [16]. Для покрытия
ИФА�планшетов использовали антимышиные
антитела IgM или IgG, в каждую лунку добавля�
ли серийные разведения образцов пПЖТ или
сыворотки, инкубацию проводили в течение
1,5 ч при 37 °C. После промывания планшетов
образцы инкубировали с козьими антимыши�
ными антителами IgA, IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b,
IgG2c или IgG3 («Southern Biotechnology»,
США), конъюгированными с пероксидазой хре�
на. В завершение во все лунки добавляли
субстратную систему Ультра TMB�блоттинг
(Ultra TMB�Blotting substrate system, «Thermo
Fisher Scientific») и измеряли абсорбцию при
450 нм с помощью планшетного ридера
«Multiskan Sky» («Thermo Fisher Scientific»). В
качестве стандартов использовали образцы
очищенного мышиного иммуноглобулина
(«Biolegend», США). Концентрацию белка опре�
деляли с помощью набора для анализа бицинхо�
ниновой кислоты (bicinchonininc acid, BCA)
производства «Beyotime Biotechnology» (Китай).

Классификация стромально�васкулярных жи�
ровых клеток и В�клеток крови методом FACS
(активируемая флуоресценцией сортировка кле�
ток). Для проведения данного эксперимента бы�
ла выделена стромально�васкулярная фракция
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(SVF) пПЖТ в соответствии с описанием, при�
веденным в предыдущих работах [17, 18]. После
удаления лимфатических узлов пПЖТ взвеши�
вали, готовили образцы одинаковой массы и из�
мельчали их на мелкие кусочки. Образцы инку�
бировали с 0,1%�ным буфером, содержащим
коллагеназу I типа («Sangon Biotech», Китай),
при 37 °C в шейкере в течение 60–90 мин. Путем
расщепления и центрифугирования из каждого
образца получали SVF. Для анализа В�клеток
крови отбирали образцы крови, далее проводили
лизирование эритроцитов лизирующим буфе�
ром («BD Biosciences», США), процедуру выпол�
няли два или три раза. Для окрашивания клеток
использовали моноклональные антитела, такие
как CD24 (клон M1/69), CD29 (клон HMβ1�1),
CD31 (клон 390), CD34 (клон HM34), CD45
(клон 30�F11), Ter�119 (клон TER�119), Sca�1
(клон D7) производства «Biolegend» (США), IgM
(клон II/41), CD19 (клон 1D3) производства
«eBioscience» (США) и B220 (клон RA3�6B2)
производства «BD Biosciences». Клетки SVF и
крови анализировали с помощью проточного
цитометра BD LSRFortessa («BD Biosciences»).
Для идентификации В�клеток (B220+, IgM+) в
крови и клеток�предшественников адипоцитов
(Lin–: CD29+: CD34+: Sca�1+: CD24+) в пПЖТ
использовали программное обеспечение
FlowJo v10 («BD Biosciences»).

Культура клеток стромально�васкулярной
фракции и их дифференцировка. Свежеизолиро�
ванную SVF культивировали в среде DMEM
(«Gibco», США) с добавлением 10%�ной феталь�
ной бычьей сыворотки (FBS, «Gibco») и пени�
циллина/стрептомицина (P/S, «Thermo Fisher
Scientific»). Для определения пролиферативной
способности SVF�клеток использовали набор
«MTT assay kit» («Beyotime Biotechnology»). В
клетках третьего поколения индуцировали диф�
ференцировку с применением 0,5 мМ IBMX
(3�изобутил�1�метилксантин), 1 мкМ дексаме�
тазона, 0,5 мкМ росиглитазона («MCE», США)
и 10 мкг/мл инсулина («Sangon Biotech», Ки�
тай). Через 12 дней клетки фиксировали
4%�ным раствором параформальдегида и окра�
шивали жирорастворимым красным красителем
«Oil Red O» (0,5%�ный раствор в изопропаноле).
На последнем этапе клетки окрашивали гема�
токсилином. Концентрацию ТАГ в адипоцитах
измеряли с помощью набора реагентов в соответ�
ствии с протоколом производителя («Nanjin
Jiancheng Bioengineering Institute»).

Липидомика. Ненаправленное общее профи�
лирование липидов в ткани пПЖТ было прове�
дено в соответствии с нашим предыдущим ис�
следованием [19] с незначительными изменени�
ями.

Для предварительной подготовки образца
10 мг пПЖТ гомогенизировали в 40 мкл воды и
375 мкл метанола (MeOH) («Tedia», США) с ис�
пользованием гомогенизатора «Tissue Cell�
destroyer DS1000» («NewZongke, Viral Disease
Control Bio�Tech LTD», Китай). Гомогенаты тка�
ни переносили в новые центрифужные пробир�
ки Eppendorf. Затем в пробирку последователь�
но добавляли 1250 мкл метил�трет�бутилового
эфира («Tedia») и 300 мкл воды, образец тща�
тельно перемешивали на вортексе. Смесь инку�
бировали в течение 10 мин, а затем центрифуги�
ровали на 15 000 g («Eppendorf»). Далее 400 мкл
супернатанта лиофилизировали («Labconco
Corporation», США) и заново растворяли в
50 мкл смеси CHCl3 : MeOH (2 : 1) и 200 мкл
5 мМ ацетата аммония (AcONH4, «Sigma�
Aldrich», США) в водном растворе изопропило�
вого спирта и ацетонитрила (IPA : ACN : H2O в
отношении 9 : 4 : 2 соответственно; «Merck»,
Германия). Образец для контроля качества по�
лучали путем смешивания 200 мкл супернатанта
из каждого образца.

Профилирование липидов проводили с по�
мощью хроматографической системы Thermo
Vanquish, объединенной с масс�спектрометром
Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupole�Orbitrap
(«Thermo Fisher Scientific»), используя подвиж�
ную фазу, состоящую из растворителя A (10 мМ
AcONH4 в ACN : H2O, 60 : 40 v/v) и растворите�
ля B (10 мМ AcONH4 в IPA : ACN, 90 : 10 v/v). В
эксперименте использовали колонку BEH C18
(100 × 2,1 мм, 1,7 мкм; «Waters», США), которую
выдерживали при 40 °C.

«Сырые» (необработанные) данные из объе�
диненной системы жидкостной хроматографии
и масс�спектрометрии (Thermo ЖХ/МС) были
преобразованы в файлы формата .ABF и импор�
тированы в MS�DIAL для выравнивания пиков.
Идентификация липидов пПЖТ проводилась в
основном с использованием встроенной базы
данных MS�DIAL; тандемные масс�спектры,
время удержания и точное отношение массы к
заряду проверялись вручную.

ПЦР в реальном времени. Тотальную РНК из
В�клеток селезенки и пПЖТ взрослых мышей
экстрагировали в соответствии с протоколом
производителя («CWBIO», Китай). Для разделе�
ния В�клеток и спленоцитов использовали мик�
роносители α�CD43 («Miltenyi Biotec», Герма�
ния). Обратная транскрипция проводилась в со�
ответствии с инструкциями производителя
(«CWBIO»). Количественную ПЦР (SYBR Green
PCR Master Mix, «Yasen Biotechnology», Китай)
проводили с использованием системы ПЦР в
реальном времени («Roche», Швейцария); для
нормализации данных экспрессии генов ис�
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пользовали экспрессию Hprt [15, 16]. Для даль�
нейшего анализа было использовано пороговое
число циклов (cycle threshold, Ct) каждого об�
разца. Используемые праймеры указаны в таб�
лице.

Введение сыворотки. Сыворотку собирали у
WT�мышей в возрасте 6–8 недель. Учитывая пе�
риод полураспада антител (20–23 дня для IgG,
2 дня для IgM и 17–22 ч для IgA) [20], сыворотку
вводили внутрибрюшинно Ptip–/– мышам один
раз каждые 3–4 дня в течение 4 недель. Для
обеспечения адекватной концентрации антител
в сыворотке забор крови у каждой WT�мыши
проводили не более двух раз, а частота сбора
крови составляла один раз в две недели. Перед
инъекцией свежую сыворотку помещали на лед
и подвергали воздействию ультрафиолетового
света в течение 15 мин.

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали программу GraphPad
Prism 7, данные представлены в виде среднего
значения ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM). Для определения значимости разли�
чий между группами применяли двусторонний
непарный t�критерий с использованием поп�
равки Уэлча.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Дефицит PTIP в В�клетках влияет на запаса�
ние жира у мышей при нормальных физиологи�
ческих условиях. В проведенных ранее исследо�
ваниях по изучению роли В�клеток при нару�
шениях метаболизма, связанных с ожирением,
мышам давали корм с высоким содержанием
жиров. Однако такая диета считается внешним
стимулом [21], в то время как ожирение являет�
ся хроническим воспалительным состоянием
низкой степени тяжести [22]. Для изучения ро�
ли В�клеток в гомеостазе жировой ткани при
нормальных физиологических условиях мы ис�
пользовали модель мышей с гомозиготной де�
лецией гена Ptip в В�клетках, при этом мышам
давали стандартный корм. Согласно монито�
рингу массы тела самцов мышей, результаты не
отличались между группами WT (дикий тип) и
Ptip–/– (рис. 1, а). Тем не менее по результатам
микро�КТ, отложение подкожной жировой тка�
ни (ПЖТ) у мышей Ptip–/– заметно уменьши�
лось на ~ 36% по сравнению с контролем, в то
время как в отложениях висцеральной жировой
ткани (ВЖТ) различия не наблюдалось
(рис. 1, б и в). Иссеченная паховая подкожная
жировая ткань (пПЖТ, наиболее репрезента�
тивная форма ПЖТ) была на ~ 26% меньше у
Ptip–/– мышей (рис. 1, в и г). Масса эпидиди�

мальной жировой ткани (ЭЖТ, наиболее репре�
зентативная форма ВЖТ) была меньше у Ptip–/–

мышей, хотя эта разница не достигала статис�
тической значимости. Те же результаты были
получены и у самок мышей 8�недельного воз�
раста (рис. S1a в Приложении). Таким образом,
роль PTIP в регулировании запасания жира не
зависела от пола. Более того, отложения пПЖТ
все еще были заметно меньше у 19�месячных
Ptip–/– мышей, чем у WT�мышей (рис. S1b в
Приложении). Примечательно, что подобной
характеристики не наблюдалось у мышей, по�
лучавших диету с высоким содержанием жиров,
т.е. различия в запасании пПЖТ по сравнению
с контролем обнаружено не было (рис. 1, е).
Кроме того, окрашивание H/E пПЖТ
(рис. 1, ж) показало, что у Ptip–/– мышей было
значительно меньше адипоцитов по сравнению
с WT�мышами. Данные результаты показывают,
что при нормальных физиологических условиях
PTIP участвует в регуляции запасания ПЖТ и
размеров адипоцитов, контролируя функцио�
нирование В�клеток.

Дефицит PTIP в В�клетках изменяет тригли�
церидный состав подкожной жировой ткани. Ос�
новываясь на вышеизложенных наблюдениях,
мы измерили показатели липидов крови и не
обнаружили различий между двумя генотипами
в уровне ТАГ или ОХС в сыворотке крови
(рис. 2, а и б). Жировая ткань является основ�
ным органом запасания ТАГ [23], поэтому мы
проанализировали состав ТАГ в пПЖТ методом
ненаправленного общего профилирования ли�
пидов. Результаты демонстрируют очевидные
изменения в составе различных ТАГ с опреде�
ленной длиной углеродной цепи у мышей Ptip–/–

по сравнению с мышами дикого типа (рис. 2, в),
хотя общее количество ТАГ было неизменным
(рис. 2, г). Следует отметить, что уровни отдель�
ных ТАГ, связанных с адипогенным потенциа�
лом и прогрессированием заболеваний [24],
включая ТАГ56:3, ТАГ56:4, ТАГ56:7 и ТАГ57:4, у
мышей Ptip–/– были заметно ниже (рис. 2, д).
Количество разновидностей основных свобод�

Ген

Ptip

Hprt

Последовательности праймеров для ПЦР в реальном вре�
мени

Последовательность 5′–3′

GCAGCAGCAGCAGCTTTTTG

TGCTCGGGATAGTCCGCAAT

TGCCGAGGATTTGGAAAAAGTG

CACAGAGGGCCACAATGTGATG
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ных жирных кислот (FFA, free fatty acid) в пПЖТ
не различалось между двумя генотипами
(рис. 2, е). Чтобы исключить возможность того,
что наблюдаемые изменения в гомеостазе жиро�
вой ткани у мышей Ptip–/– были вызваны изме�
ненной экспрессией PTIP в ПЖТ, мы измерили
экспрессию Ptip на уровне мРНК в пПЖТ и не
обнаружили разницы между WT и мышами
Ptip–/– (рис. S2a в Приложении). В совокупнос�
ти эти результаты показывают, что дефицит
PTIP в В�клетках не изменяет общее содержа�

ние ТАГ, депонированных в пПЖТ, но значи�
тельно влияет на состав ТАГ.

Профиль антител и клетки�предшественники
адипоцитов в паховой подкожной жировой ткани.
В предыдущем исследовании [16] мы продемон�
стрировали, что PTIP необходим для развития
групп В�лимфоцитов, он усиливает постиммун�
ные и устойчивые уровни сывороточных антител
IgM и IgG in vivo. В дальнейшем мы исследовали
уровни антител в пПЖТ у неиммунизированных
мышей. Так же, как и в случае снижения уровня

Рис. 1. Дефицит PTIP в В�клетках снижает запасание подкожного жира у мышей. а – Изменение массы самцов мышей
(n = 9–12); б, в – распределение жира в организме самцов мышей 8�недельного возраста, данные получены с помощью
микро�КТ (n = 9–12, красная область – ПЖТ (SAT), зеленая область – ВЖТ (VAT)); г, д – репрезентативные изображе�
ния пПЖТ (iSAT), массы висцеральной ткани и висцерального индекса (отношение массы висцеральной ткани к массе
тела) у самцов мышей 8�недельного возраста (n = 9–12, EAT – эпидидимальная жировая ткань, BAT – бурая жировая
ткань); е – масса тела, масса пПЖТ и индекс пПЖТ у мышей, находившихся на диете с высоким содержанием жиров на
протяжении 18 недель (HFD, high�fat diet; n = 6); ж – изображения ткани пПЖТ с окрашиванием H/E (масштаб – 50 мкм)
самцов мышей 8�недельного возраста и средний размер пахового подкожного адипоцита (n = 11–14). Данные представ�
лены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM), * p < 0,05, ** p < 0,01. (С цветными варианта�
ми рисунков можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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антител в сыворотке крови [16], у мышей с дефи�
цитом PTIP наблюдалось снижение уровня IgM в
2,98 раза, а также значительное снижение уров�
ней IgG1, IgG2b, IgG2c, IgG3 и IgA в пПЖТ
(рис. 3, а). Эти данные демонстрируют, что ус�
тойчивые уровни антител в пПЖТ у мышей
Ptip–/– оказались отличными от WT�мышей. Од�
нако уровни нескольких важных цитокинов у
мышей Ptip–/– оставались неизменными
(рис. 3, б). Анализ В�клеток в пПЖТ и в крови
продемонстрировал, что Ptip–/– мыши имеют
аналогичную частоту и количество В�клеток по
сравнению с WT�мышами (рис. S2b в Приложе�

нии; данные для В�клеток в пПЖТ не показаны).
Клетки�предшественники адипоцитов (ПА) в
стромально�васкулярной фракции (SVF) жиро�
вой ткани отвечают за адипогенез, а возмож�
ность наращивания жировых депо определяется
числом и активностью ПА�клеток [25]. Чтобы
определить, регулирует ли PTIP отложение жира
путем изменения количества ПА�клеток в
пПЖТ, мы проанализировали ПА�клетки с по�
мощью FACS и обнаружили, что их количество,
как правило, увеличивалось у мышей Ptip–/– по
сравнению с мышами WT, но эта разница не дос�
тигала статистической значимости (рис. 3, в и г).

Рис. 2. Дефицит PTIP в В�клетках приводит к изменению состава ТАГ в ПЖТ. Уровни сывороточных ТАГ (TAG, a) и ОХС
(TC, б) у 8�недельных мышей (n = 5–7); в – изменение количества общего углерода (total carbon) анализировали на осно�
ве общей концентрации ТАГ (n = 5–6); г – общая концентрация ТАГ в пПЖТ (n = 5–6); д – тепловая карта по сравнению
типов ТАГ между двумя группами, демонстрирующая ТАГ с кратным изменением > 2 и < 0,5. Красным отмечены типы
ТАГ, уровень которых значительно увеличен у мышей Ptip–/– по сравнению с контролем; синим – уменьшен по сравне�
нию с контролем (n = 5–6; KO (knockout) обозначает Ptip–/–); е – состав свободных жирных кислот пПЖТ (n = 5–6). Дан�
ные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM), * p < 0,05, ** p < 0,01
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Выделенные SVF�клетки мышей WT и Ptip–/– по�
казали сходную способность к пролиферации и
дифференцировке в адипоциты (рис. S2, c и d в
Приложении). Эти результаты показывают, что
снижение запасания подкожного жира у мышей
Ptip–/– вызвано не изменением числа ПА�клеток
или адипогенного потенциала ПЖТ.

Устойчивые уровни антител IgM и IgG in vivo
не связаны с регуляцией запасания подкожного
жира. Одна из основных функций В�клеток сос�
тоит в регуляции гуморального иммунного отве�
та путем выработки антител; для обеспечения
быстрого ответа на распространенные патогены
в стабильном состоянии организм имеет широ�
кий спектр естественных антител [26]. Дефицит
PTIP в В�клетках вызывает значительное сниже�
ние уровня антител в пПЖТ (рис. 3, а) и в сыво�
ротке крови [16]. Снижение устойчивого уровня
антител в сыворотке крови у мышей Ptip–/– свя�
зано с дефицитом естественных антител [16]. Ус�
тойчивые уровни антител у мышей Ptip–/– in vivo
значительно отличались от таковых у мышей WT;
поэтому мы исследовали наличие зависимости
между снижением уровня устойчивых антител у
мышей Ptip–/– с уменьшением отложений в
пПЖТ. Для повышения уровня устойчивых ан�
тител, включая естественные антитела, Ptip–/–

мышам в течение 4 недель внутрибрюшинно
вводили сыворотку, полученную от WT�мышей.
Инъекция сыворотки не оказала влияния на
массу тела (рис. 4, а). Через две недели после
инъекции у мышей�реципиентов наблюдалось
значительное повышение уровней IgG1, IgG3 и
IgM в сыворотке крови (рис. 4, б и в). Через 4 не�
дели после инъекции уровни IgG2b и IgG2c в сы�
воротке крови также были заметно повышены
(рис. 4, б и в). Затем мы проанализировали уро�
вень антител в пПЖТ: у мышей�реципиентов
наблюдалось значительное повышение уровня
антител IgG. Полученные результаты показыва�
ют, что сывороточные антитела IgG, перенесен�
ные от WT�мышей, были успешно доставлены в
пПЖТ мышей�реципиентов (рис. 4, г). В преды�
дущих исследованиях мы продемонстрировали,
что у мышей Ptip–/– были нарушены реакции ан�
тител на тимус�зависимые (TD) и тимус�незави�
симые (TI) антигены [16]. В данном исследова�
нии повышенные уровни антител в сыворотке и
ПЖТ мышей�реципиентов были получены пу�
тем их добавления из сыворотки мышей дикого
типа. Таким образом, устойчивые уровни анти�
тел у мышей�реципиентов были успешно изме�
нены. Тем не менее каких�либо существенных
изменений в массе пПЖТ или индексе пПЖТ

Рис. 3. Профиль антител и клетки�предшественники адипоцитов в пПЖТ. а – Уровни антител в пПЖТ у мышей 8�недель�
ного возраста (n = 6–14; правая ось Y – для IgG2a и IgA; WT – черные столбцы, Ptip–/– – синие столбцы); б – концентра�
ция цитокинов в пПЖТ у мышей 8�недельного возраста (n = 3–6); в – данные проточной цитометрии; г – частота и ко�
личество клеток�предшественников адипоцитов из пПЖТ (Lin−) у мышей 6–8�недельного возраста (n = 6). Данные
представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM) , * p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001
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по сравнению с контрольной группой у мышей�
реципиентов заметно не было (рис. 4, д). В сово�
купности эти результаты указывают на то, что
значения устойчивых уровней антител IgM и
IgG in vivo не связаны с регуляцией запасания
подкожного жира.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Распределение жира и дисфункция жировой
ткани считаются решающими факторами при
прогнозировании развития метаболических на�
рушений, связанных с ожирением [27, 28]. Важ�
ность поддержания жировой массы в пределах
нормы также подтверждается исследованиями о
взаимосвязи избытка или дефицита жира с ме�
таболическими нарушениями [29]. Согласно не�
которым исследованиям [30], у мышей, страда�
ющих ожирением, В1�клетки и антитела IgM в
ВЖТ способствуют развитию воспалительного
процесса в жировой ткани и непереносимости
глюкозы. В настоящем исследовании мы впер�
вые демонстрируем, что В�клетки регулируют
гомеостаз жировой ткани и в физиологических
условиях. Дефицит PTIP в В�клетках нарушает
гомеостаз жировой ткани, что приводит к зна�
чительному снижению запасания подкожного
жира и размера адипоцитов.

Увеличение жировых депо из�за избыточно�
го потребления энергии может происходить ли�
бо за счет повышения количества липидов в зре�
лых адипоцитах (гипертрофия), либо за счет
увеличения количества зрелых адипоцитов пу�
тем стимуляции дифференцировки клеток ПА
(гиперплазия) [31, 32]. Считается, что увеличе�
ние ПЖТ опосредовано гипертрофией адипо�
цитов, т.е. именно морфология ПЖТ является
наиболее уязвимой [33]. В нашем исследовании
запасание пПЖТ и размер адипоцитов у мышей
Ptip–/–, получавших нормальную диету, были
значительно снижены по сравнению с контро�
лем. Тем не менее не было обнаружено никаких
различий в запасании пПЖТ у мышей Ptip–/–,
получавших диету с высоким содержанием жи�
ров, по сравнению с WT�мышами. Полученные
данные свидетельствуют в пользу того, что регу�
ляторное влияние PTIP на запасание подкожно�
го жира различается у животных в нормальном
физиологическом состоянии и при патологии.

Наиболее распространенным типом липидов
в жировых депо здорового организма являются
ТАГ, их состав влияет на уровень FFA в сыворот�
ке крови, регулируя их высвобождение из жиро�
вой ткани [34]. В настоящем исследовании об�
щий уровень ТАГ в пПЖТ мышей Ptip–/– не пре�
терпевал изменений, в то время как уровни
конкретных типов ТАГ с разной длиной углерод�

Рис. 4. Устойчивые уровни антител IgM и IgG in vivo не связаны с регуляцией запасания подкожного жира. а – Измене�
ние массы тела мышей в течение 4 недель инъекций; б, в – уровни антител IgG и IgM в сыворотке крови после 2 и 4 не�
дель инъекций (левая ось Y – для данных по IgG1); г – уровни антител IgG и IgM в пПЖТ после 4 недель инъекций; д –
висцеральная масса и висцеральные индексы мышей после 4 недель инъекций (iSAT – пПЖТ, EAT – эпидидимальная
жировая ткань, spleen – селезенка). Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM) (n = 5–12; WT – черные столбцы, Ptip–/– – синие столбцы; * р < 0,05, ** р < 0,01, *** р < 0,001, **** р < 0,0001)
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ной цепи заметно отличались. В пПЖТ мышей
Ptip–/– были значительно снижены такие ТАГ,
как C56:7 (C20:4, C18:1, C18:2), C56:4 (C18:1,
C18:2, C20:1) и C56:3 (C18:1, C18:1, C20:1), кото�
рые, как известно, ассоциированы с диабетом
2�го типа [24, 35]. Данный результат свидетель�
ствует о том, что В�клетки участвуют в регуляции
состава ТАГ в ПЖТ, и риск развития метаболи�
ческих заболеваний у Ptip–/– мышей может быть
ниже по сравнению с WT�мышами. Уровни ТАГ,
ассоциированных с адипогенным потенциалом
ПЖТ (C56:4 и C57:4, содержащие C18:2 и C16:0),
были ниже в пПЖТ мышей Ptip–/– [24]. В прове�
денном ранее исследовании также было показа�
но, что отсутствие PTIP в бурой жировой ткани
заметно снижает массу жировой ткани и что
PTIP влияет на адипогенез в бурой жировой тка�
ни, регулируя экспрессию PPARγ и C/EBPα [14].
В настоящем исследовании различий в экспрес�
сии PTIP в ПЖТ у мышей WT и Ptip–/– обнаруже�
но не было. Учитывая тот факт, что клетки SVF
пПЖТ мышей WT и Ptip–/– демонстрировали
сходный адипогенный потенциал и способность
к пролиферации (рис. S1c в Приложении), мы
предположили, что снижение запасания под�
кожного жира может быть не связано с адипо�
генным потенциалом. Кроме того, было обнару�
жено, что количество ПА�клеток у мышей Ptip–/–

было нормальным, что исключает возможность
того, что снижение запасания подкожного жира
у Ptip–/– мышей вызвано недостаточным количе�
ством ПА�клеток в пПЖТ.

Антитела гуморального иммунитета позво�
ночных подразделяются на постиммунные и ес�
тественные. Постиммунные антитела выраба�
тываются В2�клетками (FO/фолликулярными
B�клетками), в то время как естественные анти�
тела в основном вырабатываются подобными
врожденным В1�клетками. В настоящем иссле�
довании продемонстрировано, что уровень за�
пасания ПЖТ оставался неизменным, несмотря
на значительное повышение уровней устойчи�
вых антител IgG и IgM в сыворотке крови у мы�
шей Ptip–/– после инъекции сыворотки от
WT�мышей. Это означает, что при нормальных
физиологических условиях устойчивые уровни
антител IgG и IgM не влияют на запасание ПЖТ.
Мыши с дефицитом PTIP имели нормальное
количество B2�клеток, однако важно отметить,
что эти клетки не подвергаются BCR� и
CD40�индуцированной стимуляции пролифе�
рации [16]. Поэтому, предположительно, влия�
ние PTIP на запасание подкожного жира связа�
но в основном с изменением некоторых функ�
ций В�клеток, таких как презентация эндоген�
ных липидных антигенов в жировой ткани [8]
или регуляцией всасывания липидов в кишеч�

нике путем изменения иммунной среды кишеч�
ника [36]. Для проверки этих гипотез требуются
дополнительные исследования.

Таким образом, впервые было продемон�
стрировано на мышах, получавших стандарт�
ный корм, что при нормальных физиологичес�
ких условиях делеция Ptip в В�клетках приводит
к изменению отложения жира, состава тригли�
церидов и размеров подкожных адипоцитов.
Мы обнаружили неожиданное влияние PTIP на
регуляцию гомеостаза жировой ткани через
В�клетки. Полученные нами результаты дают
ценную информацию для дальнейшего изуче�
ния метаболизма при различных физиологичес�
ких условиях. Дефицит PTIP в В�клетках приво�
дит к нарушению выработки устойчивых и пост�
иммунных IgM и IgG антител у мышей. Подоб�
ный первичный дефицит антител является от�
личительной чертой общей вариабельной им�
мунной недостаточности (ОВИН) у человека.
Пациенты с ОВИН или приобретенным имму�
нодефицитом (таким как последствие ВИЧ�ин�
фекции) также имеют симптомы идиопатичес�
кой мальабсорбции и низкой прибавки в весе
[36]. Таким образом, наши исследования вносят
вклад в понимание причин аномального запаса�
ния жира, наблюдаемого у пациентов с иммуно�
дефицитными расстройствами.
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PTIP DEFICIENCY IN B LYMPHOCYTES
REDUCES SUBCUTANEOUS FAT DEPOSITION IN MICE

Yaqin Xu1, Doudou Zhu2, Qin Yang2, Dan Su2*, and Yong Q. Chen2,3*
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Recent studies have predominantly focused on the role of B cells in metabolic diseases, yet the function of B cells in
adipose homeostasis remains unclear. Pax transactivation domain�interacting protein (PTIP), a licensing factor for
humoral immunity, is necessary for B cell development and activation. Here, using mice that lack PTIP in B cells
(Ptip–/– mice), we explored the role of B cells in adipose homeostasis under physiological conditions. Fat deposition
in 8�week�old mice was measured by micro�CT, and Ptip–/– mice presented a marked decrease in the deposition of
subcutaneous adipose tissue (SAT). Untargeted lipidomics revealed that the triglyceride composition in SAT was
altered in PTIP–/– mice. In addition, there was no difference in the number of adipocyte progenitor cells in the SAT
of wild�type (WT) and Ptip–/– mice as measured by flow cytometry. To study the effects of steady�state IgM and IgG
antibody levels on fat deposition, Ptip–/– mice were injected intraperitoneally with serum from WT mice once every
3�4 days for 4 weeks. The iSAT mass of the recipient mice showed no significant increase in comparison to the con�
trols after 4 weeks of injections. Our findings reveal that PTIP plays an essential role in regulating subcutaneous
adipocyte size, triglyceride composition, and fat deposition under physiological conditions by controlling B cells. The
decreased subcutaneous fat deposition in Ptip–/– mice does not appear to be related to the number of adipocyte prog�
enitor cells. The steady�state levels of IgM and IgG antibodies in vivo are not associated with the subcutaneous fat
deposition.

Keywords: PTIP, B lymphocytes, subcutaneous fat deposition, adipose homeostasis
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У оксигенных фототрофов несбалансированное поглощение света фотосистемой I (ФС I) и фотосисте�
мой II (ФС II) нарушает взаимодействие фотосистем, влияя на линейный поток электронов между ними.
У растений и зелёных водорослей дисбаланс устраняется перемещением хлорофилл a/b�содержащей антен�
ны между коровыми комплексами фотосистем. Эффект отражается на флуоресценции пигментного аппа�
рата и получил название обратимого перехода между Состояниями 1 и 2. У красных водорослей и цианобак�
терий, имеющих фикобилисомную антенну (ФБС), особенности формирования Состояний 1/2 после ряда
лет исследований остаются неясными. Предложенные молекулярные механизмы: латеральное перемеще�
ние ФБС по поверхности тилакоидной мембраны от ФС II к ФС I, обратимое отделение ФБС от димерно�
го комплекса ФС II, а также спилловер находят возражения, не отвечая совокупности накопленных данных.
Нами осуществлена регистрация изменений в стационарных спектрах флуоресценции красных водорослей
и цианобактерий в Состояниях 1/2 при комнатной температуре, что позволило предложить объяснение
имеющихся противоречий. Выявлено изменение флуоресценции хлорофилла и постоянство флуоресцен�
ции ФБС, связанных с димерами ФС II, при найденном ранее обратимом отделении ФБС от мономерных
комплексов ФС I, чем доказана разная роль ФБС в двух фотосистемах. Возрастание флуоресценции ФБС,
принадлежащих ФС I, обусловлено изменением степени окисленности ферредоксина как переносчика
электрона и увеличением доли циклического транспорта электронов в пигментном аппарате в Состоянии 1.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Состояние 1, Состояние 2, фикобилисомы, флуоресценция, фотосистема I, фото�
система II, хлорофилл.
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СОСТОЯНИЯ 1 И 2 В ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОМ АППАРАТЕ
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ВВЕДЕНИЕ

Быстрая адаптация пигментного аппарата к
разному светопоглощению двух фотосистем у
оксигенных фототрофов, необходимая для кор�
рекции поступления энергии к реакционным
центрам ФС I и ФС II, получила название обра�
тимого перехода из Состояния 1 в Состоя�
ние 2 [1, 2]. Состояние 1 соответствует большей
доле световой энергии, получаемой ФС I, Сос�
тояние 2 возникает при преимущественном пог�
лощении света ФС II. Впервые эффект был опи�
сан в 1969 г. у красных [3] и зелёных водорос�
лей [4] и позднее нашёл подтверждение для циа�
нобактерий и высших растений [1, 5].

У зелёных водорослей и растений молеку�
лярный механизм переходных Состояний 1/2

считается установленным. В основе лежит пере�
мещение тримеров хлорофилл a/b�содержащего
антенного комплекса LHCII в плоскости тила�
коидной мембраны при его фосфорилирова�
нии/дефосфорилировании с примыканием к
коровым комплексам той или другой фотосис�
темы, что увеличивает или уменьшает их сече�
ние поглощения. Процесс регулируется редокс�
состоянием пула пластохинона, PQ [6, 7]. При
большем поглощении света ФС II происходит
восстановление PQ�пула и комплекса цитохро�
мов b6 f, что ведёт к появлению дополнительно�
го сайта окисления у образующегося пластохи�
нола, PQH2, в результате чего активируется спе�
цифическая киназа [8]. LHCII, фосфорилируясь
киназой, отделяется от корового димерного
комплекса ФС II, становясь после перемещения
дополнительной антенной ФС I. В итоге реали�
зуется Состояние 2 пигментного аппарата. При
большей доле света в спектральной области пог�
лощения ФС I формируется обратная цепь со�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ФБС – фикобилисома;
ФС II – фотосистема II; ФС I – фотосистема I.

* Адресат для корреспонденции.
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бытий с участием фосфатазы (см. статью
Dumas et al. [9] и ссылки к ней) и возникает Сос�
тояние 1. Процесс отражается на возрастании
или падении уровня флуоресценции двух фото�
систем [10].

Цианобактерии и красные водоросли по со�
отношению реакционных центров характеризу�
ются в среднем примерно трёхкратным преоб�
ладанием ФС I в пигментном аппарате над
ФС II [11, 12]. Кроме того, коровая антенна
ФС II по количеству хлорофилла в 2,7 раза усту�
пает антенне ФС I [13]. Для увеличения свето�
сбора в этих группах фототрофов вместо LHCII
служат фикобилисомы (ФБС) – водораствори�
мые пигмент�белковые макрокомплексы, при�
мыкающие к стромальной стороне тилакоидной
мембраны [12, 14]. Tриггером Состояний 1 и 2 у
всех фотосинтетиков является степень окисле�
ния PQ�пула [15, 16]. Освещение клеток светом,
поглощаемым хлорофиллом, приводит у циано�
бактерий и красных водорослей к активизации
ФС I, уменьшению активности ФС II и увеличе�
нию окисленности PQ�пула с реализацией Сос�
тояния 1. Освещение светом, поглощае�
мым ФБС, увеличивая долю энергии, поступа�
ющей к ФС II, ведёт к восстановлению PQ�пула
и переходу пигментного аппарата в Состояние 2.
У цианобактерий предложены три основные ги�
потезы появления двух Состояний. 1) Обрати�
мое перемещение ФБС по поверхности тилако�
идной мембраны от коровых комплексов ФС II
к коровым комплексам ФС I с соответствую�
щим усилением или ослаблением флуоресцен�
ции каждой из фотосистем. 2) Частичное отде�
ление ФБС от тилакоидной мембраны с увели�
чением расстояния между ФБС и коровыми
комплексами, что приводит к снижению эф�
фективности миграции энергии от ФБС.
3) Спилловер – перемещение пигмент�белко�
вых комплексов ФС II и ФС I в плоскости тила�
коидной мембраны с появлением латеральных
контактов и прямой передачей энергии между
ними (см. статью Federman et al. [17] и ссылки к
ней). Допускаются также механизмы, гибрид�
ные для трёх перечисленных, а также изменения
флуоресценции хлорофилла в составе коровых
комплексов ФС I и ФС II за счёт их структурной
перестройки [18]. Например, если у всех фото�
трофов комплексы ФС II в тилакоидной мемб�
ране сформированы в виде димеров, то у циано�
бактерий комплексы ФС I существуют в виде
тримеров и мономеров, и высказано предполо�
жение, что степень тримеризации может зави�
сеть от появления Состояний 1/2 [19].

Предлагаемые гипотезы и их возможные мо�
лекулярные механизмы оставляют много вопро�
сов, причём последние годы изучения Состоя�

ний 1/2 характеризуются как новыми успехами,
так и рядом противоречий [2]. Так, мутации у
цианобактерии Synechocysti 6803, затрагиваю�
щие аллофикоцианиновое ядро и длинноволно�
вые терминальные эмиттеры ApcD, ApcE и
ApcF в составе ФБС, от которых энергия пере�
даётся хлорофиллу, как и ожидалось, сказыва�
ются на флуоресценции пигментного аппара�
та (см., например, [20, 21]), что свидетельствует
об участии ФБС в образовании Состояний 1/2,
но не проясняет механизма эффекта. Гипотеза
обратимого перемещения ФБС по поверхности
тилакоидной мембраны в Состояниях 1/2 бази�
руется на падении и восстановлении интенсив�
ности флуоресценции ФБС после фотовыцвета�
ния (FRAP) [18], методе, который не свободен
от артефактов, вызванных избыточной энергией
используемых при этом лазеров [22]. Допуска�
лись появление и распад в тилакоидной мембра�
не некоторой части тройных суперкомплексов
(ФС I–ФБС–ФС II), что может влиять на флуо�
ресценцию. Однако доля таких доменов в срав�
нении с сепаратно расположенными комплек�
сами ФС I и ФС II очень низка, что не соответ�
ствует уровню флуоресцентных изменений, наб�
людаемых для Состояний 1/2 [23]. Против гипо�
тезы спилловера, предложенной ещё в 1969 г. [1]
как причины появления Состояний 1/2, серьёз�
ным возражением является выстраивание мемб�
ранных рядов из димеров ФС II, известное по
электронным микрофотографиям [24, 25]. При
этом флуоресценция ФС I должна была бы па�
дать за счёт очевидного увеличения среднего
расстояния между комплексами фотосистем, в
то время как, согласно низкотемпературным
спектрам, падение достоверно не регистрирует�
ся [22]. Предполагалось, что обеспечивать под�
вижность ФБС в Состояниях 1/2 у цианобакте�
рий могут Ser/Thr�содержащие киназы, подоб�
но их роли в перемещении LHCII у растений, но
после получения всех возможных делеционных
Ser/Thr�киназных мутантов у цианобактерии
Synechocystis 6803 их участие в подобных процес�
сах не подтвердилось [26]. Поэтому механизм
передачи сигнала от пластохинонового пула ос�
таётся неясным.

Появление Состояний 1/2 – быстро обрати�
мый эффект, исчезающий примерно за 30 с.
Классическим методом изучения двух Состоя�
ний является фиксация при 77 К стационарных
спектров флуоресценции после предваритель�
ного избирательного для ФС I или ФС II осве�
щения клеток. При возбуждении светом 440 нм
низкотемпературная флуоресценция слагается
из полос ФС II при 685 и 695 нм и излучения
ФС I при 720–730 нм. Возбуждение образцов
светом 570–590 нм добавляет к этим полосам



максимум 660 нм, принадлежащий ФБС. Амп�
литуда полос, принадлежащих ФБС и, возмож�
но, ФС II при нормировании спектров по отно�
шению к длинноволновому максимуму ФС I
возрастает в Состоянии 1 в сравнении с Состоя�
нием 2. Вопрос безотносительного изменения
собственной флуоресценции каждого комплек�
са: ФС I, ФС II или ФБС, остаётся при этом отк�
рытым.

Вторым методом исследования Состоя�
ний 1/2 служит РАМ�флуориметрия. Основны�
ми характеристиками излучения являются ми�
нимальный уровень модулированной флуорес�
ценции, F0, при полностью открытых реакцион�
ных центрах ФС II и максимальный – FM – при
насыщающих вспышках света, и изменение
этих уровней под воздействием дополнительно�
го освещения. В Состоянии 1 сигнал FM являет�
ся более интенсивным, чем наблюдаемый для
Состояния 2. Регистрация излучения ведётся в
спектральной области ≥ 680 нм, где вклад ФБС в
суммарную флуоресценцию остаётся значитель�
ным. Поэтому РАМ�флуориметрия не позволяет
однозначно решить, ФБС или хлорофилл в
большей степени влияют на FM�уровень.

Известно, что существует недооценка роли
ФБС в функционировании ФС I и её участии в
феномене Состояний 1/2 [12, 27, 28]. Ранее на
примере красной микроводоросли Galdieria sul=
phuraria [29] с использованием спектрофлуори�
метрии при 77 К нам удалось показать, что в
Состоянии 1 происходит обратимое отделе�
ние ФБС от мономеров ФС I, в то время как
связь ФБС с ФС II остаётся неизменной. Анало�
гичный вывод был сделан для ФС I у цианобак�
терии Synechocystis sp. 6803 [30]. В данной работе
поставлена задача выявления изменений флуо�
ресценции в Состояниях 1/2 отдельно для коро�
вых комплексов ФС II и ФС I, а также для фрак�
ций ФБС, связанных с каждой из фотосистем
непосредственно в физиологическом состоянии
клетки без понижения температуры. В этих це�
лях нами предложен и использован новый в по�
добных исследованиях методический приём
быстрого измерения стационарных спектров
флуоресценции при комнатной температуре.
Полученные данные сопоставлены с результата�
ми РАМ�флуориметрии, данными по фотоокис�
лению Р700 (реакционного центра ФС I) и с пре�
дыдущими низкотемпературными измерениями
стационарных спектров. Мы исходим из пред�
ставления об универсальности молекулярного
механизма Состояний 1/2 у цианобактерий и
красных водорослей, обладающих сходным пиг�
ментным аппаратом. Исследование проведено
параллельно для красной микроводоросли G. sul=
phuraria и цианобактерии Arthrospira platensis.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и условия культивирования. Клетки
цианобактерии Arthrospira (Spirulina) platensis
IPPAS P�511 из коллекции ИФР РАН выращи�
вали в 150�мл колбах при 30 °С на постоянном
белом свету 40 мкМ фотонов·м–2·с–1 (лампы
SL 20/32�735, Китай) в свежеприготовленной
среде Зарука при рН 9,6 на качалке Orbital
Shaker PSU�10i («Biosan», Латвия). Аксеничную
культуру термоацидофильной красной микро�
водоросли G. sulphuraria (Galdieri) Merola,
штамм IPPAS P�513 из коллекции ИФР РАН
выращивали в тех же условиях освещения и пе�
ремешивания при 36 °С на среде Аллен, созда�
вая рН 2,5 за счёт добавления H2SO4. В обоих
случаях клетки осаждали мягким центрифуги�
рованием при 180 g на 5–7 дни роста, ресуспен�
дировали и доводили до необходимой в экспе�
риментах оптической плотности с помощью
культуральной среды.

Стационарные спектры флуоресценции сус�
пензии клеток G. sulphuraria и A. platensis измеря�
ли при комнатной температуре на спектрофлуо�
риметре RF�5301 PC («Shimadzu», Япония); по�
луширина спектральной щели для возбуждения
флуоресценции хлорофилла при 435 нм и для
возбуждения ФБС при 580 нм, а также для реги�
стрируемого излучения составляла 5 нм. Опти�
ческая плотность образцов в красном максиму�
ме поглощения хлорофилла при 678 нм равня�
лась 0,1 в кювете толщиной 3 мм. Регистрация
спектра в области 600–800 нм занимала 6 с, в те�
чение которых, как показали контрольные заме�
ры излучения, сохранялись Состояния 1/2.
Каждый спектр являлся средним из трёх изме�
рений. Суспензию клеток выдерживали 5 мин в
темноте, после чего аликвоты переносили в из�
мерительные кюветы. Здесь, а также при изме�
рениях флуоресценции в импульсном РАМ�ре�
жиме и при регистрации фотоокисления Р700
для перевода клеток в Состояние 1 использова�
ли освещение дальним красным светом 715 нм
(20 мкМ фотонов·м–2·с–1, 2 мин) от управляемой
светодиодной лампы (High Power Led�Lamp,
control unit HPL�C, «Walz», Германия). Для реа�
лизации Состояния 2 использовали свет 580 нм
(80 мкМ фотонов·м–2·с–1, 2 мин) от галогеновой
лампы КL1500 («Schott», Германия) после ин�
терференционного фильтра BPF 580/35 (ООО
«Фотооптик», Россия) и теплового фильтра
(«Balzers», Лихтенштейн). Свет от источников
излучения подавался через дополнительное вер�
тикальное отверстие в кюветном отделении
спектрофлуориметра с помощью световода.

Флуоресценцию клеток в импульсном режиме
освещения регистрировали при помощи флуоро�
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метра РАМ�101 («Walz») [31]. Для определения
минимального уровня флуоресценции F0 в при�
боре применён частотно�модулированный свет
650 нм (< 1 мкM фотонов·м–2·с–1) с регистраци�
ей суммарного излучения для длин волн
≥ 680 нм. Для получения максимального уровня
флуоресценции FM или FM′ использовали насы�
щающие 1 с импульсы света интенсивностью
5000 мкM фотонов·м–2·с–1 от управляемой лам�
пы на основе светодиодов 620 нм (High Power
Led�Lamp, control unit HPL�C, «Walz»).

Фотоокисление Р700, реакционного центра
ФС I, регистрировали по разности поглощения
клеток при 810 и 870 нм на двухволновой прис�
тавке ED�P700 DW («Walz») [32], прилагаемой к
РАМ�101. Измерения, как и при импульсной ре�
гистрации флуоресценции, проводили при кон�
центрации хлорофилла в образцах 10 мкг·мл–1

[31]. Интенсивности действующего света 580,
620 и 715 нм определяли, используя измеритель
мощности излучения Optical Power Meter
System («Thorlabs», Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Стационарные спектры флуоресценции. При
возбуждении флуоресценции клеток, находя�
щихся в Состояниях 1 или 2, учитывали области
преимущественного поглощения хлорофилла и
ФБС в спектрах, которые ранее неоднократно
регистрировались для G. sulphuraria и A. рlatensis
(см., например, [12, 33]). Полоса Соре хлоро�
филла находится на участке спектра
400–440 нм; широкая полоса поглощения
625 нм принадлежит ФБС, красный пик погло�
щения хлорофилла расположен при 678 нм.
Спектры двух исследуемых видов обладают зна�
чительным сходством за счёт одинакового сос�
тава полудисковидных ФБС, фикобилипротеи�
нами которых являются С�фикоцианин и алло�
фикоцианин [12, 33].

При возбуждении светом 580 нм, поглощае�
мым преимущественно ФБС, спектры флуорес�
ценции клеток G. sulphuraria слагаются из излу�
чения фикобилисомной антенны с максимумом
660 нм и возникающей за счёт миграции энер�
гии от ФБС флуоресценции хлорофилла с мак�
симумом при 682 нм (рис. 1, а). Как и следовало
ожидать, в Состоянии 1 интенсивность флуо�
ресценции оказывается заметно больше, чем в
Состоянии 2. Разностный спектр (Состояния 1
минус Состояние 2) характеризуется единствен�
ным максимумом излучения 682 нм (рис. 1, а),
положение которого указывает на принадлеж�
ность изменяющегося участка спектров хлоро�
филлу. При возбуждении флуоресценции светом

435 нм в спектре исчезает полоса 660 нм, отно�
симая к ФБС, и наблюдается лишь полоса хло�
рофилла с максимумом 682 нм (рис. 1, б). Ин�
тенсивность флуоресценции в Состоянии 2 в
сравнении с Состоянием 1 понижается, как и
при возбуждении светом 580 нм, но форма
спектра, в отличие от рис. 1, а, остаётся почти
неизменной (сравнение рис. 1, а и 1, б). Сопос�
тавление разностного (рис. 1, а, спектр 3) и
«хлорофилльного» (рис. 1, б, спектр 2) спектров
показывает, что их коротковолновые склоны
полностью совпадают. Это означает, что спект�
ральные изменения, сопровождающие обрати�
мые Состояния 1/2, обусловлены хлорофиллом,
а изменения флуоресценции ФБС не происхо�
дит. Иными словами, интенсивность флуорес�
ценции фракции ФБС, принадлежащей ФС II,
при смене Состояний 1/2 сохраняется постоян�
ной.

Излучение хлорофилла в клетке при комнат�
ной температуре, как известно, почти пол�
ностью принадлежит ФС II [34–36]. Часть излу�
чения (правый склон спектров, рис. 1) обуслов�
лена флуоресценцией ФС I. Поэтому несовпа�
дение разностного и «хлорофилльного» спектров
в их длинноволновой части (рис. 1, в) указывает,
что в Состоянии 2 флуоресценция ФС II падает
при остающемся неизменным излучении ФС I.

Чтобы с большей достоверностью судить об
отсутствии изменений во флуоресценции ФС I,
а также показать, что при смене двух Состояний
флуоресцентные изменения у красных водорос�
лей и цианобактерий происходят однотипно,
спектры цианобактерии A. platensis были изме�
рены в условиях, аналогичных условиям, ис�
пользованным для G. sulphuraria (рис. 2).

ФС I в пигментном аппарате A. platensis обла�
дает конститутивными наиболее длинноволно�
выми из известных формами хлорофилла с ин�
тенсивной флуоресценцией 760 нм [37] при 77 К,
максимум которой сдвигается в область 727 нм
при комнатной температуре (рис. 2, б и в). Эта
особенность позволяет судить о возможности
изменений флуоресценции ФС I или их отсут�
ствии, что не удаётся с полной чёткостью заре�
гистрировать для G. sulphuraria. Отсутствие по�
лосы 727 нм в разностном спектре (рис. 2, в)
позволяет утверждать, что, в отличие от ФС II,
собственная флуоресценция хлорофилла ФС I
при смене двух Состояний остаётся неизмен�
ной. В коротковолновом участке спектра
~650 нм также имеются различия (рис. 2, в), ко�
торые не удаётся наблюдать в случае G. sulphu=
raria (рис. 1, в) (нельзя исключить, что эта ко�
ротковолновая флуоресценция принадле�
жит ФБС, но это требует дополнительного ис�
следования).



РАМ?флуориметрия. Используемые для
РАМ�измерений адаптированные к темноте
клетки G. sulphuraria (рис. 3, а) и A. platensis
(рис. 3, б) после освещения 2 мин светом 580 нм,
80 мкМ фотонов·м–2·с–1 находились в Состоя�
нии 2. Для определения максимального уровня
флуоресценции FМ2 клетки были подвергнуты
высокоинтенсивному краткому (1 с) освещению

светом 620 нм, который, как и свет 650 нм, ис�
пользуемый для определения F0, поглощается
одновременно хлорофиллом и ФБС. Затем клет�
ки были переведены в Состояние 1 после осве�
щения их 2 мин светом 715 нм интенсивностью
20 мкМ фотонов·м–2·с–1. В этом случае после 1 с
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Рис. 1. Спектры флуоресценции клеток G. sulphuraria в
Состояниях 1/2: а – возбуждение светом 580 нм в Состоя�
нии 1 (1), в Состоянии 2 (2) и их разностный спектр (3);
б – возбуждение светом 435 нм в Состоянии 1 (1) и в Сос�
тоянии 2 (2); в – сопоставление разностного спектра 3а
(соответствует спектру 3 на панели а) и спектра 1б (соотве�
тствует спектру 1 на панели б), нормированных в максиму�
ме 682 нм

Рис. 2. Спектры флуоресценции клеток A. platensis в Состо�
яниях 1/2: а – возбуждение светом 580 нм в Состоя�
нии 1 (1), в Состоянии 2 (2) и их разностный спектр (3);
б – возбуждение светом 435 нм в Состоянии 1 (1) и в Со�
стоянии 2 (2); в – сопоставление разностного спектра
3а (соответствует спектру 3 на панели а) и спектра 1б (со�
ответствует спектру 1 на панели б), нормировка в максиму�
ме 682 нм. Стандартное отклонение интенсивности в раз�
ностных спектрах здесь и на рис. 1 ≤ 1,5%
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вспышки света 620 нм максимальный уровень
флуоресценция FМ1 был почти вдвое выше в
сравнении с уровнем FМ2, получаемым после
вспышки той же длительности. Известное по
многочисленным литературным данным неко�
торое увеличение значения F0 до F0′ после насы�
щающей вспышки (рис. 3) пренебрежимо мало
в сравнении с изменениями FМ1 и FМ2 [35]. Оди�
наковая реакция на вспышки, полученная для
клеток G. sulphuraria (рис. 3, а) и
A. platensis (рис. 3, б), как и в случае измерения
спектров (рис. 1 и 2), указывает на однотип�
ность процессов формирования Состояний 1/2
у цианобактерий и красных водорослей. Флуо�
рометр РАМ�101 [35] не позволяет достоверно
оценить вклад флуоресценции ФБС в регистри�
руемое излучение хлорофилла, однако даёт воз�
можность сопоставить результаты флуоресцент�
ных измерений с регистрацией степени фото�
окисления Р700, характеризующей активность

ФС I при смене двух Состояний в одновремен�
ных экспериментах (Р700�приставка к флуоро�
метру). Если вместо одиночных применяется се�
рия насыщающих вспышек, уровни флуорес�
ценции FМ1 и FМ2 снижаются за счёт появления
нефотохимического тушения ФС II [2, 35, 36].
Это означает, что два световых адаптационных
процесса в этих условиях реализуются одновре�
менно. Поэтому для разграничения эффектов
световой адаптации к Состояниям 1/2 и нефото�
химического тушения в данной работе (рис. 3)
серийные вспышки не использовались.

Фотоокисление Р700 и изменения флуоресцен?
ции. Измерения переменной и стационарной
флуоресценции остаются малоинформативны�
ми в отношении активности ФС I. Как изменя�
ется работа ФС I при переходе от Состояния 2 к
Состоянию 1, когда уровень флуоресценции
ФС II повышается? Сравнивать изменения ак�
тивности двух фотосистем в Состояниях 1/2

Рис. 3. РАМ�флуориметрия G. sulphuraria (а) и A. platen=
sis (б), демонстрирующая разную интенсивность флуорес�
ценции пигментного аппарата для клеток, находящихся в
Состоянии 2 во время первой насыщающей световой
вспышки (FM2) и затем после перевода в Состояние 1 (FM1)
во время второй вспышки

Рис. 4. Фотоокисление Р700 и переменная флуоресценция
клеток G. sulphuraria: а – изменение относительного уров�
ня (ΔА′/ΔАmax) фотоокисления Р700 (1) и выхода перемен�
ной, {(FM – F0)/FM}, флуоресценции (2) в интервале време�
ни перехода из Состояния 2 в Состояние 1 на свету 715 нм;
б – кинетика фотоокисления�восстановления Р700 на све�
ту 715 нм, регистрируемая в течение 30 с на одном образце
клеток, находившихся в Состоянии 2 (первое освещение)
и затем в Состоянии 1 (второе освещение). Стрелки ↑ и ↓
обозначают включение и выключение света



можно, сопоставляя степень фотоокисле�
ния Р700, как реакционного центра ФС I, и ки�
нетику изменения флуоресценции. Находив�
шиеся в темноте клетки G. sulphuraria переводи�
ли в Состояние 2, освещая в течение 2 мин све�
том 580 нм, 100 мкМ фотонов·м–2·с–1. Затем
осуществляли постепенный переход из Состоя�
ния 2 в Состояние 1, освещая образец светом
715 нм интенсивностью 20 мкМ фото�
нов·м–2·с–1, которая позволяла наблюдать кине�
тику перехода при увеличении времени освеще�
ния. Интервалы времени предварительного ос�
вещения светом 715 нм составляли 0 с (сразу
после света 580 нм) и затем соответственно 10,
20, 30, 40, 50, 60 и 80 с; для каждой точки от�
счётного времени использовали новый адапти�
рованный к темноте образец (рис. 4, а). Отно�
сительное изменение переменной флуоресцен�
ции, {(FM – F0)/FM}, регистрировали на насы�
щающей вспышке света 620 нм, 5000 мкМ фото�
нов·м–2·с–1 длительностью 1 с. В параллельной
серии опытов активность Р700 (ΔА′) при перехо�
де из Состояния 1 в Состояние 2 оценивали по
отношению к максимальному уровню фото�
окисления (ΔАmax), достигаемому на насыщаю�
щем свету 715 нм, 3000 мкМ фотонов·м–2·с–1.
Иными словами, свет 15 нм разной интенсив�
ности был использован и для осуществления
Состояния 1, и для фотоокисления Р700. Уро�
вень сигнала от окисленного Р700 измеряли в
каждой временнóй точке после освещения об�
разцов светом 715 нм интенсивностью 100 мкМ
фотонов·м–2·с–1. Сравнение изменения выхода
переменной флуоресценции и скорости фото�
окисления Р700, возможное на качественном
уровне, показывает их сходное поведе�
ние (рис. 4, а). Судя по обеим временным кри�
вым (рис. 4, а), в условиях опыта время перехо�
да в Состояние 1 занимает ~30 сек. Поэтому
применяемое нами во флуоресцентных экспе�
риментах (рис. 1–3) предварительное двухми�
нутное освещение светом 715 нм гарантировало
смену Состояний 1/2. Хотя для количественных
оценок экспериментальные данные недостаточ�
ны, очевидно, что увеличение флуоресценции
ФС II после освещения 715 нм коррелирует с
возрастанием скорости фотоокисления Р700,
т.е. с возрастанием активности ФС I. Это воз�
можно только за счёт интенсификации цикли�
ческого транспорта электрона в ФС I, осущест�
вляемого без поступления электронов по цепи
линейного транспорта от ФС II.

Если последовательно рассмотреть кинетику
фотоокисления Р700 в течение 30 с, достаточ�
ных для фотоокисления (рис. 4, а) на одном об�
разце клеток, находившихся в Состоянии 2, сра�
зу после включения действующего света 715 нм

и затем повторив освещение, то окажется, что
кинетика процесса в первом случае характеризу�
ется относительно медленным окислением и
восстановлением реакционного центра, но уже
повторное освещение приводит к ускорению
обоих процессов (рис. 4, б). Данное обстоятель�
ство означает активизацию фотоокисления Р700
и накопление катион�радикала Р700+ за счёт
увеличения интенсивности циклического транс�
порта электрона в ФС 1 и передачи электрона к
первичному внешнему акцептору, которым, как
известно, является ферредоксин [38, 39].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данном исследовании рассмотрены адап�
тационные изменения пигментного аппарата,
происходящие в Состояниях 1/2 у красной мик�
роводоросли G. sulphuraria и цианобактерии
A. platensis, которые принадлежат к двум разным
группам фотосинтетиков, имеющих фикобили�
сомную антенну. Кроме наличия ФБС, сходство
пигментного аппарата G. sulphuraria и A. platensis,
как у всех красных водорослей и цианобакте�
рий, заключается в присутствии в тилакоидных
мембранах димеров ФС II и мономеров ФС I.
Наряду с мономерами у цианобактерий имеют�
ся тримеры ФС I; у красных водорослей моно�
меры ФС I обладают дополнительной хлоро�
филл а�содержащей антенной, Lhcr�протеи�
ном [40]. Как показали проведённые экспери�
менты, световые адаптации к Состояниям 1/2
протекают для красных водорослей и цианобак�
терий одинаковым образом. Логично предполо�
жить, что пигмент�белковые комплексы, кото�
рыми различаются виды, а именно тримеры
ФС I и Lhcr�протеин, играют второстепенную
роль в данном феномене.

Эффективность миграции энергии от ФБС к
хлорофиллу, принадлежащему двум фотосисте�
мам, близка к 100% [41]. При исследовании
Состояний 1/2 наиболее важным остаётся воп�
рос о том, флуоресценция какого из пигмент�
белковых комплексов и по каким причинам ме�
няется в ходе освещения клеток светом разного
спектрального состава. При комнатной темпе�
ратуре флуоресценция ФБС, принадлежащих
ФС I, не должна наблюдаться [36], так как пере�
нос энергии от ФБС происходит быстрее, чем её
излучение, а собственная флуоресценция ФС I
минимальна (рис. 1 и 2). Поэтому регистрируе�
мая при комнатной температуре флуоресценция
с полосой 660 нм (рис. 1 и 2) относится к клеточ�
ной фракции ФБС, связанных с ФС II. Излуче�
ние ФБС, связанных с ФС I, ясно проявляется
только при низкой температуре 77 К [2, 29, 36].
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Ранее благодаря низкотемпературным спектрам
удалось показать, что в Состоянии 1 у красных
водорослей [29] и цианобактерий [30] происхо�
дит отделение ФБС от ФС I с нарушением миг�
рации энергии между ними. Частичное разоб�
щение ФС I со своей фикобилисомной антен�
ной возникает без перемещения ФБС к димерам
ФС II [29, 30]. В Состоянии 2 протекает обрат�
ный процесс с быстрым восстановлением миг�
рации.

При 77 К совпадение спектральных свойств
двух фракций ФБС, принадлежащих каждой из
фотосистем, не даёт возможности сделать од�
нозначное заключение о роли ФБС, относящих�
ся к ФС II. Нам впервые удалось выявить разли�
чия Состояний 1 и 2 в стационарных спектрах
флуоресценции цианобактерий и красных водо�
рослей при комнатной температуре. В Состоя�
нии 1 происходит увеличение, а в Состоянии 2 –
уменьшение флуоресценции хлорофилла ФС II
(рис. 1 и 2). Указанием на это ранее служило из�
мерение 77 К спектров цианобактерий при не�
достаточно точном сравнении с флуоресценци�
ей добавляемого к образцам клеток внутреннего
стандарта, флуоресцеина или родамина [42, 43].
Флуоресценция ФБС, связанных с ФС II, в от�
личие от флуоресценции хлорофилла, в ходе
смены двух Состояний оказалась неизменной.
Сохраняющееся постоянство флуоресцен�
ции ФБС, связанных с ФС II, очевидным обра�
зом противоречит возможности перемещения
фикобилисомной макроантенны от ФС II к
ФС I. Кроме того, требуется обоснование вряд
ли возможного молекулярного механизма, спо�
собного к перемещению в плоскости мембраны
белковых макрокомплексов массой в несколько
млн дальтон, какими являются ФБС [2, 14, 18].
Спилловер, как ещё одно возможное объясне�
ние Состояний 1/2, предполагает, что за счёт
возникновения прямого контакта между комп�
лексами двух фотосистем уменьшение флуорес�
ценции хлорофилла ФС II должно сопровож�
даться передачей возбуждения и увеличением
флуоресценции в ФС I, и наоборот. Постоян�
ство флуоресценции в полосе 727 нм, относя�
щейся у A. platensis к хлорофиллу ФС I, в то вре�
мя как в полосе 682 нм, принадлежащей ФС II,
при переходах между Состояниями происходят
изменения интенсивности (рис. 2), означает от�
сутствие спилловера.

Схема процессов, протекающих в ФС II при
смене Состояний 1/2 в пигментном аппарате,
представлена на рис. 5. Постоянство флуорес�
ценции ФБС (рис. 1 и 2) означает, что миграция
энергии от ФБС к ФС II в обоих Состояниях
сохраняется на одном уровне, что возможно при
неизменности контакта между ФБС и димером

ФС II. Плоская поверхность и соответствие
площади димера ФС II размерам ядра ФБС ста�
билизируют два макрокомплекса [14, 44, 45]. Их
тесное взаимодействие обеспечивает синхрон�
ность формирования рядов, которые состоят из
димеров ФС II, ясно различимых в Состоянии 1
на горизонтальных сколах тилакоидных мемб�
ран, и рядов, образуемых ФБС на мембранной
поверхности тилакоида [24, 25]. Значение по�
добной топологии оставалось неясным, и лишь
недавно было показано, что формирование ря�
дов обеспечивает в них тесную состыковку со�
седних димеров ФС II, при которой между ними
возможен обмен энергией [46]. Миграция воз�
буждения в рядах после поглощения кванта све�
та, как установлено [47], увеличивает среднее
время жизни возбуждённого состояния для ан�
тенного хлорофилла ФС II и подразумевает наб�
людаемые (рис. 1 и 2) изменения флуоресцен�
ции. Поскольку предполагавшееся участие ки�
назно�фосфатазной системы в реализации Сос�
тояний 1/2 у цианобактерий не нашло подтвер�
ждения [26], остаётся вопрос о возможных при�
чинах изменения плоскостной геомет�
рии (рис. 5, в и г) димеров ФС II в мембране ти�
лакоидов. В Состоянии 1 при снижении актив�
ности ФС II происходит уменьшение притока
электронов к пластохинону, что позволяет сба�
лансировать скорости восстановления и окисле�
ния переносчиков электронов между фотосис�
темами. В этих условиях возникает трансмемб�
ранный электрохимический потенциал (необ�
ходимый для синтеза АТФ), который образуется
в результате разделения зарядов между наруж�
ной и внутренней сторонами тилакоидной
мембраны. Такое состояние энергизации мемб�
раны соответствует появлению рядов, состоя�
щих из димеров ФС II, за которыми следуют
связанные с ними ФБС, также формирующие
ряды на поверхности мембраны. На свету, пог�
лощаемом ФБС (Состояние 2), за счёт активиза�
ции ФС II возрастает приток электронов к плас�
тохиноновому пулу, вызывая обратный процесс
расформирования рядов и появление диффузно
расположенных ФБС и ФС II с уменьшением
уровня флуоресценции. Воздействие на то или
иное расположение в мембране возможно бла�
годаря наличию в составе полипептидов ФС II
большого числа несущих заряд поверхностных
аминокислотных остатков [48]. Количествен�
ные оценки эффекта для столь крупных белко�
вых комплексов, какими являются димеры
ФС II, вероятно, станут возможны в будущем.

Контактное взаимодействие ФБС с мономе�
рами ФС I осуществляется в узком участке поверх�
ности между двумя нижними цилиндрами яд�
ра ФБС (рис. 6 и подробно в статье Zlenko et al.



[44]). Три гидрофильные полипептидные субъ�
единицы, PsaC, PsaD и PsaE, образуют на стро�
мальной поверхности комплекса ФС I объём�
ный микровыступ размером 3 нм, который иде�
ально подходит своей формой к пространствен�
ной щели между двумя нижними цилиндрами
аллофикоцианина в ядре ФБС [44]. Контакт
между ядром ФБС и ФС I в стерической белко�
вой модели столь тесен, что обеспечивает рас�
стояние между терминальными эмиттерами
ФБС и ближайшими хлорофиллами в составе
ФС I, которое достаточно для переноса энергии
возбуждения от антенны [44]. Фосфорилирова�
ние линкерных белков и терминального эмитте�
ра Арс Е [49] создаёт на поверхности ФБС отри�
цательный заряд, в то время как стромальная
поверхность комплекса ФС I в области микро�
выступа заряжена положительно [50], что обес�

печивает электростатическое взаимодействие с
ФБС (рис. 6). Тот же (PsaC–PsaD–PsaE)�выступ
не позволяет ФБС вступать в контакт с тримера�
ми ФС I из�за несовпадения их трёхмерной сим�
метрии и билатеральной симметрии ядра
ФБС [44]. Отсутствие тримеров у красных водо�
рослей поэтому не влияет на возможность ис�
пользования фикобилисомной антенны в ФС I,
а у цианобактерий присутствие мономеров и
тримеров ФС I служит способом регулировать
соотношение фракций ФБС в составе ФС II
и ФС I.

Ферредоксин, как первичный акцептор
электрона в ФС I, является небольшим белком
массой 11 кДа с поверхностным отрицательным
зарядом, что позволяет ему размещаться в той
же поверхностной области ФС I, что и ФБС [50].
Приобретая электроны от Р700, ферредоксин
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Рис. 5. Пигментный аппарат ФС II в Состояниях 1/2 (а и б). Черные стрелки обозначают миграцию энергии от ядра ФБС
к димеру ФС II; красные стрелки – возбуждающий свет для перевода клеток в Состояние 1 (715 нм) и в Состоя�
ние 2 (580 нм); горизонтальные жёлтые стрелки разной толщины – линейный транспорт электрона; пунктирные стрел�
ки – влияние окисленной (Пх) и восстановленной (ПхН2) форм пластохинона на димеры ФС II. в – Расположение диме�
ров ФС II в плоскости тилакоидной мембраны в виде рядов в Состоянии 1 и неупорядоченное расположение в Состоя�
нии 2 (г)
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покидает поверхность ФС I, присоединяясь к
ферредоксин�НAДФ+ оксидоредуктазе, связан�
ной с ФБС, принадлежащей ФС I [51, 52].
В Состоянии 1, когда снижается поток элект�
ронного транспорта от ФС II, уменьшается и
поступление получающих электроны молекул
ферредоксина к ферредоксин�НAДФ+ оксидо�
редуктазе. Одноименные отрицательные поверх�
ностные заряды ферредоксина и ядра ФБС при�
водят к эффекту расхождения ФБС и мономера
ФС I и соответствующему возрастанию флуо�
ресценции ФБС (рис. 6, а). В отличие от ФС II,
расхождение возможно, так как контактная по�
верхность ФБС и ФС I меньше, чем в случае
ФС II, а ферредоксин с его поверхностным за�
рядом является принадлежностью лишь ФС I.
Подобно ФС II, переход между Состояния�
ми 1/2 не требует для ФС I дополнительных трат
энергии АТФ пигментным аппаратом и автома�
тически регулируется соотношением долей ли�
нейного и циклического транспорта электро�
нов.

В данной работе продемонстрирована уни�
версальность проявления феномена Состоя�
ний 1/2 у красных водорослей и цианобактерий.
В итоге работы можно утверждать, что две фрак�
ции ФБС, входящие в состав пигментного аппа�

рата ФС I и ФС II, при смене Состояний 1/2 ве�
дут себя по�разному. Связь ФБС с ФС II остаёт�
ся постоянной независимо от того, в Состоя�
нии 1 или в Состоянии 2 находится клетка. В то
же время ранее полученные нами [29] и в работе
Chukhutsina et al. [30] при 77 К сведения указы�
вают на то, что в Состоянии 1 происходит обра�
тимое отделение ФБС от ФС I. Различными яв�
ляются также изменения флуоресценции
собственных хлорофилльных комплексов ФС I
и ФС II. Выявлено, что в Состоянии 2 в сравне�
нии с Состоянием 1 уменьшается флуоресцен�
ция хлорофилла ФС II, в то время как флуорес�
ценция ФС I остаётся на постоянном уровне.
Полученные результаты позволили предложить
интерпретацию происходящих флуоресцентных
изменений, как результат обратимого формиро�
вания рядов димерами ФС II в плоскости мемб�
ран тилакоидов и зависимого от активности
ферредоксина транспорта электронов в ФС I.

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

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания каких�либо иссле�
дований с участием людей или использованием
животных в качестве объектов.

Рис. 6. Изменения в пигментном аппарате ФС I, сопровождающие переходные Состояния 1 (а) и 2 (б). Черные стрелки
обозначают миграцию энергии от ядра ФБС к мономеру ФС I, красные стрелки – возбуждающий свет, горизонтальный
пунктир на панели а обозначает расхождение ФБС и ФС I, уменьшающее миграцию; Фд – ферредоксин, ФНР – ферре�
доксин�НАДФ+ редуктаза



1. Mullineaux, C. W., and Emlyn�Jones, D. (2005) State
transitions: an example of acclimation to low�light stress,
J. Exp. Bot., 56, 389�393.

2. Calzadilla, P. I., and Kirilovsky, D. (2020) Revisiting
cyanobacterial state transitions, Photochem. Photobiol. Sci.,
19, 585�603.

3. Murata, N. (1969) Control of excitation transfer in photo�
synthesis. I. Light�induced change of chlorophyll a fluo�
resence in Porphyridium cruentum, Biochim. Biophys. Acta,
172, 242�251.

4. Bonaventura, C., and Myers, J. (1969) Fluorescence and
oxygen evolution from Chlorella pyrenoidosa, Biochim.
Biophys. Acta, 189, 366�383.

5. Minagawa, J. (2011) State transitions – The molecular
remodeling of photosynthetic supercomplexes that con�
trols energy flow in the chloroplast, Biochim. Biophys. Acta,
1807, 897�905.

6. Lemeille, S., and Rochaix, J.�D. (2010) State transitions at
the crossroad of thylakoid signalling pathways, Photosynth.
Res., 106, 33�46.

7. Pesaresi, P., Pribil, M., Wunder, T., and Leister, D. (2011)
Dynamics of reversible protein phosphorylation in thy�
lakoids of flowering plants: the roles of STN7, STN8 and
TAP38, Biochim. Biophys. Acta, 1078, 887�896.

8. Kanervo, E., Suorsa, M., and Aro, E.�A. (2005)
Functional flexibility and acclimation of the thylakoid
membrane, Photochem. Photobiol. Sci., 4, 1072�1080.

9. Dumas, L., Zito, F., Blangy, S., Auroy, P., Johnson, X.,
et al. (2017) A stromal region of cytochrome b6f subunit IV
is involved in the activation of the Stt7 kinase in
Chlamydomonas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 114, 12063�
12068.

10. Ruban, A. V., and Johnson, M. P. (2009) Dynamics of the
photosystems cross�section associated with the state transi�
tions in higher plants, Photosyth. Res., 99, 173�183.

11. Golbeck, J. H. (1994) in The Molecular Biology of Cyano=
bacteria (Bryant, D. A., ed.) Kluwer Academic Publishers,
Dordrecht, pp. 320�354.

12. Rakhimberdieva, M. G., Boichenko, V. A., Karapetyan,
N. V., and Stadnichuk, I. N. (2001) Interaction of phyco�
bilisomes with photosystem II dimers and photosystem I
monomers and trimers in the cyanobacterium Spirulina
platensis, Biochemistry, 40, 15780�15788.

13. Umena, Y., Kawakami, K., Shen, J. R., and Kamiya, N.
(2011) Crystal structure of oxygen�evolving photosystem II
at a resolution of 1.9 Å, Nature, 473, 55�60.

14. Bald, D., Kruip, J., and Rögner, M. (1996) Supramolec�
ular architecture of cyanobacterial thylakoid membranes:
how is the phycobilisome connected with the photosys�
tems? Photosynth. Res., 49, 103�118.

15. Mullineaux, C. W., and Allen, J. F. (1990) State 1�State 2
transitions in the cyanobacterium Synechococcus 6301 are
controlled by the redox state of electron carriers between
photosystems I and II, Photosynth. Res., 23, 297�311.

16. Ogawa, T., Harada, T., Ozaki, H., and Sonoike, K. (2013)
Disruption of the ndhF1 gene affects chlorophyll fluores�
cence through state transition in the cyanobacterium
Synechocystis sp. PCC 6803, resulting in apparent high effi�
ciency of photosynthesis, Plant Cell Physiol., 54, 1164�1171.

17. Federman, S., Malkin, S., and Scherz, A. (2000)
Excitation energy transfer in aggregates of photosystem I
and photosystem II of the cyanobacterium Synechocys=
tis sp. PCC 6803: can assembly of the pigment�protein
complexes control the extent of spillover? Photosynth. Res.,
64, 199�207.

18. Mullineaux, C. W. (2008) Phycobilisome�reaction centre
interaction in cyanobacteria, Photosynth. Res., 95, 175�182.

19. Li, H., Li, D., Yang, S., Xie, J., and Zhao, J. (2006) The
state transition mechanism – simply depending on light�

on and �off in Spirulina platensis, Biochim. Biophys. Acta,
1757, 1512�1519.

20. Dong, C., Tang, A., Zhao, J., Mullineaux, C. W.,
Shen, G., and Bryant, D. A. (2009) ApcD is necessary for
efficient energy transfer from phycobilisomes to photosys�
tem I and helps to prevent photoinhibition in the
cyanobacterium Synechococcus sp. PCC 7002, Biochim.
Biophys. Acta, 1787, 1122�1128.

21. Zlenko, D. V., Elanskaya, I. V., Lukashev, E. P.,
Bolychevtseva, Y. V., Suzina, N. E., et al. (2019) Role of
the PB�loop in ApcE and phycobilisome core function in
cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803, Biochim.
Biophys. Acta, 1860, 155�166.

22. McConnell, M. D., Koop, R., Vasil’ev, S., and Bruce, D.
(2002) Regulation of the distribution of chlorophyll and
phycobilin�absorbed excitation energy in cyanobacteria.
A structure�based model for the light state transition, Plant
Physiol., 130, 1201�1212.

23. Strašková, A., Steinbach, G., Konert, G., Kotabová, E.,
Komenda, J., et al. (2019) Pigment–protein complexes are
organized into stable microdomains in cyanobacterial thy�
lakoids, Biochim. Biophys. Acta, 1860, 1�15.

24. Wollman, F. A. (1979) Ultrastructural comparison of
Cyanidium caldarium wild type and III�C mutant lacking
phycobilisomes, Plant Physiol., 63, 375�381.

25. Mörschel, E., and Schatz, G. H. (1987) Correlation of
photosystem�II complexes with exoplasmatic freeze�frac�
ture particles of thylakoids of the cyanobacterium
Synechococcus, Planta, 1723, 145�154.

26. Calzadilla, P. I., Zhan, J., Sétif, P., Lemaire, C.,
Solymosi, D., et al. (2019) The cytochrome b6 f complex is
not involved in cyanobacterial state transitions, Plant Cell,
31, 911�931.

27. Liu, H., Zhang, H., Niedzwiedzki, D. M., Prado, M.,
He, G., et al. (2013) Phycobilisomes supply excitations to
both photosystems in a megacomplex in cyanobacteria,
Science, 342, 1104�1107.

28. Mullineaux, C. W. (1992) Excitation energy transfer from
phycobilisomes to Photosystem I in a cyanobacterium,
Biochim. Biophys. Acta, 1100, 285�292.

29. Stadnichuk, I. N., Bulychev, A. A., Lukashev, E. P.,
Sinetova, M. P., Khristin, M. S., et al. (2011) Far�red light�
regulated efficient energy transfer from phycobilisomes to
photosystem I in the red microalga Galdieria sulphuraria
and photosystems�related heterogeneity of phycobilisome
population, Biochim. Biophys. Acta, 1807, 227�235.

30. Chukhutsina, V., Bersanini, L., Aro, E. M., and Van
Amerongen, H. (2015) Cyanobacterial light�harvesting
phycobilisomes uncouple from photosystem I during dark�
to�light transitions, Sci. Rep., 5, 1�10.

31. Schreiber, U., Klughammer, C., and Neubauer, C. (1988)
Measuring P700 absorbance changes around 830 nm with a
new type of pulse modulation system, Z. Naturforsch., 43,
686�698.

32. Rögner, M., Mühlenhoff, U., Boekema, E. J., and Witt, H.
(1990) Mono�, di� and trimeric PSI reaction center com�
plexes isolated from the thermophilic cyanobacterium
Synechococcus sp.: size, shape and activity, Biochim.
Biophys. Acta, 1015, 415�424.

33. Stadnichuk, I. N., Rakhimberdieva, M. G., Boichenko,
V. A., Bolychevtseva, Yu. V. Karapetyan, N. V., and
Selyakh, I. O. (2000) Glucose�induced inhibition of the
photosynthetic pigment apparatus in heterotrophically
grown alga Galdieria, Rus. J. Plant Physiol. Engl. Transl.,
47, 585�592.

34. Acuña, A. M., Snellenburg, J. J, Gwizdala, M.,
Kirilovsky, D., van Grondelle, R., and van
Stokkum, I. H. M (2016) Resolving the contribution of the
uncoupled phycobilisomes to cyanobacterial pulse�ampli�

БОЛЫЧЕВЦЕВА и др.

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

1064

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ



СОСТОЯНИЯ 1 И 2 У КРАСНЫХ ВОДОРОСЛЕЙ И ЦИАНОБАКТЕРИЙ

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

1065

tude modulated (PAM) fluorometry signals, Photosynth.
Res., 127, 91�102.

35. Campbell, D., Hurry, V., Clarke, A. K., Gustafsson, P., and
Öquist, G. (1998) Chlorophyll fluorescence analysis of
cyanobacterial photosynthesis and acclimation, Microbiol.
Mol. Biol. Rev., 62, 667�683.

36. Remelli, W., and Santabarbara, S. (2018) Excitation and
emission wavelength dependence of fluorescence spectra in
whole cells of the cyanobacterium Synechocystis sp.
PPC6803: influence on the estimation of Photosystem II
maximal quantum efficiency, Biochim. Biophys. Acta, 1859,
1207�1222.

37. Shubin, V. V., Murthy, S. D. S., Karapetyan, N. V., and
Mohanty, P. (1991) Origin of the 77 K variable fluorescence
at 758 nm in the cyanobacterium Spirulina platensis,
Biochim. Biophys. Acta, 1060, 28�36.

38. Matthijs, H. C. P., Jeanjean, R., Yeremenko, N.,
Huisman, J., Joset, F., and Hellingwerf, K. J. (2002)
Hypothesis: versatile function of ferredoxin�NADP+

reductase in cyanobacteria provides regulation for transient
photosystem I�driven cyclic electron flow, Funct. Plant
Biol., 29, 201�210.

39. Alcantara�Sanchez, F., Leyva�Castillo, L. E., Lopez, C.,
de la Vara L. G., and Gómez�Lojero, C. (2017)
Distribution of isoforms of ferredoxin�NADP+ reductase
(FNR) in cyanobacteria in two growth conditions,
Intern. J. Biochem. Cell Biol., 85, 123�134.

40. Tian, L., Liu, Z., Wang, F., Shen, L., Chen, J., et al. (2017)
Isolation and characterization of PSI�LHCI super�com�
plex and their sub�complexes from a red alga
Cyanidioschyzon merolae, Photosynth. Res., 133, 201�214.

41. Glazer, A. N. (1989) The light guide. Directional energy
transfer in a photosynthetic antenna, J. Biol. Chem., 264,
1�4.

42. El Bissati, K., Delphin, E., Murata, N., Etienn, A.�L., and
Kirilovsky, D. (2000) Photosystem II fluorescence quench�
ing in the cyanobacterium Synechocystis PCC 6803:
involvement of two different mechanisms, Biochim.
Biophys. Acta, 1457, 229�242.

43. Stadnichuk, I. N., Lukashev, E. P., and Elanskaya, I. V.
(2009) Fluorescence changes accompanying short�term
light adaptations in photosystem I and photosystem II of

the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803 and phy�
cobiliprotein�impaired mutants: state 1/state2 transitions
and carotenoid�induced quenching of phycobilisomes,
Photosynth. Res., 99, 227�241.

44. Zlenko, D. V., Krasilnikov, P. M., and Stadnichuk, I. N.
(2016) Structural modeling of the phycobilisome core and
its association with the photosystems, Photosynth. Res.,
130, 347�356.

45. Krasilnikov, P. M., Zlenko, D. V., and Stadnichuk, I. N.
(2020) Rates and pathways of energy migration from the
phycobilisome to the photosystem II and to the orange
carotenoid protein in cyanobacteria, FEBS Lett., 594,
1145�1154.

46. Zlenko, D. V., Galochkina, T. V., Krasilnikov, P. M., and
Stadnichuk, I. N. (2017) Coupled rows of PBS cores and
PSII dimers in cyanobacteria: symmetry and structure,
Photosynth. Res., 133, 245�260.

47. Voloshina, O. V., Bolychevtseva, Y. V., Kuzminov, F. I.,
Gorbunov, M. Y., Elanskaya, I. V., and Fadeev, V. V. (2016)
Photosystem II activity of wild type Synechocystis PCC
6803 and its mutants with different plastoquinone pool
redox state, Biochemistry (Moscow), 81, 858�870.

48. Karge, O., Bondar, A. N., and Dau, H. (2014) Cationic
screening of charged surface groups (carboxylates) affects
electron transfer steps in photosystem�II water oxidation
and quinone reduction, Biochim. Biophys. Acta, 1837,
1625�1634.

49. Piven, I., Ajlani, G., and Sokolenko, A. (2005) Phycobili�
some linker proteins are phosphorylated in Synechocys=
tis sp. PCC 6803, J. Biol. Chem., 280, 21667�21672.

50. Nelson, N., and Junge, W. (2015) Structure and energy
transfer in photosystems of oxygenic photosynthesis, Annu.
Rev. Biochem., 84, 659�683.

51. Morsy, F. M., Nakajima, M., Yoshida, T., Fujiwara, T.,
Sakamoto, T., and Wada, K. (2008) Subcellular localiza�
tion of ferredoxin�NADP+ oxidoreductase in phycobili�
some retaining oxygenic photosysnthetic organisms,
Photosynth. Res., 95, 73�85.

52. Vershubskii, A. V., Mishanin, V. I., and Tikhonov, A. N.
(2014) Modeling of the Photosynthetic electron transport
regulation in cyanobacteria, Biochemistry (Moscow) Suppl.
Ser. A Membr. Cell Biol., 8, 262�278.

STATE 1 AND STATE 2 IN THE PHOTOSYNTHETIC APPARATUS
OF RED MICROALGAE AND CYANOBACTERIA
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Light absorption of different intensity and quality by photosystem I (PSI) and photosystem II (PSII) gives rise to
changes of intersystem electron transport diminishing the effectiveness of photosynthesis. In plants and green algae,
this redox imbalance is loosed by molecular mechanism called State 1/State 2 transitions which trigger the movement
of the light�harvesting LHCII antenna and change the fluorescence properties of the pigment apparatus. Contrary, in
phycobilisome (PBS)�containing photosynthetics, cyanobacteria and red algae, the cause of State1/State 2 transitions
is not well understood. None of published hypothesis of spillover, of lateral reversible PBS migration from PSI to the
PSII, and the PBS detachment from the surface of PSII do not explain completely the sum of fluorescence data. Here,
we demonstrate the possibility of State 1/State 2 measurements using stationary fluorescence spectra at the room tem�
perature that remove the existing contradictions. It was estimated that in State II the fluorescence of PSII dimers in
thylakoids diminished reversibly while the fluorescence of PBS connected with the PSII stayed unchanged. The
increase of PSI fluorescence in State 1 is due to the detachment of PBS from the surface of PSI monomers. The rate
of fluorescence changes is regulated by the redox state of plastoquinone and ferredoxin pools together with the rate of
linear and cyclic electron transport.

Keywords: State 1, State 2, fluorescence, photosystem I, photosystem II, phycobilisome(s), chlorophyll
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В обзоре рассматривается проблема образования неспецифических продуктов при использовании различ�
ных методов изотермической амплификации как результат действия целого ряда факторов: неспецифичес�
ких взаимодействий праймеров, синтеза ДНК ab initio и проявления дополнительных активностей ДНК�по�
лимераз. Обсуждаются разрабатываемые подходы для устранения неспецифического синтеза в методах
LAMP, RPA, NASBA, RCA, SDA, LSDA, NDA и EXPAR.
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НЕСПЕЦИФИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ
В РЕАКЦИЯХ ИЗОТЕРМИЧЕСКОЙ АМПЛИФИКАЦИИ

Обзор

© 2021 Н.В. Зырина1,2, В.Н. Антипова2*

ВВЕДЕНИЕ

Изотермические методы амплификации
нуклеиновых кислот разрабатываются как аль�
тернатива ПЦР, их применение особенно акту�
ально при проведении диагностики непосред�
ственно в местах оказания медицинской помо�
щи [1–3]. С 2000�х годов некоторые методы по�
ставлены на коммерческую основу, например,
созданы наборы NUCLISENS («bioMerieux»,
Франция), Illustra TempliPhi™ («Cytiva», США),
WarmStart® LAMP Kit («NEB», США) и
LavaLAMP™ DNA Master Mix («Lucigen»,
США). В первую очередь изотермическая амп�
лификация нашла практическое применение в
обнаружении патогенных микроорганизмов и

вирусов в клинических образцах [4]. Все чаще
она применяется при разработке новых страте�
гий оценки безопасности пищевых продуктов и
мониторинга окружающей среды, при геноти�
пировании и обнаружении некодирующих
РНК, целевых белков, небольших молекул и ио�
нов металлов, а также для конструирования
нуклеиновых кислот с заданными нанострукту�
рами, гидрогелей, наноматериалов и прибо�
ров [5, 6]. Все разнообразие методов изотерми�
ческой амплификации исчерпывающе описано
в работах, процитированных выше.

Тем не менее существует проблема, возника�
ющая с «завидной» регулярностью и накладыва�
ющая ограничения на использование изотерми�
ческой амплификации в качестве альтернативы
ПЦР. Она заключается в появлении неспецифи�
ческих продуктов реакции, критически препят�
ствующих идентификации или синтезу специ�
фических последовательностей в препаратив�
ных количествах. Наличие таких продуктов
приводит к ложноположительным результатам,
отрицательно влияет и на чувствительность ме�
тода, и на его специфичность, а также наклады�
вает ограничение на максимальную длину син�
тезируемого фрагмента. Несмотря на актуаль�
ность обозначенной проблемы, ей не уделяется
должного внимания. Работ, направленных
именно на изучение явления неспецифического
синтеза при использовании методов изотерми�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : EXPAR – экспоненциаль�
ная реакция амплификации нуклеиновых кислот (expo�
nential amplification reaction); LAMP – петлевая изотерми�
ческая амплификация (loop�mediated isothermal amplifica�
tion); NASBA – амплификация на основе последователь�
ности нуклеиновой кислоты (nucleic acid sequence�based
amplification); PNA – пептидная нуклеиновая кислота
(peptide nucleic acid); RCA – амплификация по типу катя�
щегося кольца (rolling circle amplification); SDA – ампли�
фикация с замещением цепи (strand displacement amplifica�
tion); RPA – рекомбиназная полимеразная амплификация
(recombinase polymerase amplification); SSB – белок, связы�
вающий одноцепочечную ДНК (single�strand binding pro�
tein).

* Адресат для корреспонденции.
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ческой амплификации, не так много. Как пра�
вило, в статьях, касающихся появления нового
метода, о наличии фонового синтеза упомина�
ется лишь поверхностно. В данном обзоре мы
постарались обобщить данные исследований,
посвященных проблеме появления неспецифи�
ческих продуктов при использовании различ�
ных методов изотермической амплификации
или акцентирующих внимание на разрабатывае�
мых подходах для устранения этих продуктов.

Существует несколько основных причин
возникновения неспецифических продуктов:
образование комплементарными участками
праймеров димеров и шпилек, способных к уд�
линению ДНК�полимеразой; взаимодействие
праймеров с матрицей в неспецифических
участках; дополнительные активности ДНК�по�
лимераз, а также синтез ДНК ab initio.

НЕСПЕЦИФИЧЕСКИЕ
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ПРАЙМЕРОВ

При использовании методов изотермичес�
кой амплификации, перечисленных ниже, ос�
новной причиной образования неспецифичес�
ких продуктов считают нежелательные взаимо�
действия комплементарных участков праймеров
с образованием димеров и шпилек, способных к
удлинению с участием ДНК�полимеразы, а так�
же неспецифические взаимодействия прайме�
ров с матрицей.

Метод петлевой изотермической амплифика5
ции (loop5mediated isothermal amplification, LAMP)
позволяет нарабатывать целевую последова�
тельность двухцепочечной ДНК за счёт само�
праймирования шпилечными структурами, ко�
торые образуются в ходе реакции [7]. Для этого
конструируется набор праймеров: пара внешних
(буферных) и пара внутренних. Внешние прай�
меры являются вспомогательными и служат для
вытеснения цепей, синтезированных с внутрен�
них праймеров, комплементарных целевым
последовательностям. Внутренние праймеры
конструируются так, чтобы при дальнейшем
синтезе ДНК образовывались инвертированные
повторы, замыкающиеся в шпилечные структу�
ры (рис. 1). На каждом последующем этапе ре�
акции собираются все более сложные тандем�
ные шпилечные структуры, каждая из которых
содержит копию целевой последовательности. В
реакции используют ДНК�полимеразу Bst, ко�
торая обладает активностью замещения цепи и
способна проходить шпилечные структуры без
диссоциации от матрицы.

Несмотря на заверения авторов метода о
незначительности неспецифической амплифи�

кации за счет стратегии праймирования и до�
вольно высокой температуры реакции (60 °С),
эта амплификация не исключается полностью;
ее основной причиной считают образование ди�
меров праймеров [8]. Первоначально обратный
внутренний праймер формирует гомодимер.
Достраивание полимеразой его 3′�конца приво�
дит к образованию двухцепочечного продукта,
содержащего фрагмент этого же праймера в об�
ратной ориентации. 5′�Конец такого продукта в
процессе спонтанной обратимой денатурации
может гибридизоваться с 3′�концом прямого
внутреннего праймера, образуя прерванную
матрицу. На этой матрице ДНК�полимераза Bst
ведет дальнейший синтез комплементарной це�
пи ДНК, используя, в свою очередь, денатури�
ровавший 3′�конец обратного внутреннего
праймера, синтезируя при этом последователь�
ность, комплементарную прямому внутреннему
праймеру. Дойдя до конца матрицы, ДНК�поли�
мераза может далее наращивать длину цепи пу�
тем вытеснения последовательностей, исполь�
зовавшихся в качестве матрицы на предыдущем
этапе. Эти процессы приводят к образованию
внутримолекулярных шпилек, служащих прай�
мерами для дальнейшей амплификации. Неза�
висимо от последовательности матрицы поли�
мераза может добавлять от одного до несколь�
ких нуклеотидов, что приводит к появлению пу�
ла шпилек, 3′�концы которых содержат некото�
рое количество случайных нуклеотидов. После�
довательности с комплементарными 3′�конца�
ми селективно амплифицируются in vitro. Двух�
цепочечный продукт этой амплификации пос�
редством внутримолекулярной водородной свя�
зи может образовывать структуру, подобную
гантели, и амплифицироваться по стандартному
механизму LAMP. Для улучшения аналитичес�
кой специфичности анализа в реакции LAMP
предложили исключить обнаружение продуктов
неспецифической амплификации, детектируя
только амплификацию мишени с помощью зон�
дов, маяков, флуоресцентного (Фёрстеровско�
го) резонансного переноса энергии (FRET) или
схем «репортер�гаситель» [8]. Другой подход
заключается в использовании оригинальной ма�
тематической модели, позволяющей предсказы�
вать размер, количество и специфичность иско�
мых продуктов в зависимости от целевой ДНК,
набора праймеров, а также условий реакции.
Эта модель была разработана авторами на осно�
ве экспериментальных данных с использовани�
ем электрофореза на чипе, позволяющем оце�
нить структуры, которые образуются в ходе ре�
акции LAMP [9]. Еще один способ снижения
количества неспецифических продуктов – вне�
сение в реакцию пуллулана и других химических



соединений, предположительно, стабилизиру�
ющих структуру праймеров и предотвращающих
формирование их димеров в отсутствие целевой
ДНК [10].

Рекомбиназная полимеразная амплификация
(recombinase polymerase amplification, RPA) осно�
вана на использовании рекомбиназы, которая
катализирует гибридизацию пары праймеров с
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Рис. 1. Основные этапы петлевой изотермической амплификации: а–г – образование стартового продукта; д–з – цикли�
ческий синтез и элонгация ДНК со шпилечными структурами. F2c и B2 – фланги, F1c и B1 – внутренние участки целе�
вой (амплифицируемой) последовательности, F3c и B3 – «внешние» последовательности; FIP (forward inner primer) –
прямой внутренний праймер с участками F1c и F2, BIP (backward inner primer) – обратный внутренний праймер с участ�
ками B1c и B2, F3 – внешний (буферный) прямой праймер, B3 – внешний (буферный) обратный праймер. Прямоуголь�
никами обозначены комплементарные последовательности: серые – F1c и F1, F2c и F2, F3c и F3, белые – B1c и B1, B2c
и B2, B3c и B3, где c – обозначение комплементарной цепи. Стрелки – направление синтеза, | | | | – гибридизация, · · · –
промежуточные продукты. Начало процесса показано с праймера FIP; следует помнить, что синтез начинается и с прай�
мера BIP. Предложено согласно работе Notomi et al. [7]
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гомологичными последовательностями ампли�
фицируемого участка матрицы с последующей
элонгацией с помощью ДНК�полимеразы Bsu,
обладающей свойством замещения цепи. Ста�
билизацию получаемых в процессе реакции
промежуточных продуктов обеспечивает белок,
связывающий одноцепочечную ДНК (single�
stranded DNA binding protein, SSB) [11]. Появле�
ние неспецифических продуктов в данной реак�
ции объясняют нежелательными взаимодей�
ствиями между праймерами при невысокой
температуре процесса (37 °C). Для уменьшения
этих взаимодействий предлагается использовать
олигонуклеотид, содержащий тетрагидрофура�
новый миметик апурин�апиримидинового сай�
та (AP�сайта), фланкированный флуорофором и
гасителем, а также 3′�конец, заблокированный
дидеоксицитозином (ddC). Флуоресценция ин�
тактной конструкции находится на низком
уровне, а блок на 3′�конце не позволяет олиго�
нуклеотиду выступать в качестве праймера в ре�
акции амплификации. После гибридизации
олигонуклеотида с матричной ДНК эндонук�
леаза IV E. coli узнает и расщепляет миметик
AP�сайта, флуоресценция усиливается, образу�
ется свободный 3′�конец на разрезанной цепи
праймера, который удлиняется полимеразой.
Значительно снизить образование димеров
праймеров позволяет принцип самоисключаю�
щего молекулярного распознавания (self�avoid�
ing molecular recognition systems, SAMRS) [12].
Праймеры не взаимодействуют друг с другом, а
связываются исключительно с флангами целе�
вой последовательности за счет замены естест�
венных нуклеотидов в некоторых положениях
на нуклеотидные аналоги. Для увеличения спе�
цифичности взаимодействия олигонуклеотидов
и ДНК, было предложено использовать пептид�
ные нуклеиновые кислоты (PNAs) [13], однако
гибридизация PNA с целевой последователь�
ностью требует отдельного этапа реакции. Для
снижения вероятности неспецифической гиб�
ридизации праймеров особое внимание реко�
мендуется уделять их дизайну [14, 15]. Пакет
PrimedRPA позволяет автоматизировать созда�
ние праймеров и наборов зондов [16]. Причи�
ной неспецифической амплификации также
может быть гибридизация праймеров с «фоно�
вой» (тотальной) ДНК, присутствующей в реак�
ции вместе с целевыми последовательностями,
например, в образцах крови или окружающей
среде [17]. С проблемой позволяет справиться
метод «обогащения» реакции, основанный на
связывании целевой ДНК с иммобилизованным
олигонуклеотидом с последующим ее элюиро�
ванием в реакционную смесь после удаления
примесей.

Амплификация на основе последовательности
нуклеиновой кислоты (nucleic acid sequence5based
amplification, NASBA) разработана для амплифи�
кации РНК. ДНК можно амплифицировать
этим способом в том случае, если она вступает в
реакцию в одноцепочечной форме [18]. Экспо�
ненциальная амплификация целевых последо�
вательностей РНК происходит за счет сопря�
женных реакций обратной транскрипции, тран�
скрипции интермедиатов кДНК и удалении
РНКазой H цепи РНК с кДНК. Несмотря на вы�
сокую специфичность реакции NASBA, пробле�
ма появления продуктов, приводящих к ложно�
положительным результатам, все же существует
[19]. В качестве основной причины традицион�
но рассматривается неспецифическая гибриди�
зация и димеризация праймеров [20]. Для ее уст�
ранения рекомендуется проводить оптимиза�
цию условий реакции и тщательный расчет из�
менения свободной энергии Гиббса (ΔG) и тем�
пературы плавления (Tm) при конструировании
праймеров, например, с помощью сетевого ре�
сурса DINAMelt [21]. NASBA позволяет с высо�
кой точностью выявлять целевую РНК в присут�
ствии фоновой двухцепочечной ДНК [22]. На�
личие большого количества фоновой РНК мо�
жет мешать амплификации целевых последова�
тельностей, но эта проблема устранима разведе�
нием исследуемого образца [23]. Проблема не�
специфического синтеза в NASBA стоит наиме�
нее остро, что позволяет использовать эту реак�
цию для развития диагностических мето�
дов [24].

Амплификация по типу катящегося кольца
(rolling circle amplification, RCA) осуществляется
на ковалентно замкнутом олигонуклеотиде
(зонде), гибридизованном с целевой последова�
тельностью ДНК [25]. С участком зонда также
гибридизуется другой олигонуклеотид, после
чего ДНК�полимераза удлиняет его, проходя
множество раз «по кольцу» зонда, синтезируя
его тандемные копии, включающие в себя пос�
ледовательность целевой ДНК.

В мультипраймерной RCA, или амплификации
с множественным замещением цепи (multiple dis5
placement amplification, MDA), с кольцевым оли�
гонуклеотидом или с продуктами реакции гиб�
ридизуется несколько праймеров [25–27]. В ре�
акциях используют ДНК�полимеразы phi29 или
Bst, а также белок SSB gp32 фага T4 (T4 gp32). В
одной из первых работ по данному методу было
показано, что стандартная денатурация двухце�
почечной матрицы ДНК приводила к ее дегра�
дации, после чего специфичность реакции сни�
жалась, а большая часть продуктов представляла
собой артефакт амплификации, не содержащий
целевой последовательности [27]. Неспецифи�



ческие высокомолекулярные (более 10 тыс. п.н.)
продукты амплификации геномной ДНК были
обнаружены в контрольных образцах, куда до�
бавляли олигонуклеотиды и дезоксинуклеотиды
(dNTPs), но не добавляли матрицу [28]. Их об�
разование объяснили самопраймированием с
последующей амплификацией. Устранить неже�
лательную реакцию удалось с помощью введе�
ния в последовательности праймеров спейсе�
ра С3 (фосфорамидитного) или спейсера С18
(гексаэтиленгликоля) на некотором расстоянии
от 5′�концов. Олигонуклеотиды с такими моди�
фикациями имели возможность гибридизовать�
ся с целевыми последовательностями, но не
могли служить матрицами в том случае, если
произошло самопраймирование. С проблемой
появления неспецифических высокомолеку�
лярных продуктов в контрольных образцах, не
содержащих матрицу, столкнулись и при прове�
дении RCA с добавлением никующей эндонук�
леазы (PG–RCA), но связали это с неспецифи�
ческой полимеризацией субстратов ДНК�поли�
меразой [29]. Снижения уровня неспецифичес�
кой амплификации удалось достичь оптимиза�
цией условий реакции: уменьшением концент�
раций dNTPs и ДНК�полимеразы, подбором
оптимальной концентрации хлорида магния.
Изменение температуры реакции, добавление
веществ, увеличивающих эффективность реак�
ции, или наоборот, ингибиторов ДНК�полиме�
раз, на уровень неспецифического синтеза не
влияли.

Продукты неспецифической амплификации
в виде набора мультимеров (тандемно располо�
женных повторов последовательности исходной
ДНК�матрицы), синтезируемые полимера�
зой Bst, оказалось невозможным отличить от
продуктов реакции RCA, результатом которой
также является набор ДНК кратной длины (кон�
катемеров), поскольку на электрофореграмме и
те и другие проявляются в виде лестницы фраг�
ментов [30]. Существенным условием для муль�
тимеризации является наличие коротких
(50–60 п.н.) ДНК�дуплексов, образующихся за
счет удлинения праймера в гомо� и гетеродиме�
рах или после отжига на матрице. Эффектив�
ность мультимеризации зависит от условий ре�
акции: наибольшая наблюдается в буферах с вы�
сокой концентрацией соли в присутствии вос�
становителей (β�меркаптоэтанол) и при субоп�
тимальной для ДНК�полимеразы температуре
реакции. Формирования нежелательных муль�
тимеров в реакциях с ДНК�полимеразой Bst
можно избежать, используя краситель SYBR
Green I. Образование мультимеров на линейной
одноцепочечной матрице ДНК с одним прайме�
ром в изотермических условиях описали

Wang et al. [31]. Предложенный механизм вклю�
чает следующие основные этапы: гибридизацию
и удлинение праймера на олигонуклеотидной
матрице, гибридизацию выступающего 3′�конца
матрицы с участком продукта удлинения прай�
мера «своего» же дуплекса за счет ошибочного
спаривания, последующее связывание полиме�
разой этого комплекса и удлинение 3′�конца
матрицы (рис. 2). Многократная инициация
синтеза как праймерами, так и одноцепочечны�
ми продуктами реакции вызывает экспоненци�
альное накопление длинных мультимерных
продуктов. Такая амплификация инициируется
только способными к замещению цепи и обрат�
ной транскрипции ДНК�полимеразами Bst, Bsm
и BcaBEST.

Для предотвращения мультимеризации ДНК
было предложено использовать праймеры с мо�
дифицированными межнуклеотидными фос�
фатными группами [32]. Введение трех и более
фосфорилгуанидиновых групп в центр прайме�
ров предотвращало мультимеризацию и при
этом не ингибировало специфическую ампли�
фикацию. Для общего подавления синтеза по�
бочных продуктов использовали белок SSB
Thermus thermophilus [33, 34].

Амплификации с замещением цепи (strand dis5
placement amplification, SDA) основана на внесе�
нии эндонуклеазой рестрикции одноцепочеч�
ного разрыва (ника) в немодифицированную
цепь целевой последовательности двухцепочеч�
ной ДНК и удлинении ДНК�полимеразой
3′�конца этого ника с вытеснением цепи исход�
ного дуплекса в ходе синтеза новой цепи. Вы�
тесненная цепь, в свою очередь, служит матри�
цей для синтеза комплементарной цепи [35].

Дальнейшее развитие метод SDA получил с
открытием никующих эндонуклеаз (никаз). Эти
ферменты узнают определенную последователь�
ность, подобно эндонуклеазам рестрикции, но
гидролизуют только одну из цепей. На основе
никаз предложен целый ряд методов изотерми�
ческой амплификации ДНК [36–40] (подробно
в обзорной статье [41]). Наиболее распростра�
нен метод экспоненциальной реакции амплифи5
кации нуклеиновых кислот (exponential amplifica5
tion reaction, EXPAR), в котором амплифициру�
ют олигонуклеотидные последовательности
ДНК, используя термофильные ферменты – ни�
казу Nt.BstNBI и ДНК�полимеразу Bst
(рис. 3, а–г) [37].

Проблема синтеза побочных продуктов, ин�
терферирующих с целевыми, стала ключевой
уже с появления первых работ по данному мето�
ду [35, 42]. Их наличие объясняли неспецифи�
ческим связыванием праймеров с тотальной
ДНК, присутствующей в образцах, или образо�
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ванием димеров праймеров с последующей амп�
лификацией в случае проведения реакции при
невысокой температуре [42, 43]. Однако повы�
шение температуры реакции и замена мезо�
фильных ферментов exo�фрагмента Кленова и
эндонуклеазы HincII термофильными эндонук�
леазами рестрикции и ДНК�полимеразами с
лучшей активностью вытеснения цепи и про�
цессивностью не позволило полностью решить
проблему [43, 44]. Изучены возможности устра�
нения неспецифических взаимодействий путем
оптимизации праймеров для реакций SDA [45].
Продукты, образующиеся в результате таких
взаимодействий, выявляли на электрофоре�
грамме в виде лестницы фрагментов. Секвени�
рование этих продуктов показало, что они обра�
зованы путем конкатемеризации праймера. Для
решения этой проблемы с целью повышения
точности гибридизации праймеров с целевой
последовательностью был разработан компью�
терный алгоритм.

В EXPAR неспецифический фоновый синтез
отмечали на начальных этапах реакции (ранняя
фаза) [46]. Было выдвинуто предположение, что
полимераза связывается с одноцепочечной мат�
рицей и полимеризует на ней dNTPs, не требуя
праймера. Неспецифический синтез удавалось
значительно снизить, прогревая реакционную

смесь перед внесением dNTPs и ДНК�полиме�
разы. Проблеме устранения фоновой амплифи�
кации на начальных этапах EXPAR посвящена
также работа Raid et al. [47]. В качестве причины
неспецифического синтеза в ней рассматривали
возможность достраивания полимеразой
3′�концов матрицы, формирующихся в резуль�
тате временных взаимодействий: внутримолеку�
лярной гибридизации одной матрицы (форми�
рование шпильки), межмолекулярной гибриди�
зации 3′�конца одной матрицы с каким�либо
участком другой матрицы EXPAR, взаимодей�
ствия нескольких участков одной матрицы с
участками другой. Для решения этих проблем
было предложено две стратегии: блокирование
3′�конца матрицы, например, с помощью пеп�
тидной нуклеиновой кислоты, и независимое от
последовательности ослабление взаимодей�
ствий матрица–матрица. Добавление белка SSB
E. сoli для снижения взаимодействий матриц
EXPAR приводило к снижению неспецифичес�
кой амплификации на три порядка.

Еще одной причиной синтеза неспецифи�
ческих продуктов в реакциях изотермической
амплификации ДНК может быть неконтролируе�
мая активность используемых никаз [41]. Для
регулирования активности предложили добав�
лять в реакционную смесь модуляторы актив�

Рис. 2. Основные этапы образования мультимеров на линейной одноцепочечной матрице: а, б – гибридизация и удлине�
ние праймера; в – ошибочное спаривание выступающего 3′�конца матрицы с удлиненным праймером в дуплексе и нача�
ло копирования цепи удлиненного праймера; г, д, е – образование мультимерных продуктов. a, a1, b, с – последователь�
ности на матрице; одинаковые цвета обозначают комплементарные участки матрицы и праймера или продукта синтеза,
стрелки – направление синтеза. Предложено согласно работе Wang et al. [31]



ности никаз – короткие (до 30 п.н.) синтетичес�
кие дуплексы ДНК. При температуре 20 °С эти
дуплексы образуют непродуктивный комплекс с
ферментом и блокируют его активность. Повы�
шение температуры до 40–50 °С вызывает дис�
социацию комплекса никазы и дуплекса�инги�
битора, приводя к инициации гидролиза целе�
вой ДНК. Однако авторы подхода не показали
результат его практического применения в SDA,
а именно устранение неспецифических продук�
тов реакции.

И, наконец, в качестве общей стратегии
улучшения аналитической специфичности ме�
тода SDA было предложено использовать схе�
мы, определяющие только специфическую амп�
лификацию целевой последовательности [44,
48]. Среди множества методов, использующих
эту стратегию, интересной представляется изо�
термическая амплификация, основанная на за�
висимой от матрицы элонгации (template�
dependent extension based isothermal amplifica�
tion, TEIA), поскольку при ее разработке макси�
мально учитывали причины появления неспе�
цифических продуктов [39].

СИНТЕЗ ДНК ab initio

Причиной появления побочных продуктов в
реакциях изотермической амплификации мо�

жет выступать синтез ДНК ab initio, или безмат�
ричный синтез [29, 38, 46, 49–52]. Этот феномен
представляет собой способность ДНК�полиме�
раз синтезировать ДНК без добавления какой�
либо ДНК или РНК в реакционную смесь [53].
Результатом синтеза является спектр продуктов
от нескольких десятков до десятков тысяч п.н.
Скорость синтеза ДНК ab initio значительно уве�
личивается при добавлении в реакционную
смесь эндонуклеаз рестрикции и никаз [54–56],
а также праймазы или хеликазы [57, 58]. Синтез
ДНК в отсутствие матрицы и праймера впервые
был обнаружен Корнбергом и его коллегами
[59]. Однако научная общественность скепти�
чески отнеслась к этим данным, считая, что
синтез мог проходить за счет примесей ДНК или
присутствующих в препаратах ДНК�полимераз
других ферментов, способных инициировать
непраймируемый синтез. Спустя 30 лет японс�
кие исследователи, работая с термофильными
ДНК�полимеразами Tli и Tth, вновь открыли
это явление [60, 61]. Для освобождения от воз�
можных примесей они использовали высоко�
очищенные реактивы и полимеразы, обрабаты�
вали ДНКазой I и РНКазой А белки, участвую�
щие в реакции, денатурировали с последующей
ренатурацией ДНК�полимеразы, дополнитель�
но очищали dNTPs и др. Все эти обработки не
снижали способности ДНК�полимеразы вести
синтез ab initio. Интересно, что механизм ини�
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Рис. 3. Метод EXPAR, синтез целевого и неспецифических продуктов: а – гибридизация олигонуклеотида�триггера, со�
держащего часть последовательности сайта узнавания никазы на матрице; б – удлинение триггера ДНК�полимеразой и
образование полного сайта узнавания никазы (в рамке) и олигонуклеотидного продукта; в – гидролиз сайта никазы;
г – диссоциация комплекса между триггером, продуктом и матрицей; д – побочная реакция образования неспецифичес�
ких продуктов. Последовательность, синтезируемая на матрице, вынесена отдельно: T – олигонуклеотид�триггер,
Р – олигонуклеотид�продукт, в рамке – сайт узнавания никазы, DNA�pol – ДНК�полимераза, NE – никаза, N – любой
нуклеотид. Предложено согласно работам Van Ness et al., Urtel et al. [37, 52]
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циации синтеза ab initio до сих пор не известен.
Предполагают, что первые олигонуклеотиды
синтезируются самой ДНК�полимеразой непос�
редственно из dNTPs [53]. Из олигонуклеотидов
с различными последовательностями дальней�
шей амплификации подвергаются палиндром�
ные последовательности, т.к. они могут образо�
вывать шпильки на 3′�концах молекулы при
частичном «плавлении» концов и выступать в
качестве праймеров в синтезе ДНК. Этот про�
цесс может происходить непрерывно, причем
шпилечная структура может возникнуть и ини�
циировать элонгацию цепи даже за счет оши�
бочного спаривания нуклеотидов на 3′�конце
олигонуклеотида.

Изучена возможность ингибирования син�
теза ab initio ДНК�полимеразой Bst в присут�
ствии никазы Nt.BspD6I при добавлении в реак�
ционную смесь белков T4 gp32 и SSB E. coli [49].
Оказалось, что эти два функционально сходных
белка имеют различное влияние на синтез ab initio:
T4 gp32 полностью его ингибирует, а SSB
E. coli – нет. Эффект объяснили различной
пространственной организацией формируемых
комплексов этих белков с одноцепочечной
ДНК. С другой стороны, T4 gp32 и SSB E. coli ус�
пешно применяли в реакциях NDA (никаза�за�
висимая изотермическая ДНК�амплификация,
nickase�dependent isothermal DNA amplification)
и LSDA (амплификация с замещением цепи в
«линейном» режиме, linear strand displacement
amplification) для подавления неспецифическо�
го синтеза, в том числе и вызванного синтезом
ab initio [38, 50]. Вероятнее всего, в реакции
LSDA белок SSB E. coli функционировал в ком�
бинации с очень точной и процессивной секве�
назой 2.0 (модифицированная Т7 ДНК�полиме�
раза) и никазой Nt.BspQI, узнающей 7�звенную
последовательность в ДНК. Применение такой
комбинации позволило решить проблему огра�
ничения длины и получить целевые дискретные
продукты реакции размером до нескольких ты�
сяч п.н. [38]. Появление неспецифических про�
дуктов синтеза ДНК ab initio в поздней фазе
амплификации EXPAR предложили попросту
игнорировать, поскольку синтез целевых олиго�
нуклеотидных продуктов происходит в течение
10 мин, тогда как максимальное количество
продуктов безматричного синтеза образуется в
течение 0,5–1 ч [46]. Urtel et al. увидели решение
проблемы в проведении реакции без dATP в
смеси при использовании никаз Nb.BssSI,
Nt.BsmAI и Nt.BspQI, имеющих сайты узнава�
ния, содержащие последовательности из только
трех нуклеотидов (dC, dG, dT) в «верхней» цепи
(рис. 3) [52]. Для реакции конструировали оли�
гонуклеотид�триггер только из dC, dG и dT и

матрицу, содержащую лишь dC, dG и dA в своей
последовательности. В отсутствие dATP изотер�
мическая амплификация с матрицы протекала
эффективно, тогда как синтез ab initio был инги�
бирован. Ингибирование происходило за счет
затруднения синтеза неспецифических продук�
тов со шпилечными структурами, а также за счет
невозможности расщепления неспецифических
продуктов никазой (отсутствие сайта никазы в
их последовательности).

ОСОБЕННОСТИ ДНК5ПОЛИМЕРАЗ,
ВЛИЯЮЩИЕ НА ОБРАЗОВАНИЕ

НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ ПРОДУКТОВ

При обсуждении образования неспецифи�
ческих продуктов амплификации отмечается
важная роль используемых ДНК�полимераз,
поскольку каждая обладает своим собственным
набором каталитических и других функцио�
нальных активностей. Синтез неспецифичес�
ких продуктов объясняют проявлением допол�
нительных активностей определенной ДНК�
полимеразы, используемой в методе. ДНК�по�
лимеразы, помимо основных свойств (полиме�
разной и экзонуклеазной активностей), могут
дополнительно обладать активностями обрат�
ной транскриптазы (RT) и терминальной де�
зоксинуклеотидилтрансферазы (TdT) [62]. При�
мерами полимераз, обладающих этими двумя
активностями, могут служить фрагмент Клено�
ва полимеразы I E. coli и ДНК�полимераза Bst
[63]. Недавно было продемонстрировано, что и
ДНК�полимераза phi29 обладает ограниченной
активностью обратной транскриптазы [64].
Эта полимераза амплифицировала кольцевые
ДНК�матрицы с небольшим количеством «рас�
сеянных» по последовательности рибонуклео�
зидтрифосфатов (rNTPs) в реакциях RCA с та�
кой же эффективностью, как и обычные. Одна�
ко в случае увеличения количества rNTPs в пос�
ледовательности ДНК�матрицы выход продук�
та реакции заметно снижался. Добавление по�
лимеразой одного или более нуклеотидов (как
правило, dATP) на «тупые» 3′�концы ДНК�дуп�
лекса за счет активности TdT независимо от
матрицы вызывает нежелательное образование
выступающих концов и может инициировать
появление неспецифических продуктов. Воз�
можность перехода с одной матрицы на другую
и образования нового более длинного продукта
за счет активности TdT показана в эксперимен�
тах с фрагментом Кленова [65]. В недавнем ис�
следовании Que et al. использовали TdT для
синтеза длинной последовательности поли�A
на 3′�конце детектируемой ДНК. В свою оче�



редь, эта последовательность поли�A выполня�
ла роль праймера в реакции RCA [66]. Актив�
ностью RT, т.е. способностью использовать
РНК в качестве матрицы для синтеза ДНК, и
условиями, в которых она проявляется, часто
пренебрегают. Эта активность может служить
причиной неспецифического синтеза ДНК с
примесной экзогенной РНК и снижения точ�
ности полимеразы. В итоге одновременное на�
личие активности TdT, RT, способности выпол�
нять синтез ab initio, а также отсутствие 5′→3′ и
3′→5′ экзонуклеазной активности позволяет
некоторым ДНК�полимеразам, в частности Bst,
инициировать реакции образования неспеци�
фических продуктов [31, 53].

Необходимыми, в первую очередь для изо�
термической амплификации, функциональны�
ми свойствами ДНК�полимераз являются про�
цессивность и способность к вытеснению цепи,
однако именно эти активности позволяют поли�
меразам успешно амплифицировать и нежела�
тельные конструкции. Источником проблем
амплификации может выступать конфликт
функциональных свойств ДНК�полимеразы
[62]. Например, 3′→5′ экзонуклеазная актив�
ность повышает точность амплификации, одна�
ко может приводить к сниженному выходу про�
дукта и деградации праймеров. Полимеразы,
которые позволяют получать высокий выход
продукта, имеют меньшую точность, что приво�
дит к появлению большего числа неканоничес�
ких пар нуклеотидов в целевом продукте. Разра�
батывая или адаптируя метод изотермической
амплификации для конкретной задачи и выби�
рая при этом ДНК�полимеразу, необходимо
учитывать подобные факты.

Заслуживает внимания и давно известная
проблема образования неспецифических про�
дуктов на ДНК�матрицах, содержащих тракты
(А)n, прямые или инвертированные повторы, в
т.ч. палиндромные или квазипалиндромные
последовательности, формирующие альтерна�
тивные структуры ДНК [67]. Показано, как
ДНК�полимеразы с лучшей процессивностью
успешно преодолевают такие структуры, а дру�
гие, менее процессивные, диссоциируют от
матрицы и образуют укороченные продукты ре�
акции [68, 69]. Тем не менее проблема «слож�
ных» матриц остается актуальной и для высо�
копроцессивных ДНК�полимераз. Очевидно,
что помимо выбора ДНК�полимераз с лучшей
процессивностью и более высокой способ�
ностью к замещению цепи, избавиться от неже�
лательных продуктов реакции в значительной
степени позволяет оптимизация условий реак�
ции, в т.ч. повышение температуры и примене�
ние белков SSB. Так или иначе, необходимо из�

бегать ситуаций, в которых функционирование
ДНК�полимеразы может быть некорректным и
выражаться в проявлении дополнительных ак�
тивностей в большей степени, в ущерб основ�
ным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изотермические методы амплификации
имеют большой потенциал для проведения ана�
лизов в местах оказания медицинской помощи
или в «полевых» условиях, поскольку не требу�
ют сложного оборудования и высокой квали�
фикации персонала. Для успешного внедрения
изотермической амплификации в широкую
практику проблема синтеза неспецифических
продуктов требует особого осмысления и от�
дельного изучения для каждого метода. Сумми�
руя рассмотренные данные, можно предполо�
жить, что сам механизм того или иного метода
изотермической амплификации нуклеиновых
кислот наряду с условиями реакции может дик�
товать основную причину неспецифической
амплификации. Возникновение неспецифи�
ческих продуктов обусловливается совокуп�
ностью целого ряда причин. В их числе можно
рассматривать все комбинации нежелательных
взаимодействий праймеров, способствующих
дальнейшей амплификации (образование ди�
меров праймеров и шпилечных структур), а так�
же неспецифическую гибридизацию праймера
с матрицей или тотальной ДНК, присутствую�
щей в образце. Появление сильного фона, ме�
шающего различить целевую последователь�
ность, можно объяснить неканоническим син�
тезом ДНК ab initio, а также способностью
ДНК�полимеразы за счет своих дополнитель�
ных активностей инициировать «артефактный»
синтез на матрице.

На пути к улучшению изотермических сис�
тем амплификации, в частности, устранению
неспецифических продуктов реакции, исследо�
ватели двигаются в разных направлениях, но од�
ним из самых перспективных является работа с
ДНК�полимеразами. Корректировать работу
ДНК�полимераз можно путем оптимизации ус�
ловий их функционирования в ходе реакции
(варьирование количества и набора dNTPs, ион�
ной силы раствора, pH), а также изучения их
функционирования в условиях макромолеку�
лярного краудинга (т.е. в условиях повышенной
концентрации молекул и уменьшения степеней
свободы диффузии молекул белков от ДНК)
[62, 70–72]. Поиск новых природных ДНК�по�
лимераз и улучшение их активностей генно�ин�
женерными методами даст возможность более

ЗЫРИНА, АНТИПОВА

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

1074



НЕСПЕЦИФИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ ПРИ АМПЛИФИКАЦИИ

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021 9*

1075

1. Craw, P., and Balachandran, W. (2012) Isothermal nucleic
acid amplification technologies for point�of�care diagnos�
tics: a critical review, Lab Chip, 12, 2469�2486,
doi: 10.1039/c2lc40100b.

2. Gill, P., and Ghaemi, A. (2008) Nucleic acid isothermal
amplification technologies: a review, Nucleosides
Nucleotides Nucleic Acids, 27, 224�243, doi: 10.1080/
15257770701845204.

3. Niemz, A., Ferguson, T. M., and Boyle, D. S. (2011)
Point�of�care nucleic acid testing for infectious diseases,
Trends Biotechnol., 29, 240�250, doi: 10.1016/j.tibtech.
2011.01.007.

4. Obande, G. A., and Banga Singh, K. K. (2020) Current
and future perspectives on isothermal nucleic acid amplifi�
cation technologies for diagnosing infections, Infect. Drug
Resist., 13, 455�483, doi: 10.2147/IDR.S217571.

5. Zhao, Y., Chen, F., Li, Q., Wang, L., and Fan, C. (2015)
Isothermal amplification of nucleic acids, Chem. Rev., 115,
12491�12545, doi: 10.1021/acs.chemrev.5b00428.

6. Bodulev, O. L., and Sakharov, I. Y. (2020) Isothermal
nucleic acid amplification techniques and their use in
bioanalysis, Biochemistry (Moscow), 85, 147�166,
doi: 10.1134/S0006297920020030.

7. Notomi, T., Okayama, H., Masubuchi, H., Yonekawa, T.,
Watanabe, K., et al. (2000) Loop�mediated isothermal
amplification of DNA, Nucleic Acids Res., 28, E63,
doi: 10.1093/nar/28.12.e63.

8. Rolando, J. C., Jue, E., Barlow, J. T., and Ismagilov, R. F.
(2020) Real�time kinetics and high�resolution melt curves
in single�molecule digital LAMP to differentiate and study
specific and non�specific amplification, Nucleic Acids Res.,
48, e42�e42, doi: 10.1093/nar/gkaa099.

9. Schneider, L., Blakely, H., and Tripathi, A. (2019) Mathe�
matical model to reduce loop mediated isothermal ampli�
fication (LAMP) false�positive diagnosis, Electrophoresis,
40, 2706�2717, doi: 10.1002/elps.201900167.

10. Gao, X., Sun, B., and Guan, Y. (2019) Pullulan reduces
the non�specific amplification of loop�mediated isother�
mal amplification (LAMP), Anal. Bioanal. Chem., 411,
1211�1218, doi: 10.1007/s00216�018�1552�2.

11. Piepenburg, O., Williams, C. H., Stemple, D. L., and
Armes, N. A. (2006) DNA detection using recombination
proteins, PLoS Biol., 4, e204, doi: 10.1371/journal.pbio.
0040204.

12. Sharma, N., Hoshika, S., Hutter, D., Bradley, K. M., and
Benner, S. A. (2014) Recombinase�based isothermal
amplification of nucleic acids with self�avoiding molecular
recognition systems (SAMRS), ChemBioChem, 15, 2268�
2274, doi: 10.1002/cbic.201402250.

13. Lobato, I. M., and O′Sullivan, C. K. (2018) Recombinase
polymerase amplification: basics, applications and recent

advances, Trends Anal. Chem., 98, 19�35, doi: 10.1016/
j.trac.2017.10.015.

14. Li, J., Macdonald, J., and von Stetten, F. (2019) Review: a
comprehensive summary of a decade development of the
recombinase polymerase amplification, Analyst, 144, 31�
67, doi: 10.1039/c8an01621f.

15. James, A., and Macdonald, J. (2015) Recombinase poly�
merase amplification: Emergence as a critical molecular
technology for rapid, low�resource diagnostics, Expert Rev.
Mol. Diagn., 15, 1475�1489, doi: 10.1586/14737159.2015.
1090877.

16. Higgins, M., Ravenhall, M., Ward, D., Phelan, J.,
Ibrahim, A., et al. (2018) PrimedRPA: primer design
for recombinase polymerase amplification assays,
Bioinformatics, 35, 682�684, doi: 10.1093/bioinformatics/
bty701.

17. Rohrman, B., and Richards�Kortum, R. (2015) Inhibition
of recombinase polymerase amplification by background
DNA: a lateral flow�based method for enriching target
DNA, Anal. Chem., 87, 1963�1967, doi: 10.1021/ac504365v.

18. Compton, J. (1991) Nucleic acid sequence�based amplifi�
cation, Nature, 350, 91�92, doi: 10.1038/350091a0.

19. Kievits, T., van Gemen, B., van Strijp, D., Schukkink, R.,
Dircks, M., et al. (1991) NASBA™ isothermal enzymatic
in vitro nucleic acid amplification optimized for the diag�
nosis of HIV�1 infection, J. Virol. Methods, 35, 273�286,
doi: 10.1016/0166�0934(91)90069�C.

20. Morabito, K., Wiske, C., and Tripathi, C. W. A. (2013)
Engineering insights for multiplexed real�time nucleic acid
sequence�based amplification (NASBA): implications for
design of point�of�care diagnostics, Mol. Diagn. Ther., 17,
185�192, doi: 10.1007/s40291�013�0029�4.

21. Markham, N. R., and Zuker, M. (2005) DINAMelt web
server for nucleic acid melting prediction, Nucleic Acids
Res., 33, W577�W581, doi: 10.1093/nar/gki591.

22. Heim, A., Grumbach, I. M., Zeuke, S., and Top, B. (1998)
Highly sensitive detection of gene expression of an intronless
gene: amplification of mRNA, but not genomic DNA by
nucleic acid sequence based amplification (NASBA), Nucleic
Acids Res., 26, 2250�2251, doi: 10.1093/nar/26.9.2250.

23. Polstra, A. M., Goudsmit, J., and Cornelissen, M. (2002)
Development of real�time NASBA assays with molecular
beacon detection to quantify mRNA coding for HHV�8
lytic and latent genes, BMC Infect. Dis., 2, 18, doi: 10.1186/
1471�2334�2�18.

24. Honsvall, B. K., and Robertson, L. J. (2017) From
research lab to standard environmental analysis tool: will
NASBA make the leap? Water Res., 109, 389�397,
doi: 10.1016/j.watres.2016.11.052.

25. Lizardi, P. M., Huang, X., Zhu, Z., Bray�Ward, P.,
Thomas, D. C., and Ward, D. C. (1998) Mutation detec�

гибко подбирать условия проведения реакции
[73]. Получение ДНК�полимераз с повышенной
термостабильностью позволяет повышать тем�
пературу реакции для более точной гибридиза�
ции праймеров [74]. Использование полимераз
с повышенным сродством к ДНК, возможно,
будет способствовать снижению количества
неспецифических продуктов [75]. Также в реше�
нии проблемы неспецифического синтеза в ре�
акциях изотермической амплификации может
помочь устранение способности ферментов к
обратной транскрипции и повышение точности

ДНК�полимераз с функцией замещения це�
пи [31].

Финансирование. Работа выполнена в рамках
государственного задания № 075�00845�20�01.

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

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания каких�либо иссле�
дований с участием людей или животных в каче�
стве объектов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ



ЗЫРИНА, АНТИПОВА

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

1076

tion and single�molecule counting using isothermal
rolling�circle amplification, Nat. Genet., 19, 225�232,
doi: 10.1038/898.

26. Dean, F. B., Nelson, J. R., Giesler, T. L., and Lasken, R. S.
(2001) Rapid amplification of plasmid and phage DNA
using Phi 29 DNA polymerase and multiply�primed rolling
circle amplification, Genome Res., 11, 1095�1099,
doi: 10.1101/gr.180501.

27. Dean, F. B., Hosono, S., Fang, L., Wu, X., Faruqi, A. F.,
et al. (2002) Comprehensive human genome amplification
using multiple displacement amplification, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 99, 5261, doi: 10.1073/pnas.082089499.

28. Brukner, I., Paquin, B., Belouchi, M., Labuda, D., and
Krajinovic, M. (2005) Self�priming arrest by modified ran�
dom oligonucleotides facilitates the quality control of
whole genome amplification, Anal. Biochem., 339, 345�
347, doi: 10.1016/j.ab.2005.01.005.

29. Murakami, T., Sumaoka, J., and Komiyama, M. (2008)
Sensitive isothermal detection of nucleic�acid sequence by
primer generation – rolling circle amplification, Nucleic
Acids Res., 37, e19�e19, doi: 10.1093/nar/gkn1014.

30. Garafutdinov, R. R., Gilvanov, A. R., and Sakhabutdinova,
A. R. (2020) The influence of reaction conditions on DNA
multimerization during isothermal amplification with Bst
exo� DNA polymerase, Appl. Biochem. Biotechnol., 190,
758�771, doi: 10.1007/s12010�019�03127�6.

31. Wang, G., Ding, X., Hu, J., Wu, W., Sun, J., and Mu, Y.
(2017) Unusual isothermal multimerization and amplifica�
tion by the strand�displacing DNA polymerases with
reverse transcription activities, Sci. Rep., 7, 017�13324,
doi: 10.1038/s41598�017�13324�0.

32. Garafutdinov, R. R., Sakhabutdinova, A. R., Kupryushkin,
M. S., and Pyshnyi, D. V. (2020) Prevention of DNA mul�
timerization using phosphoryl guanidine primers during
isothermal amplification with Bst exo�DNA polymerase,
Biochimie, 168, 259�267, doi: 10.1016/j.biochi.2019.
11.013.

33. Inoue, J., Shigemori, Y., and Mikawa, T. (2006)
Improvements of rolling circle amplification (RCA) effi�
ciency and accuracy using Thermus thermophilus SSB
mutant protein, Nucleic Acids Res., 34, e69�e69,
doi: 10.1093/nar/gkl350.

34. Mikawa, T., Inoue, J., and Shigemori, Y. (2009) Single�
stranded DNA binding protein facilitates specific enrich�
ment of circular DNA molecules using rolling circle ampli�
fication, Anal. Biochem., 391, 81�84, doi: 10.1016/j.ab.
2009.05.013.

35. Walker, G. T., Little, M. C., Nadeau, J. G., and Shank,
D. D. (1992) Isothermal in vitro amplification of DNA by
a restriction enzyme/DNA polymerase system, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 89, 392�396, doi: 10.1073/pnas.89.1.392.

36. Chan, S.�H., Zhu, Z., Van Etten, J. L., and Xu, S.�Y.
(2004) Cloning of CviPII nicking and modification system
from chlorella virus NYs�1 and application of Nt. CviPII in
random DNA amplification, Nucleic Acids Res., 32, 6187�
6199, doi: 10.1093/nar/gkh958.

37. Van Ness, J., Van Ness, L. K., and Galas, D. J. (2003)
Isothermal reactions for the amplification of oligonu�
cleotides, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100, 4504,
doi: 10.1073/pnas.0730811100.

38. Joneja, A., and Huang, X. (2011) Linear nicking endonu�
clease�mediated strand�displacement DNA amplification,
Anal. Biochem., 414, 58�69, doi: 10.1016/j.ab.2011.02.025.

39. Zhou, H., Xie, S.�J., Zhang, S.�B., Shen, G.�L., Yu, R.�
Q., and Wu, Z.�S. (2013) Isothermal amplification system
based on template�dependent extension, Chem. Commun.,
49, 2448�2450, doi: 10.1039/c3cc38358j.

40. Shi, C., Liu, Q., Zhou, M., Zhao, H., Yang, T., and Ma, C.
(2016) Nicking endonuclease�mediated isothermal expo�

nential amplification for double�stranded DNA detection,
Sens. Actuat. B. Chem., 222, 221�225, doi: 10.1016/
j.snb.2015.08.060.

41. Абросимова Л. А., Кисиль О. В., Романова Е. А.,
Орецкая Т. С., Кубарева Е. А. (2019) Никующие эндо�
нуклеазы как уникальные инструменты в биотехноло�
гии и генетической инженерии, Биоорганическая хи/
мия, 445, 451�471, doi: 10.1134/S0132342319050014.

42. Walker, G. T., Fraiser, M. S., Schram, J. L., Little, M. C.,
Nadeau, J. G., and Malinowski, D. P. (1992) Strand dis�
placement amplification – an isothermal, in vitro DNA
amplification technique, Nucleic Acids Res., 20, 1691�
1696, doi: 10.1093/nar/20.7.1691.

43. Spargo, C. A., Fraiser, M. S., Van Cleve, M., Wright, D. J.,
Nycz, C. M., et al. (1996) Detection of M. tuberculosis
DNA using thermophilic strand displacement amplifica�
tion, Mol. Cell. Probes, 10, 247�256, doi: 10.1006/mcpr.
1996.0034.

44. Nadeau, J. G., Pitner, J. B., Linn, C. P., Schram, J. L.,
Dean, C. H., and Nycz, C. M. (1999) Real�time,
sequence�specific detection of nucleic acids during strand
displacement amplification, Anal. Biochem., 276, 177�187,
doi: 10.1006/abio.1999.4350.

45. Ehses, S., Ackermann, J., and McCaskill, J. S. (2005)
Optimization and design of oligonucleotide setup for
strand displacement amplification, J. Biochem. Biophys.
Methods, 63, 170�186, doi: 10.1016/j.jbbm.2005.04.005.

46. Tan, E., Erwin, B., Dames, S., Ferguson, T., Buechel, M.,
et al. (2008) Specific versus nonspecific isothermal DNA
amplification through thermophilic polymerase and nick�
ing enzyme activities, Biochemistry, 47, 9987�9999,
doi: 10.1021/bi800746p.

47. Reid, M. S., Paliwoda, R. E., Zhang, H., and Le, X. C.
(2018) Reduction of background generated from template�
template hybridizations in the exponential amplification
reaction, Anal. Chem., 90, 11033�11039, doi: 10.1021/acs.
analchem.8b02788.

48. Little, M. C., Andrews, J., Moore, R., Bustos, S.,
Jones, L., et al. (1999) Strand displacement amplification
and homogeneous real�time detection incorporated in a
second�generation DNA probe system, BDProbeTecET,
Clin. Chem., 45, 777�784, doi: 10.1093/clinchem/45.6.777.

49. Зырина Н. В., Артюх Р. И., Свадьбина И. В., Железная
Л. А., Матвиенко Н. И. (2012) Влияние белков, связы�
вающихся с одноцепочечной ДНК, на безматрич�
ный/беспраймерный синтез ДНК в присутствии ни�
кующей эндонуклеазы Nt.BspD6I, Биоограническая
химия, 38, 199�205, doi: 10.1134/S1068162012020161.

50. He, Y., and Jiang, T. (2013) Nickase�dependent isothermal
DNA amplification, Adv. Biosci. Biotechnol., 4, 539�542,
doi: 10.4236/abb.2013.44070.

51. Menova, P., Raindlova, V., and Hocek, M. (2013) Scope
and limitations of the nicking enzyme amplification reac�
tion for the synthesis of base�modified oligonucleotides
and primers for PCR, Bioconj. Chem., 24, 1081�1093,
doi: 10.1021/bc400149q.

52. Urtel, G., Van Der Hofstadt, M., Galas, J.�C., and
Estevez�Torres, A. (2019) rEXPAR: an isothermal amplifi�
cation scheme that is robust to autocatalytic parasites,
Biochemistry, 58, 2675�2681, doi: 10.1021/acs.biochem.
9b00063.

53. Zyrina, N. V., Antipova, V. N., and Zheleznaya, L. A.
(2014) Ab initio synthesis by DNA polymerases, FEMS
Microbiol. Lett., 351, 1�6, doi: 10.1111/1574�6968.12326.

54. Liang, X., Jensen, K., and Frank�Kamenetskii, M. D.
(2004) Very efficient template/primer�independent DNA
synthesis by thermophilic DNA polymerase in the presence
of a thermophilic restriction endonuclease, Biochemistry,
43, 13459�13466, doi: 10.1021/bi0489614.



НЕСПЕЦИФИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ ПРИ АМПЛИФИКАЦИИ

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

1077

55. Zyrina, N. V., Zheleznaya, L. A., Dvoretsky, E. V., Vasiliev,
V. D., Chernov, A., and Matvienko, N. I. (2007) N.BspD6I
DNA nickase strongly stimulates template�independent
synthesis of non�palindromic repetitive DNA by Bst DNA
polymerase, Biol. Chem., 388, 367�372, doi: 10.1515/BC.
2007.043.

56. Antipova, V. N., Zheleznaya, L. A., and Zyrina, N. V.
(2014) Ab initio DNA synthesis by Bst polymerase in the
presence of nicking endonucleases Nt.AlwI, Nb.BbvCI,
and Nb.BsmI, FEMS Microbiol. Lett., 357, 144�150,
doi: 10.1111/1574�6968.12511.

57. Kaboev, O. K., and Luchkina, L. A. (2004) Template�free
primer�independent DNA synthesis by bacterial DNA
polymerases I using the DnaB protein from Escherichia
coli, Dokl. Biochem. Biophys., 398, 265�267, doi: 10.1023/
b:dobi.0000046633.66624.58.

58. Beguin, P., Gill, S., Charpin, N., and Forterre, P. (2015)
Synergistic template�free synthesis of dsDNA by
Thermococcus nautili primase PolpTN2, DNA polymerase
PolB, and pTN2 helicase, Extremophiles, 19, 69�76,
doi: 10.1007/s00792�014�0706�1.

59. Schachman, H. K., Adler, J., Radding, C. M., Lehman,
I. R., and Kornberg, A. (1960) Enzymatic synthesis of deoxy�
ribonucleic acid. VII. Synthesis of a polymer of deoxyaden�
ylate and deoxythymidylate, J. Biol. Chem., 235, 3242�3249.

60. Ogata, N., and Miura, T. (1997) Genetic information “cre�
ated” by archaebacterial DNA polymerase, Biochem. J.,
324 (Pt 2), 667�671, doi: 10.1042/bj3240667.

61. Ogata, N., and Miura, T. (1998) Creation of genetic infor�
mation by DNA polymerase of the thermophilic bacterium
Thermus thermophilus, Nucleic Acids Res., 26, 4657�4661,
doi: 10.1093/nar/26.20.4657.

62. Pavlov, A. R., Pavlova, N. V., Kozyavkin, S. A., and
Slesarev, A. I. (2004) Recent developments in the optimiza�
tion of thermostable DNA polymerases for efficient appli�
cations, Trends Biotechnol., 22, 253�260, doi: 10.1016/
j.tibtech.2004.02.011.

63. Shi, C., Shen, X., Niu, S., and Ma, C. (2015) Innate
reverse transcriptase activity of DNA polymerase for
isothermal RNA direct detection, J. Am. Chem. Soc., 137,
13804�13806, doi: 10.1021/jacs.5b08144.

64. Krzywkowski, T., Kühnemund, M., Wu, D., and
Nilsson, M. (2018) Limited reverse transcriptase activity of
phi29 DNA polymerase, Nucleic Acids Res., 46, 3625�
3632, doi: 10.1093/nar/gky190.

65. Garcia, P. B., Robledo, N. L., and Islas, A. L. (2004)
Analysis of non�template�directed nucleotide addition and
template switching by DNA polymerase, Biochemistry, 43,
16515�16524, doi: 10.1021/bi0491853.

66. Que, H., Yan, X., Guo, B., Ma, H., Wang, T., et al. (2019)
Terminal deoxynucleotidyl transferase and rolling circle
amplification induced G�triplex formation: a label�free
fluorescent strategy for DNA methyltransferase activity
assay, Sens. Actuat. B Chem., 291, 394�400, doi: 10.1016/
j.snb.2019.04.091.

67. Sinden, R. R., Potaman, V. N., Oussatcheva, E. A.,
Pearson, C. E., Lyubchenko, Y. L., and Shlyakhtenko,
L. S. (2002) Triplet repeat DNA structures and human
genetic disease: dynamic mutations from dynamic DNA,
J. Biosci., 27, 53�65, doi: 10.1007/BF02703683.

68. Canceill, D., Viguera, E., and Ehrlich, S. D. (1999) Repli�
cation slippage of different DNA polymerases is inversely
related to their strand displacement efficiency, J. Biol.
Chem., 274, 27481�27490, doi: 10.1074/jbc.274.39.27481.

69. Viguera, E., Canceill, D., and Ehrlich, S. D. (2001)
Replication slippage involves DNA polymerase pausing
and dissociation, EMBO J., 20, 2587�2595, doi: 10.1093/
emboj/20.10.2587.

70. Akabayov, B., Akabayov, S. R., Lee, S. J., Wagner, G., and
Richardson, C. C. (2013) Impact of macromolecular
crowding on DNA replication, Nat. Commun., 4, 1615,
doi: 10.1038/ncomms2620.

71. Tong, Y., Lemieux, B., and Kong, H. (2011) Multiple
strategies to improve sensitivity, speed and robustness of
isothermal nucleic acid amplification for rapid pathogen
detection, BMC Biotechnol., 11, 1472�6750, doi: 10.1186/
1472�6750�11�50.

72. Garafutdinov, R. R., Gilvanov, A. R., Kupova, O. Y., and
Sakhabutdinova, A. R. (2020) Effect of metal ions on
isothermal amplification with Bst exo�DNA polymerase,
Int. J. Biol. Macromol., 161, 1447�1455, doi: 10.1016/
j.ijbiomac.2020.08.028.

73. Piotrowski, Y., Gurung, M. K., and Larsen, A. N. (2019)
Characterization and engineering of a DNA polymerase
reveals a single amino�acid substitution in the fingers sub�
domain to increase strand�displacement activity of A�fam�
ily prokaryotic DNA polymerases, BMC Mol. Cell. Biol.,
20, 31, doi: 10.1186/s12860�019�0216�1.

74. Milligan, J. N., Shroff, R., Garry, D. J., and Ellington,
A. D. (2018) Evolution of a thermophilic strand�displacing
polymerase using high�temperature isothermal compart�
mentalized self�replication, Biochemistry, 57, 4607�4619,
doi: 10.1021/acs.biochem.8b00200.

75. Oscorbin, I. P., Belousova, E. A., Boyarskikh, U. A.,
Zakabunin, A. I., Khrapov, E. A., and Filipenko, M. L.
(2017) Derivatives of Bst�like Gss�polymerase with
improved processivity and inhibitor tolerance, Nucleic
Acids Res., 45, 9595�9610, doi: 10.1093/nar/gkx645.

NONSPECIFIC SYNTHESIS IN THE REACTIONS
OF ISOTHERMAL NUCLEIC ACID AMPLIFICATION

Review

N. V. Zyrina1,2 and V. N. Antipova2*

1 Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences, 142290 Pushchino, Moscow Region, Russia
2 Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,

142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; E/mail: valery_a@rambler.ru

The review focuses on the main causes of nonspecific products synthesis in the course of isothermal nucleic acid
amplification as a result of wide range of factors: mispriming with a subsequent amplification, ab initio DNA synthe�
sis and additional activities of DNA polymerases. The approaches being developed to eliminate nonspecific products
are discussed in LAMP, RPA, NASBA, RCA, SDA, LSDA, NDA and EXPAR reactions.

Keywords: isothermal amplification, background synthesis, DNA polymerases, LAMP, SDA, EXPAR



1078

БИОХИМИЯ,  2021,  том  86,  вып.  7,  с.  1078  –  1086

УДК 577.217.5

1 Department of Biochemistry, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares University,
Tehran, Iran; E�mail: Khajeh@modares.ac.ir

2 Department of Nanobiotechnology, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran

Поступила в редакцию 11.11.2020
После доработки 06.06.2021
Принята к печати 07.06.2021

Rap1�взаимодействующий фактор 1 (Rif1) является одним из ключевых участников временнóй регуляции
репликации, специфичной для каждого типа клеток. Белок Rif1 состоит из N�концевого и C�концевого до�
менов, разделённых внутренне неупорядоченной областью. Было высказано предположение, что обе N� и
C�концевые области Rif1 могут связываться с ДНК, обнаруживая наибольшее сродство к крестообразным
структурам ДНК. В настоящей работе С�концевой домен мышиного Rif1, связанный с мальтозо�связываю�
щим белком (MBP�muRif1�CTD), был экспрессирован в растворимом виде и очищен. Биологическая актив�
ность очищенного белка была исследована методами анализа сдвига электрофоретической подвижнос�
ти (EMSA) и поверхностного плазмонного резонанса (SPR). Результаты, полученные в работе, показывают,
что MBP�muRif1�CTD связывает G�квадруплекс (G4) с высокой аффинностью (KD 19,0 ± 0,8 нМ), как и
предполагалось ранее. Это исследование является первым шагом в изучении взаимодействия MBP�Profinity
eXact�muRif1�CTD и G4 с помощью SPR.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мышиный Rap1�взаимодействующий фактор 1 (muRif1), поверхностный плазмон�
ный резонанс, мальтозо�связывающий белок (MBP), G�квадруплекс (G4), анализ сдвига электрофорети�
ческой подвижности.
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ИЗУЧЕНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ С�КОНЦЕВОГО ДОМЕНА БЕЛКА
muRif1 МЕЧЕННОГО MBP С G�КВАДРУПЛЕКСАМИ ДНК

С ПОМОЩЬЮ ПОВЕРХНОСТНОГО ПЛАЗМОННОГО РЕЗОНАНСА
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ВВЕДЕНИЕ

Репликация генома эукариотов происходит
согласно особому временнóму порядку, специ�
фичному для каждого типа клеток [1]. Эволюци�
онно�консервативный белок, Rap1�взаимодей�
ствующий фактор 1 (Rif1), был изначально об�
наружен в почкующихся дрожжах Saccharomyces
cerevisiae как компонент теломерного комплек�
са, участвующего в регуляции длины тело�
мер [2, 3]. Так как Rif1 вовлечён во многие мета�
болические пути поддержания целостности ге�
нома, его рассматривают как ключевой регуля�
тор инициации репликации, функции которого
сохранились на пути эволюции от дрожжей до
человека [4–6]. Анализ структуры белка Rif1 по�

казывает, что она включает три области: N�кон�
цевой домен (NTD), C�концевой домен (CTD) и
внутренне неупорядоченную область (IDP)
между ними. Считается, что NTD и CTD могут
участвовать во взаимодействиях ДНК–белок и
белок–белок. NTD содержит α�спиральный мо�
тив HEAT�повторов, который необходим для
привлечения мышиного Rif1 (muRif1) к месту
двухцепочечного разрыва в ДНК [7]. Неструкту�
рированный CTD включает три субдомена, из
которых только третий является неконсерватив�
ным [8–10], а второй субдомен предположи�
тельно имеет участок связывания крестообраз�
ной ДНК [9–11]. Согласно предыдущим рабо�
там, Rif1 из делящихся дрожжей и клеток мле�
копитающих связываются с G�квадруплекса�
ми (G4) [12, 13]. Более того, предполагается, что
этот белок мультимеризуется посредством взаи�
модействий между CTD; однако окончательная
организация субдоменов Rif1 млекопитающих
ещё не установлена [9, 14].

Связывание muRif1�CTD с G4�структурами
и со структурами, не образующими G4, было де�
тально изучено в работах Moriyama et al. [13] и
Masai et al. [15], где авторы исследовали связы�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : MBP – мальтозо�связываю�
щий белок (maltose binding protein); КД – круговой дихро�
изм; CTD – C�концевой домен; NTD – N�концевой до�
мен; EMSA – анализ сдвига электрофоретической под�
вижности (electrophoretic mobility shift assay); G4 – G�квад�
руплекс; Rif1 – Rap1�взаимодействующий фактор 1 (Rap1�
interacting factor 1); SPR – поверхностный плазмонный ре�
зонанс (surface plasmon resonance).

* Адресат для корреспонденции.
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вание различных последовательностей, способ�
ных образовывать G4�структуры с Rif1, исполь�
зуя метод анализа сдвига электрофоретической
подвижности (EMSA или gel shift assay). Авторы
установили, что последовательность T6G24 (G4)
связывалась лучше всего с Rif1 из дрожжей и
клеток млекопитающих, экспрессируемых в эу�
кариотических системах [13, 15]. Более того,
они проанализировали влияние различных кон�
курентов связывания Rif1 с T6G24. Оказалось,
что структурированная G4�последователь�
ность (T6G24) связывалась лучше, чем все другие
исследованные структуры ДНК [13].

В недавний работах было установлено, что
существует ассоциация между Rif1 и такими за�
болеваниями человека, как рак и некоторые
наследственные болезни; соответственно, этот
белок может рассматриваться как потенциаль�
ный биомаркёр [16–18]. Для того, чтобы выяс�
нить биологическую активность целевого белка,
необходимо идентифицировать партнёров, с ко�
торыми этот белок взаимодействует и опреде�
лить аффинность этого взаимодействия, что по�
может в поисках подходящего партнёра или по�
тенциального лекарственного препарата, спо�
собного предотвратить функционирование це�
левого белка или помешать ему исполнять свои
нормальные функции [19].

Взаимодействие между различными типами
биологических молекул, представляющих кли�
нический интерес, может быть исследовано с
помощью различных методов, основанных на
плазмонном резонансе [19]. Поверхностный
плазмонный резонанс (SPR) – это одна из наи�
более универсальных технологий, применимых
для создания биосенсоров в различных областях
науки. Биосенсоры, основанные на SPR, демон�
стрируют превосходные аналитические характе�
ристики, не требуют введения меток и позволя�
ют отслеживать взаимодействия в реальном вре�
мени [20].

В данной работе muRif1�CTD, меченый
MBP и Profinity eXact™, был экспрессирован в
растворимой форме, и его биологическая актив�
ность оценивалась с помощью EMSA и более
точных методов SPR. В будущем мы планируем
сосредоточиться на более детальном исследова�
нии этого взаимодействия, используя другие
возможности SPR.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн muRif1�CTD конструкций и клониро�
вание. Ген muRif1�CTD был клонирован с по�
мощью ПЦР, используя двойную рестрикцию, и
вставлен в вектор pPAL («Bio�Rad», США) с

меткой Profinity eXact™ на N�конце. Эта
конструкция была использована для химичес�
кой трансформации компетентных клеток
Escherichia coli DH5α. Рекомбинантные клоны
были отобраны на чашках с агаром Luria
Bertani (LB), содержащим ампициллин
(30 мкг/мл), и проанализированы с помощью
двойной рестрикции и секвенирования кон�
струкции после выделения плазмиды. Такая же
процедура была использована для химической
трансформации компетентных клеток E. coli
BL21 (DE3).

Для конструирования нового вектора
экспрессии MBP�Profinity eXact tag�muRif1�
CTD ген muRif1�CTD был амплифицирован,
подвергнут двойной рестрикции и лигирован в
вектор pMXB10 («New England Biolabs», США).
Затем этот вектор был подвергнут двойной рест�
рикции теми же ферментами, и 5 мкл получен�
ного раствора были использованы для химичес�
кой трансформации компетентных клеток
E. coli DH5α. Позитивные клоны были отобра�
ны на чашках с LB�агаром, содержащих
30 мкг/мл ампициллина. Наличие рекомбинан�
тных клонов было подтверждено с помощью
ПЦР, двойной рестрикциии и секвенирования.

Очистка белка MBP�Profinity eXact�muRif1�
CTD. Анализ экспрессии белка и степени его
очистки проводили с помощью денатурирующе�
го электрофореза (SDS�PAGE) по Лэммли [21].
Подробный протокол экспериментов и резуль�
таты очистки приведены на рис. S1 и S2 в При�
ложении). Экспрессию белка инициировали
1 мМ IPTG при 18 °C в течение 20 ч, и получен�
ные клетки были использованы для очистки
белка.

Конструкция MBP�Profinity eXact�muRif1�
CTD содержит в своём составе две метки на
N�конце, Profinity eXact и мальтозо�связываю�
щий белок (MBP). Соответственно, экспресси�
рованный белок может быть очищен либо с ис�
пользованием колонки Profinity eXact, либо на
амилозной смоле. Описание первого метода
приведено ниже, второй метод был заменён на
колонку, заполненную рисовой мукой или цель�
ным рисовым зерном.

Очистку белка, основанную на Profinity
eXact�метке, проводили путём уравновешивания
колонки (сшитая агароза Superflow™ («Bio�Rad
Laboratories», США), несущая конъюгирован�
ный мутантный субтилизин) буфером, исполь�
зованным для лизиса клеток (100 мМ фосфат
натрия, pH 7,4) со скоростью потока 1 мл/мин.
В буфере, используемом для связывания, не
должно быть хлорид�иона, чтобы предотвратить
расщепление целевой белковой метки на этапе
загрузки лизата, поэтому хлорид натрия был за�



менён на ацетат натрия. После загрузки колонку
промывали десятью свободными объёмами вы�
шеупомянутого буфера, чтобы удалить неспеци�
фически�связанные примесные белки. После
промывки целевой белок был элюирован посред�
ством инкубации колонки с раствором 100 мМ
фторида натрия и 100 мМ фосфата натрия,
pH 7,4, в течение 30 мин при комнатной темпе�
ратуре. При этих условиях протеаза проводила
контролируемое расщепление и удаление метки
из слитого белка, что позволило элюировать
очищенный белок без метки. Profinity eXact�ко�
лонка была регенерирована с помощью 0,1 M
фосфорной кислотой (H3PO4) путём удаления
расщеплённой метки Profinity eXact с фермента.
Все фракции были собраны и проанализирова�
ны с помощью денатурирующего электрофоре�
за. Наличие полосы белка с молекулярной мас�
сой ~38 кДа (29,7 кДа – 270 а.о. в muRif1�CTD и
8 кДа – ~70 а.о. в Profinity eXact�метке) указыва�
ет на экспрессию белка Profinity eXact�muRif1�
CTD.

Аффинная очистка, основанная на связыва�
нии белка с MBP, была проведена путём уравно�
вешивания 10�мл колонки, заполненной либо
рисом (предварительно замоченным в воде на
2 ч), либо рисовой мукой, буфером, использо�
ванным для лизиса (50 мМ фосфат калия,
500 мМ NaCl, pH 7,4), и пропускания раствора
под действием силы тяжести. Такая аффинная
очистка может выполняться либо в периодичес�
ком, либо в колоночном формате, но без ис�
пользования перистальтического насоса, так
как создаваемое насосом давление может слиш�
ком уплотнить носитель и заблокировать колон�
ку из�за присутствия очень мелких частиц в ри�
совой муке. Целевой белок элюировали с ко�
лонки 10 мМ раствором мальтозы. Все фракции
были проанализированы с помощью денатури�
рующего электрофореза в PAAG. Элюирующий
буфер был заменён на связывающий буфер для
анализа сдвига электрофоретической подвиж�
ности с помощью центрифужных фильтров
Amicon�10 или Microcon (предел отсечения по
массе – 10 кДа) («Millipore», США).

Изучение образования G4. Синтезирован�
ную и очищенную с помощью ВЭЖХ последо�
вательность (T6G24) («Bio Basic Inc.», Канада),
которая способна образовывать G4�структуру,
растворяли в воде для инъекций до конечной
концентрации 100 мкМ и хранили при −20 °C.
G4�структуру формировали, используя циклы
тепловой денатурации�ренатурации. Предпола�
гаемую последовательность структуры G4 (при
концентрации 4 мкМ) денатурировали нагрева�
нием при 90 °C в течение 5 мин, затем разбавля�
ли до концентрации 1 мкМ буфером, содержа�

щим 20 мМ Tris�HCl (pH 7,4) и 100 мМ KCl, и
постепенно охлаждали до комнатной темпера�
туры в течение 2 ч [22, 23]. Образование G4�
структуры отслеживалось по флуоресценции ка�
тиона 3,6�диметил�2�(4�диметиламинофенил)
бензотиазолия (ThT) [22, 23]. Спектроскопия
кругового дихроизма (КД) [24] была использо�
вана для подтверждения типа G4�структуры, об�
разованной в этом процессе.

Концентрацию ThT определяли по поглоще�
нию водного раствора при 412 нм (принимая ко�
эффициент экстинкции равным 36 000 М−1⋅см−1),
измеренного с помощью UV�Vis спектрофото�
метра Lambda 5 («Perkin Elmer», США). Готови�
ли 5 мМ исходный раствор ThT с концентраци�
ей 5 мМ. Затем при комнатной температуре го�
товили смесь ThT и олигонуклеотида с концент�
рациями 1 и 0,5 мкМ соответственно. Спектры
флуоресценции были получены с помощью
флуоресцентного спектрометра LS 55 («Perkin
Elmer») в диапазоне 450–700 нм с шагом 2 нм и
возбуждениии при 425 нм. Наблюдалось образо�
вание сильно флуоресцирующего 1 : 1 комплек�
са с максимум эмиссии при 490 нм [22].

КД�спектры были получены с помощью
Jasco J�715 спектрополяриметра («Jasco», Япо�
ния) в кварцевых кюветах с длиной оптического
пути 1 см при 20 °C. Сканирование проводилось
в диапазоне 220–320 нм со скоростью
200 нм/мин, шагом 1 нм и шириной полосы
пропускания 1 нм. Концентрация ДНК была
4 мкМ. Для каждого эксперимента в среднем ре�
гистрировали два сканирования, спектр буфера
(20 мМ Tris�HCl, pH 7,4, 100 мМ KCl) вычитали
из спектра образца, и данные корректировали
на ноль при 320 нм. Этот эксперимент повторя�
ли с HEPES�буфером (pH 7,4) вместо Tris�HCl,
так как этот буфер использовался как связываю�
щий буфер.

Исследование взаимодействия белка с нуклеи�
новой кислотой с помощью анализа сдвига элект�
рофоретической подвижности (EMSA) и поверх�
ностного плазмонного резонанса (SPR). Образцы
белка в 25 мМ буферном растворе карбоната ам�
мония, pH 8,8, содержащем 1 M KCl, были лио�
филизованы, и анализ EMSA был проведён, ис�
пользуя радиоактивно меченный G4 (предос�
тавлен Moriyama et al.) и очищенный белок, ре�
конструированный в HEPES�KOH, согласно
протоколу, описанному Moriyama et al. [13].

Взаимодействие MBP�Profinity eXact�muRif1�
CTD с иммобилизованным биотинилирован�
ным олигонуклеотидом G4 (T6G24) исследовали
с помощью двухканального прибора Xantec
SR7500DC («XanTec Bioanalytics», Германия),
оборудованного автоматической проточно�инъ�
екционной системой. Изменения показателя
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преломления представлены в микроединицах
индекса преломления (мкRIU). В работе был
использован SAD 200�сенсор («XanTec
Bioanalytics») с поверхностью, модифицирован�
ной стрептавидином, позволяющий иммобили�
зовать биотинилированный G4.

Поверхность сенсора предварительно обра�
батывали стрептавидином, а затем промывали
50 мМ NaOH в течение 60 с, чтобы удалить сла�
босвязанный стрептавидин. Ранее сформиро�
ванные структуры G4, биотинилированные по
5′�концу (см. Исследование образования G4) и
подтверждённые КД�спектрами, иммобилизова�
ли на поверхности сенсора и использовали как
наживку в SPR�анализе. Для этой цели 25 нМ
раствор биотинилованного G4 пропускали через
проточную ячейку со скоростью 20 мкл/мин.
Сигнал, показывающий полное связывание, был
установлен на уровне 400 мкRIU. Несвязанный
лиганд отмывали буфером (20 мМ HEPES,
pH 7,4, содержащий 1 мМ ЕДТА и 1 M KCl).

Взаимодействие между G4�DNA (в качестве
лиганда) и очищенным белком MBP�Profinity
eXact�muRif1�CTD исследовали для четырёх
различных концентраций при 25 °C (скорость
потока 100 мкл/мин, 20 мМ HEPES (pH 7,4),
1 мМ ЕДТА и 0,5 M KCl с добавлением
0,005% (w/v) Tween�20). Температуру поверхнос�
ти сенсора поддерживали 25 °C.

Стадию связывания (ka) наблюдали в тече�
ние 60 с, а стадию диссоциации (kd) наблюдали
в течение не менее 120 с. Полная диссоциация
комплекса достигалась пропусканием буфера
над поверхностью сенсора. Когда эксперимен�
тальные данные соответствовали ожидаемым
квалификационным требованиям (где форма и
диапазон интенсивности сигналов при различ�
ных концентрациях близки к теоретическому
расчёту), результирующие сенсограммы, полу�
ченные из безлигандного эталонного канала,
вычитались из сигналов, записанных в тестовом
канале, чтобы учесть эффекты буфера и неспе�
цифического фонового связывания. Получен�
ная нормализованная сенсограмма была про�
анализирована с помощью программы Scrubber

(«BioLogic Software Pty. Ltd.», Австралия) в соот�
ветствии с моделью 1 : 1 связывания лиганда
Ленгмюра, и кинетические параметры связыва�
ния были рассчитаны с помощью этой програм�
мы на основании всех введённых эксперимен�
тальных данных. Специфичность биосенсора
была оценена, используя в качестве контроля
другой белок – меченный MBP (MBP�уриказа).
Дополнительно в процессе каждого анализа
проводили инъекции буфера без аналита, чтобы
определить уровень фонового сигнала. Каждый
анализ был проведён в трёх повторах, и все дан�
ные были введены в программу Scrubber для
расчётов. Три повторные инъекции были сдела�
ны в произвольном порядке.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Клонирование, экспрессия и очистка белка
muRif1�CTD. Результаты ПЦР, двойной рест�
рикции и секвенирования подтвердили успеш�
ное включение гена muRif1�CTD в векторы pPAL
и pMXB10 без изменений или замен нуклеотид�
ных оснований в последовательностях продук�
тов клонирования. На рис. 1 показано положе�
ние каждого элемента в векторе, содержащем
целевой ген.

Экспрессию белка muRif1�CTD, меченного
Profinity eXact, проводили при 37 °С в течение
3 ч в среде LB при постоянном перемешивании
(220 об./мин). При этих условиях белки были
экспрессированы в нерастворимой фор�
ме (рис. S1 в Приложении). Чтобы разрешить
эту проблему, температуру инкубации при
экспрессии понизили до 18 °C, а продолжитель�
ность экспрессии увеличили до 20 ч (рис. S1
в Приложении).

Введение MBP�метки перед Profinity eXact в
pMXB10�векторе, понижение температуры до
18 °C и увеличение времени экспрессии до 20 ч
привело к получению хорошего выхода раство�
римой формы белка (рис. S2 в Приложении).
Ранее в работе Xu et al. [9] было показано, что
введение MBP�метки способствовало солюби�

Рис. 1. Схематическое изображение недавно сконструированного прокариотического вектора, содержащего метки солю�
билизации MBP и Profinity eXact™ на N�конце гена muRif1�CTD. Линкер введён между метками, чтобы облегчить расщеп�
ление Profinity eXact™�метки. (С цветными вариантами рисунков можно ознакомиться в электронной версии статьи на
сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)



лизации C�концевого домена человеческо�
го Rif1. Однако в работе было почёркнуто, что
белок был не очень стабилен и склонен к агрега�
ции. Это затрудняло его применение в аналити�
ческих и структурных методах, требующих зна�
чительных количеств монодисперсного очи�
щенного белка [11]. В этом исследовании нам
впервые удалось получить достаточное количе�
ство растворимого белка MBP�Profinity eXact�
muRif1�CTD. По проведённым оценкам, выход
целевого белка в предлагаемом методе был 1 мг
солюбилизированного белка на 100 мл культу�
ральной среды. Далее в работе белок MBP�
Profinity eXact�muRif1�CTD будет обозначаться
как MBP�muRif1�CTD.

Хроматография на колонке Profinity eXact
привела к получению очищенного белка. Одна�
ко после расщепления детектировалась только

MBP�Profinity eXact�метка (50 кДа, рис. 2, a),
что указывало на нестабильность белка
без MBP (42 кДа), приводящую к его агрегации
на колонке. Более того, введение 10% глицери�
на (рис. 2, b) и 1 M NaCl (рис. 2, c) в буфер для
расщепления для стабилизации muRif1�CTD не
привело к появлению в геле полосы, соответ�
ствующей muRif1�CTD.

Использование колонок, заполненных ри�
сом и рисовой мукой, оказалось очень эффек�
тивными для очистки белка, меченного MBP,
была получена чёткая полоса, соответствующая
чистому белку MBP�Profinity eXact�muRif1�
CTD (рис. 2, d).

Биологическая активность рекомбинантного
MBP�меченного С�концевого домена Rif1 в реак�
ции взаимодействия с G4. После того, как доста�
точное количество растворимого белка было по�
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Рис. 2. Результаты очистки MBP�Profinity eXact�muRif1�CTD на колонке Profinity eXact и колонке, заполненной рисом.
a – Очистка MBP�Profinity eXact�muRif1�CTD на колонке Profinity eXact с использованием фосфорной кислоты для смы�
ва метки с колонки. M – Маркеры молекулярной массы. Дорожки: 1–4 – фракции 1–4 при элюировании фосфорной кис�
лотой; 5–7 – фракции 1–3 при элюировании буфером для расщепления; 8 и 9 – последние фракции перед расщеплени�
ем. b – Введение 10% глицерина в расщепляющий буфер при очистке белка на колонке Profinity eXact. Дорож�
ки: 1 и 2 – проточные фракции 1–2; 3–5 – фракции 1–3 при элюировании расщепляющим буфером, содержащим 10%
глицерина; 6 и 7 – фракции 1–2 при элюировании фосфорной кислотой. Проточные фракции (FT). c – Введение 1 M
NaCl в расщепляющий буфер при отчистке на колонке Profinity eXact. Дорожки: 1 и 2 – фракции 1–2 при элюировании
расщепляющим буфером, содержащим 1 M NaCl; 3 и 4 – фракции 1–2 при элюировании промывочным буфером непос�
редственно перед расщепляющим буфером; 5 и 6 – фракции 1–2 при элюировании фосфорной кислотой; 7 – проточная
фракция. d – Очистка на колонке, заполненной рисом. Очистка на колонке, заполненной цельным рисовым зерном
(верхняя панель); дорожки (слева направо): 1 – проточная фракция; 2–6 – фракции 1–5 при элюировании 10 мМ раство�
ром мальтозы с колонки, заполненной цельным рисовым зерном; 7 и 8 – последние промывочные фракции с колонки,
заполненной цельным рисовым зерном перед элюированием мальтозой. Очистка на колонке, заполненной рисовой му�
кой (нижняя панель); дорожки слева направо: 1–3 – проточные фракции 1–3; 4–6 – фракции при элюировании 10 мМ
мальтозой с колонки, заполненной рисовой мукой
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лучено, мы изучили процесс сворачивания пос�
ледовательности G4. Ранее было установлено,
что ThT связывается преимущественно с парал�
лельными G4�структурами [22], служащими в
качестве флуоресцентного светового зонда, ко�
торый можно использовать для распознавания
структуры сформированного G4. Мы обнаружи�
ли увеличение флуоресценции при 490 нм в
растворе, содержащем ThT и последователь�
ность T6G24, свернутую в присутствии KCl, что
указывало на образование G4�структу�
ры (рис. 3, a). В качестве контроля спектры флуо�
ресценции ThT в присутствии и отсутствии KCl
также были получены (рис. S3 в Приложении).
Для этой цели был использован раствор образ�
ца G4 (4 мкM). Мы также включили контро�
ли (только ThT) и оценили влияние KCl на ин�
тенсивность флуоресценции ThT (рис. S3 в При�
ложении). Чтобы подтвердить тип G4�структу�
ры, образовавшейся в присутствии KCl, были
получены КД�спектры. Полученные спектры
КД последовательности G4 (T6G24) имели поло�
жительную полосу ~260 нм и отрицательную по�
лосу ~240 нм, что указывало на образование па�
раллельной структуры G4 в присутствии KCl.

EMSA был проведён, чтобы определить
функциональность и специфичность связыва�
ния очищенного белка со сформированной
структурой G4 перед тем, как проводить SPR�
исследование. Результаты EMSA показали, что
MBP�muRif1�CTD, экспрессированный в
E. coli, может эффективно связываться с радио�
активно меченным G4. Интенсивные полосы
меченных G4 наблюдались на старте геля, пока�
зывая, что G4 связываются с MBP�muRif1�

Рис. 3. Исследование образования G4�структуры биотинилированной (серая линия) и небиотинилированной (черная ли�
ния) последовательности G4 (T6G24) в присутствии 100 мМ KCl. а – Спектры флуоресценции. b – Спектры кругового ди�
хроизма

a b

Рис. 4. EMSA�анализ взаимодействий олигонуклеоти�
да T6G24 с параллельной G4�структурой и не способного
образовывать G4�структуру с белком MBP�muRif1�CTD.
Дорожки: 1 – G4 (T6G24) в присутствии связывающего бу�
фера без белка; 2 – G4 с 5 мкг/мл белка; 3 – G4 с 10 мкг/мл
белка; 4 – G4 с SpRif1 [Schizosaccharomyces pombe Rif1, ко�
торый, как было показано ранее, связывается с
T6G24 (G4)], MW – Маркеры; 5 – олигонуклеотид T6(GA)12,
не способный образовывать G4�структуры в связывающем
буфере без белка; 6 – T6(GA)12, не способный образовывать
G4�структуру с 5 мкг/мл белка; 7 – T6(GA)12 , не способный
образовывать G4�структуру с 10 мкг/мл белка; 8 – T6(GA)12,
не способный образовывать G4�структуру с SpRif1. Разма�
зывание полосы наблюдаемое для G4, вероятно, связано с
олигомеризацией последовательности G4 [13]



CTD (рис. 4). С другой стороны, полоса, соответ�
ствующая последовательности T6(GA)12, кото�
рая не способна образовывать G4�структуру и
связываться с MBP�muRif1�CTD не сдвига�
лась (рис. 4).

Мы также исследовали сохраняется ли G4�
структура после связывания с MBP�muRif1�
CTD при тех же условиях связывания, которые
использовались для анализа сдвига геля. Спект�
ры КД и флуоресценции подтвердили, что G4�
структура сохраняется после связывания с
MBP�muRif1�CTD (рис. S3 и S4 в Приложении).
Следовательно, экспрессированный MBP�
muRif1�CTD был способен специфически свя�
зываться со структурой T6G24, и взаимодействие
этих двух молекул может быть далее исследова�
но с помощью SPR.

Кинетические параметры взаимодействия
Rif1 CTD с G4. На следующем этапе функцио�
нальность очищенного MBP�muRif1�CTD была
проанализирована с помощью SPR, используя
четыре различные концентрации белка в про�
точном буфере (40, 20, 10, и 5 нМ). Кривые ассо�
циации и диссоциации из трёх независимых

экспериментов были смоделированы с исполь�
зованием классической модели связывания ли�
ганда Ленгмюра в соотношении 1 : 1 (рис. 5).
Рассчитанные кинетические константы приве�
дены в таблице.

Величина SPR�сигнала при наименьшей
концентрации белка (2,5 нМ) была на уровне
предела количественного определения для ис�
пользуемого прибора (10 мкRIU); поэтому эта
концентрация не была включена в расчёты и не
использовалась в нашем анализе. Как указано в
таблице, величина KD была 19,0 ± 0,8 нМ, а наб�
людаемая величина Rmax была 111 ± 2. Остаточ�
ное стандартное отклонение рассчитывали пу�
тём вычитания значений аппроксимирующей
кривой из экспериментальных значений, вве�
дённых в программу (данные представлены в
таблице). Контрольный белок, меченный MBP,
не показал никакого связывания, так как не бы�
ло разницы между сигналами от канала сравне�
ния и канала с иммобилизованным лигандом.
Чтобы исключить объёмный эффект, измерение
RmaxOBS проводилось через 15 с после окончания
инъекции аналита.
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a b

Рис. 5. Анализ взаимодействий с помощью поверхностного плазмонного резонанса. а – Сенсограмма взаимодействия
между иммобилизованной биотинилированной G4�структурой (T6G24) и очищенной конструкцией С�концевого домена
MBP�Profinity eXact�muRif1, используемой в качестве аналита. Экспериментальные данные для различных концентраций
аналита (40, 20, 10, 5 нМ) представлены серыми точками, а расчётные кривые для модели связывание лиганда Ленгмю�
рам 1 : 1 – черными линиями. b – Сенсограмма взаимодействия контрольного белка (уриказа, меченная MBP) с иммоби�
лизованной биотинилированной G4�структурой (T6G24), показывающая сигналы от правого и левого канала и их разницу

Кинетические параметры взаимодействия MBP�muRif1�CTD с G4

Стандартное отклонение, SD**

2,644

kd (с−1)

0,0116(5)*

ka (М·с−1)

6,1(2) × 105*

Кинетические параметры

MBP�muRif1�CTD

KD (нМ)

19,0(8)*

Rmax

111(2)*

* Ошибки в последней указанной значащей цифре представлены в скобках.
** Стандартное отклонение: разница между наблюдаемой и расчётной величиной.
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Полученная в данной работе величина KD

для взаимодействия MBP�muRif1�CTD с G4,
измеренная впервые с помощью SPR, чётко де�
монстрирует функциональность очищенного
белка. Данная величина KD хорошо согласуется
с величиной KD (18 нМ), приведённой в работе
Masai et al. [13], в которой для оценки KD ис�
пользовался EMSA; надо отметить, что SPR
считается более чувствительным методом.

Учитывая высокую вероятность олигомери�
зации белка [13, 14, 20], приведённые в данной
работе оценки аффинности были получены
только на основании кинетического анализа.
Ни более высокие концентрации белка, ни бо�
лее продолжительное взаимодействие компо�
нентов не рассматривались.

В заключение необходимо отметить, что вы�
сокая концентрация соли (500 мМ), необходи�
мая для поддержания белка в растворимом сос�
тоянии, и присутствие MBP�метки в составе бел�
ка, которая не может быть удалена в виду неста�
бильность белка, тоже могут влиять на состоя�
ние белка и связывание с поверхностью сенсо�
ра. Более того, медленный процесс олигомери�
зации белка может отразиться на данных, полу�
чаемых в SPR�эксперименте. Поэтому в буду�
щих исследованиях мы планируем заменить со�
любилизирующую метку на меньшую и пред�
принять попытки изменить конфигурацию
SPR�сенсора так, чтобы белок сохранял связь с
сенсором посредством нековалентного связыва�
ния, что делает возможным его повторное ис�
пользование.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящее исследование было попыткой
экспрессии и солюбилизации muRif1�CTD.
Представленная платформа для солюбилизации
и очистки Rif1�CTD потенциально может быть
использована для других нестабильных белков.
Было отмечено, что высокие концентрации со�
ли (например, 1 M NaCl/KCl/CH3COONa) мо�

гут продлить растворимое состояние белка, тем
не менее необходимо провести дальнейшие ис�
следования для получения немеченого раство�
римого белка muRif1�CTD, который может быть
использован для изучения его свойств и струк�
туры в кристаллографических исследованиях.

В дополнение, в этой работе мы представили
наши исследования кинетики связывания белка
MBP�muRif1�CTD со специфической последова�
тельностью G4 (T6G24), которая, как ранее сооб�
щалось, связывает белок Rif1 с высокой аффин�
ностью [15]. Впервые в этой работе нам удалось
измерить KD для взаимодействия MBP�muRif1�
CTD с G4 с помощью SPR, таким образом дока�
зывая биологическую активность очищенного
белка. В наших будущих исследованиях мы пла�
нируем работать над другими стратегиями солю�
билизации и дополнительно исследовать взаимо�
действие этого белка с его партнёром G4 посред�
ством SPR. Было бы интересно изучить влияние
G�повторов на аффинность связывания.
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CHARACTERIZATION OF INTERACTION OF THE MBP�TAGGED
muRif1�C�TERMINAL DOMAIN WITH G�QUADRUPLEX DNA BY SPR

H. Ghadiri1, S. Alavi2, B. Dabirmanesh1, and K. Khajeh1,2*

1 Department of Biochemistry, Faculty of Biological Sciences, Tarbiat Modares University,
Tehran, Iran; E�mail: Khajeh@modares.ac.ir
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One of the main players in the cell�specific replication timing pattern is Rap1 interacting factor�1 (Rif1). Rif1 protein
consists of N�terminal and C�terminal domains and an intrinsically disordered region in between. It has been sug�
gested that both N� and C�termini of Rif1 are capable of binding to DNA with particularly high affinity to cruciform
DNA structures. In the present study, we expressed, solubilized, and purified the maltose�binding protein�tagged
murine Rif1 C�terminal domain (MBP�muRif1�CTD). Biological activity of the purified protein was assessed by the
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) and surface plasmon resonance (SPR). Our results show that the MBP�
muRif1�CTD binds G�quadruplex (G4) structure with high affinity (KD 19.0 ± 0.8 nM), as was previously suggested.
This study is the first step in investigation of the interaction of MBP�Profinity eXact�muRif1�CTD and G4 by SPR.

Keywords: murine Rap1 interacting factor 1 (muRif1), surface plasmon resonance, maltose�binding protein (MBP),
G�Quadruplex (G4), gel shift assay
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Картина из воспоминаний: химический фа�
культет американского университета, на улице
страшная жара, народ в шортах и, вообще, одет
весьма небрежно. По коридору идёт человек в
отглаженных чёрных брюках и белой рубашке с
галстуком, и все, кто его видят, пытаются
скрыться, чтобы избежать встречи. Потому что
знают, что это представитель фирмы, который
будет приставать с рекламой какой�нибудь пи�
петки, которая на 10% длиннее обычной и по�
этому невероятно удобна. Аккуратная одежда
коммивояжера – это прихоть главы фирмы? Ни
в коем случае! Это просто знание элементарной
психологии покупателя – трудно поверить чело�
веку в засаленных джинсах, что производимый
его фирмой товар представляет собой последнее
чудо техники. Продвижению товара служит и
аккуратная и красивая упаковка.

Публикация статьи – это своего рода «про�
дажа» своих научных достижений другим лю�
дям, которые должны поверить, что «товар» то�
чен и достоверен. И убедить в этом помогает ка�
чество текста статьи – «упаковка товара». Один
из элементов такого качества – правильное ис�
пользование терминологии, присущей науке, в
данном случае биохимии и молекулярной био�
логии. Про «первичную последовательность» и
«степень гомологии» уже много написано
(ссылки в заметке «Изучить или измерить» –
«Биохимия», том 86, № 4, с. 615�616). Еще не�
сколько примеров распространённых ошибок с
пояснениями приведены ниже. Часть из них
представляет собой смешение понятий, часть
пришла из лабораторного жаргона.

«Ион металла диссоциирует из комплекса».
Диссоциировать, т.е. разрушаться, может только
комплекс в целом, поэтому правильно: «комп�
лекс диссоциирует» или «ион металла уходит из
комплекса».

«Белок экспрессируется» – экспрессируется
ген, а белок продуцируется, синтезируется.

«Аланины» вместо «остатки аланина». Ала�
нин – это название химического соединения,
которое в принципе не имеет множественного
числа. Никто же не скажет «серные кислоты»,
имея в виду несколько бутылей с серной кисло�
той.

«Переходный комплекс» – смешение понятий.
Правильно: «переходное состояние», комп�

лекс – это совсем другое в химии. Как известно,
комплексу всегда соответствует минимум энер�
гии, а переходному состоянию – максимум.

«Карман» для обозначения полости на поверх�
ности макромолекулы. Карман – это элемент
одежды и может использоваться в биохимии
только в переносном смысле (в кавычках). Кро�
ме того, он применим в отношении не всякой
полости, а только узкой и глубокой, напомина�
ющей карман в одежде.

«Мутант белка» или даже просто «мутант»
вместо «мутантный белок». Понятие «мутант»
относится к целому организму, а не к отдельно�
му белку.

«50 кДа белок» или «16S РНК» – это кальки�
рование английского текста. В русском языке
такие определения перед существительным не�
возможны. Правильно: «белок с массой 50 кДа»
и «16S�РНК» (это комбинированное сокраще�
ние «рибонуклеиновая кислота с коэффициен�
том седиментации 16 S»). Ну и, конечно, начи�
нать предложение с цифры считается дурным
тоном.

Использование величины константы Михаэли(
са (Km) как характеристики сродства фермента
к субстрату. Константа Михаэлиса не является
термодинамической константой равновесия в
общем случае, а представляет собой комбина�
цию трёх или более констант скорости индиви�
дуальных стадий ферментативного катализа.
Сродство фермента к субстрату характеризует
константа равновесия Ks, определение которой,
чаще всего, нетривиальная задача. В зависимос�
ти от кинетической схемы реакции, Km может
быть по величине больше или меньше Ks [1].
Кстати, Международный союз биохимии и мо�
лекулярной биологии (The International Union of
Biochemistry and Molecular Biology) рекомендует
обозначать константу Михаэлиса Km, а не KM

(https://www.qmul.ac.uk/sbcs/iubmb/kinetics/ek4t6.
html#p42).

И, напоследок, «метод Бредфорд», хотя эта
неточность несколько иной категории. Много
лет лекторы химфака МГУ, в том числе и я, ре�
комендовали студентам писать и говорить
именно так, полагая по имени изобретателя ме�
тода определения концентрации белка, что это
женщина. Недавно автор одной рукописи,
присланной в журнал «Биохимия», указал мне в
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БАЙКОВ

ответе на рецензию, что Marion Bradford – сто�
процентный мужчина (можно проверить по
Wikipedia). Выяснилось, что это имя универ�
сальное и может принадлежать как женщине,
так и мужчине. Поэтому правильно: «метод
Бредфорда».

Возвращаясь к тому, с чего эта заметка начи�
нается, всегда следует иметь в виду, что небреж�
ность текста не может не заронить сомнение в
компетентности автора. И не важно, каков рей�
тинг журнала, для которого пишется статья, –
профессионал всегда профессионал.
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1. Общие положения

1.1. Ежемеcячный междунаpодный жуpнал
«Биохимия»/Biochemistry (Moscow), учредите�
лем которого является Pоccийcкая академии на�
ук, издается и pаcпpоcтpаняетcя одновpеменно
на pуccком и английском языках.

1.2. Журнал «Биоxимия» публикует pаботы
по вcем pазделам биоxимии, а также концепту�
ально важные работы по биохимическим аспек�
там смежных областей (молекулярной биоло�
гии, биоорганической химии, микробиологии,
иммунологии, физиологии, нейробиологии, био�
медицинских наук и др.), направленные на по�
нимание молекулярных и клеточных основ био�
логических процессов. Тематика журнала также
охватывает новые экспериментальные методи�
ки в области биохимии, теоретические достиже�
ния, имеющие значение для биохимии, обзоры
современных биохимических тем исследования
и мини�обзоры. Журнал не рассматривает чисто
феноменологические работы, которые описы�
вают изменения биохимических параметров или
маркеров биологических процессов без связи с
механизмами, вызвавшими эти изменения или
являющимися следствием таких изменений, а
также работы по клонированию и экспресиии
(в том числе в трансгенных животных и расте�
ниях) индивидуальных генов и материалы по
анализу геномных полиморфизмов.

1.3. К публикации пpинимаютcя закончен�
ные оpигинальные pаботы, cодеpжащие новые
экcпеpиментальные pезультаты; методичеcкие
pаботы, включающие опиcание новыx методов
биоxимичеcкиx иccледований; матеpиалы теоpе�
тичеcкого xаpактеpа c изложением новыx пpин�
ципов, подxодов для pешения теx или иныx
биоxимичеcкиx задач.

Pаздел «Кpаткие cообщения» публикует ко�
pоткие экспериментальные cтатьи заявочного,
пpиоpитетного xаpактеpа, тpебующие cкоpей�
шей публикации. В cопpоводительном пиcьме в
pедакцию автоpам cледует мотивиpовать не�
обxодимоcть уcкоpенного пpоxождения ма�
теpиала. Срок публикации таких сообщений
3–4 месяца.

Жуpнал печатает заказанные pедколлегией
(или пpедлагаемые автоpами и одобpенные pед�
коллегией) обзоpы по наиболее актуальным
пpоблемам биоxимии и cмежныx наук. К обзор�

ным статьям предъявляются следующие требо�
вания: 1) у авторов должны быть свои работы по
теме обзора; 2) список цитированной литерату�
ры должен включать работы, опубликованные
по данной теме в течение последних 5 лет; 3) об�
зор не должен быть пересказом и, подчас, дос�
ловным цитированием кусков ранее опублико�
ванных работ, в нем должен быть критический
разбор цитируемых материалов и своя концеп�
ция, свое видение проблемы, побудившее авто�
ров написать данный обзор! Редакция и рецен�
зенты строго следят за плагиатом!

Pаздел «Диcкуccии» пpедоcтавляет автоpам
возможноcть опубликовать комментаpии, кpи�
тичеcкие замечания и иные cообpажения по по�
воду напечатанныx pанее на cтpаницаx жуp�
нала pабот, выcтупить c новой гипотезой. Pаз�
дел ноcит полемичеcкий xаpактеp и печатает
ответные pеплики затpонутыx в публикацияx
cтоpон.

1.4. Журнал индексируется и включен в биб�
лиографические базы данных Web of Sciences,
Biochemistry and Biophysics Citation Index, Biolo�
gical Abstracts, BIOSIS Database, Chemical Abstracts,
Chemical Titles, Current Contents/Life Science,
Excerpta Medica, Index Internacional de Cardiolo�
gia, Index Medicus (MEDLINE/Pubmed), Interna�
tional Abstracts of Biological Sciences, The ISI
Alerting Service, Science Citation Index, Science
Citation Index Expanded, SCOPUS, Compendx;
РИНЦ. Журнал включен в Перечень рецензиру�
емых научных изданий ВАК.

1.5. Правила для авторов и информацию о
журнале можно найти на сайтах журнала
http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya и https://bio�
chemistrymoscow.com, а также на порталах изда�
тельств Pleiades http://pleiades.online/ru/jour�
nal/biochmsc/ и Springer https://link.springer.com/
journal/10541. На сайте журнала на английском
языке представлены содержания всех выпусков,
начиная с 1996 г., с резюме статей, ключевыми
словами и адресами авторов. В свободном дос�
тупе также находятся две�три лучшие полнотек�
стовые статьи каждого выпуска, а также в пол�
ном объеме тематические выпуски журнала,
посвященные наиболее актуальным проблемам
биохимии. Кроме того, в рубрике «Papers in Press»
размещаются до выхода в свет принятые к пуб�
ликации рукописи, получившие высшие оценки
при рецензензировании.
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1.6. Импакт�фактор Biochemistry (Moscow) в
2020 г. составил 2.487, импакт�фактор РИНЦ для
«Биохимии» – 2.435. По данным Scopus журнал
находится во 2�й квартили (Q2) среди журналов
биохимического и медико�биологического про�
филей.

1.7. Для увеличения охвата читательской
аудитории и повышения цитируемости своей
работы вы можете опубликовать статью в Bio�
chemistry (Moscow) в режиме открытого доступа
(Open Access). В этом случае в статье необходи�
мо указать тип лицензии Creative Commons. Всю
информацию о публикации статьи в свободном
доступе можно найти на сайте издательства:
http://pleiades.online/ru/authors/openaccess/.

2. Порядок подачи рукописей

2.1. Редакция принимает на рассмотрение
рукописи, присланные по электронной почте в
форме присоединенных файлов (attachment) на
адреса редакции: editorial@biochemistrymoscow.com
или ozrina@bio.chem.msu.ru.

2.2. Матеpиал cтатьи – текст, включая резю�
ме на русском и английском языках, cпиcок ли�
теpатуpы, рисунки с подписями и таблицы –
оформляется одним файлом; каждый pиcунок
дополнительно оформляется отдельным фай�
лом. Если пересылаемый материал велик по
объему, следует использовать программы для ар�
хивирования.

Вcе cтpаницы pукопиcи, в том числе содер�
жащие список литературы, таблицы и подпиcи
к ним, cледует пpонумеpовать; номера строк
также следует пронумеровать.

На отдельной cтpанице пpилагаютcя cведе�
ния об автоpаx c указанием адpеcов, контактных
телефонов, факcа и электpонной почты, а также
указываетcя автоp, ответcтвенный за пеpепиcку
c pедакцией и работу с корректурой.

2.3. Одновременно с русским желательно
представить аутентичный английский вариант
рукописи.

2.4. При подаче рукописи авторам следует
прислать в редакцию сопроводительное письмо,
в котором надо указать, что: 1) представленный
материал (или его части) не был ранее нигде
опубликован и не находится на рассмотрении на
предмет публикации в других изданиях; 2) авто�
ры ознакомились с этическими нормами, пред�
писанными международными соглашениями о
публикациях научных статей, и соблюдают их;

3) авторами представлена информация о потен�
циальных конфликтах интересов; 4) авторы оз�
накомились с правилами проведения исследо�
ваний с участием человека и/или животных и
соблюдают их; 5) каждый соавтор сообщает о
своем согласии на авторство в статье (см. соот�
ветствующие Положения на сайтах журнала и на
порталах Springer и Pleiades).

3. Тpебования к офоpмлению pукопиcей

3.1. Текст статьи должен быть изложен по
возможноcти cжато и тщательно отpедактиpован,
но без ущеpба для ее понимания и воcпpоизве�
дения pезультатов.

3.2. Рукопись должна быть построена следу�
ющим образом: 1) индекс УДК; 2) заглавие; 3)
инициалы и фамилии авторов; 4) полные назва�
ния учреждений, индекс, город и электронная
почта (аффилиация); 5) резюме на русском язы�
ке; 6) ключевые слова; 7) краткое заглавие
статьи (колонтитул); 8) текcт cтатьи, включаю�
щий список цитированной литературы, табли�
цы, подписи к рисункам; 9) резюме на английс�
ком языке (с переводом названия статьи,
фамилий авторов, аффилиации и ключевых
слов).

Индекс УДК выделяется курсивом и ставится
в верхнем левом углу первой страницы.

Заглавие должно быть максимально крат�
ким, информативным и без сокращений.

Если авторы статьи являются сотрудниками
разных учреждений, то учреждения следует про�
нумеровать и после каждой фамилии надстроч�
ным знаком указать соответствующий номер;
звездочкой справа от цифры необходимо отме�
тить автора, ответственного за переписку с ре�
дакцией. Для каждого из авторов приводится
полное название учреждения с индексом, горо�
дом и страной; для автора, ответственного за пе�
реписку, указывается также адрес электронной
почты.

Резюме должно быть кратким (не более 250
слов), сжато и ясно описывающим основные
конкретные результаты работы и вытекающие
из них выводы.

Ключевых слов – не более 7.
При использовании нестандартных сокра�

щений должен быть добавлен раздел Принятые
сокращения.

Текcт cтатьи следует разбить на pазделы:
1) Введение, 2) Методы иccледования, 3) Pезуль�
таты иccледования, 4) Обcуждение pезультатов
(объединенный pаздел «Pезультаты и иx обcуж�
дение» допуcкаетcя в теx cлучаяx, когда обcуж�
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дение невелико по объему), 5) Список литерату�
ры; 6) Резюме на английском языке.

Во введении кpатко излагаетcя иcтоpия
вопpоcа c обязательным pаccмотpением pабот, в
котоpыx аналогичные или близкие иccледова�
ния уже пpоводилиcь, и фоpмулиpуетcя цель
иccледования.

Оcновное тpебование к изложению методов
иccледования cоcтоит в том, чтобы процедуры
были описаны максимально кратко, но по
опиcанию можно было воcпpоизвеcти экспери�
менты; cюда же должны быть включены иcполь�
зованные в pаботе матеpиалы, pеактивы и при�
боры c указанием фиpмы и cтpаны�пpоизводи�
теля, например: глицерин («Sigma�Aldrich», США),
электронный микроскоп JEM 100C («JEOL»,
Япония). Только новые методы следует детально
описывать; на ранее опубликованные и общеиз�
вестные достаточно сослаться в списке литера�
туры, указав автора и/или название метода (на�
пример, концентрацию белка определяли по ме�
тоду Бредфорда [7]). Еcли метод извеcтен не
cлишком шиpоко, желательно изложить его
пpинцип и указать автоpа. Не допуcкаютcя ccыл�
ки на методы по типу «нуклеазу измеpяли мето�
дом [7]» или «по [7]» (ссылка не может быть са�
мостоятельным членом предложения).

Результаты исследования обычно представ�
лены рисунками и таблицами; те эксперименты,
которые не нуждаются в документации, описы�
ваются в тексте. В этом разделе не следует при�
водить обсуждение результатов, можно ограни�
читься объяснением причинно�следственных
связей между описываемыми экспериментами.

Pаздел «Обcуждение pезультатов» должен
cодеpжать интеpпpетацию pезультатов (но не иx
повтоpение) и сравнение с ранее опубликован�
ными результатами. Желательно оcновные
pезультаты иллюcтpиpовать пpоcтой и нагляд�
ной cxемой.

В случае необходимости рукопись заверша�
ется заключением, которое отделяется от раздела
«Обсуждение результатов» отбивкой.

В связи с участием журнала в международ�
ном Комитете по этике публикаций (Committee
on Publication Ethics – COPE) авторам следует
внести в конце статьи несколько фраз, демон�
стрирующих приверженность международным
этическим стандартам. Ниже приведены образ�
цы представления соответствующих разделов в
заключительной части статьи.

1) Если работа выполнена при поддержке ка�
кой�либо организации, в разделе «Финансиро�
вание» следует указать, каким фондом и грантом
поддержано данное исследование и каждая
часть работы в отдельности, если источники фи�
нансирования разные. Следует приводить пол�

ные названия институтов и организаций�спон�
соров.

2) В разделе «Благодарности» по желанию
авторов сообщается информация о любой по�
мощи в проведении работы и подготовке
статьи: о полезных обсуждениях и дискуссиях,
благодарности коллегам; о предоставлении ма�
териалов, научных данных, компьютерного
оборудования, приборов; о проведении иссле�
дований в центрах коллективного пользования;
о помощи в технической подготовке текста.
Приветствуется описание роли каждого из ав�
торов публикации.

3) В разделе «Конфликт интересов» авторы
заявляют о наличии или отсутствии конфликта
интересов в финансовой или какой�либо иной
сфере. Данный раздел является обязательным.

4) Обязательным является также раздел
«Соблюдение этических норм». Если исследова�
ния проводились на животных, то в данном раз�
деле указывается: «Все процедуры, выполнен�
ные в исследованиях с участием животных, со�
ответствовали этическим стандартам учрежде�
ния, в котором проводились исследования, и ут�
вержденным правовым актам РФ и междуна�
родных организаций».

Если исследования проводились с участием
людей, то в разделе «Соблюдение этических
норм» указывается: «Все процедуры, выполнен�
ные в исследованиях с участием людей, соответ�
ствуют этическим стандартам национального
комитета по исследовательской этике и Хель�
синкской декларации 1964 года и ее последую�
щим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От каждого из включенных в исследова�
ние участников было получено информирован�
ное добровольное согласие».

Если в статьях не содержится описания ис�
следований с участием людей или использова�
нием животных и выполненных кем�либо из ав�
торов, в разделе «Соблюдение этических норм»
указывается: «Настоящая статья не содержит
описания выполненных авторами исследований
с участием людей или использованием живот�
ных в качестве объектов».

5) Если статья содержит персональную ин�
формацию об участниках исследования, то не�
обходимо включить следующее положение в
раздел «Информированное согласие»: «От всех
участников, чья персональная информация со�
держится в этой статье, получено дополнитель�
ное письменное добровольное согласие».

Cпиcок цитиpуемой литеpатуpы должен
быть макcимально кpатким (не более 100 ссы�
лок), но cодеpжащим ccылки на вcе пpинципи�
ально важные поcледние публикации по данно�
му вопpоcу. В жуpнале пpинята поcледователь�



ПPАВИЛА ДЛЯ АВТОPОВ

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

1092

ная нумеpационная cиcтема цитиpования, т.е.
по xоду изложения указываетcя поpядковый
номеp пpоцитиpованного иcточника (в квад�
pатныx cкобкаx), cоответcтвующий номеpу в
Спиcке литеpатуpы. Авторам следует очень
внимательно проверить последовательность ну�
мерации ссылок в тексте и соответствие номера
каждой ссылки в тексте и списке литературы.
Не допускается включение в список литературы
ссылок на веб�сайты, необходимо ссылаться
на публикации авторов, предлагающих эти
электронные ресурсы (программы/базы дан�
ных). Если такие публикации отсутствуют,
ссылкадается в тексте так же, как на другие не�
опубликованные материалы (например, База
данных структур бактериальных углеводов,
csdb/glycoscience.ru/bacterial).

Cпиcок литеpатуpы печатаетcя как отдель�
ный раздел рукописи c указанием фамилий и
инициалов вcеx автоpов, названия цитируемой
статьи и выходных данных. Кроме этого, жела�
тельно дать DOI статьи. Ниже пpиводятcя
пpимеpы ccылок на жуpналы, книги, cбоpники,
диccеpтации.
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Molecular cloning: a laboratory manual, Cold Spring
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Ажгиxина И.C.), Медицина, Москва, c. 332�347.

7. Гандельман О.А. (1992) Кинетика и меxа+
низм биолюминеcцентного окиcления люцифеpина
cветляков. Диc. канд. xим. наук, МГУ, Моcква.

8. Rosenkranz, A.A., Slastnikova, T.A., Dury�
manov, M.O., and Sobolev, A.S. (2013) Malignant
melanoma and melanocortin 1 receptor, Biochemistry
(Moscow), 11, 1228�1237, doi: 10.1134/S00062979�
13110035.

Для авторов, использующих систему EndNote,
редакция предоставляет стиль, который поддер�

живает форматирование цитат в тексте и список
литературы. Стилевой файл можно найти на
сайтах журнала http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya
и  https://biochemistrymoscow.com в разделах для
авторов.

В конце статьи дается резюме на английском
языке, являющееся аутентичным переводом заг�
лавия cтатьи, инициалов и фамилий авторов в
английской транскрипции, названий учpежде�
ний c индексами, названиями городов и адpеcами
электронной почты, текcта аннотации и ключе�
вых слов.

3.3.1. Объем экспериментальной статьи,
включая список литературы, таблицы, рисунки
(3 рисунка считаются за 1 страницу) и подписи к
ним, резюме на английском языке, не должен
превышать 20 машинописных страниц, количе�
ство рисунков – не более 8; краткое сообщение –
не более 12 страниц (включая не более 4 рисун�
ков и/или таблиц); мини+обзор – не более 16 стра�
ниц (включая не более 5 рисунков); обзор – не
более 35 страниц (включая не более 8 рисунков);
сообщения в разделе «Дискуссии» – до 4 cтpаниц.

3.3.2. Текстовые файлы следует представлять
в формате Microsoft Word (версия 6.0 и более
поздние), шрифты для основного текста –
Times New Roman и Symbol, размер букв 12,
полтора интервала, в одну колонку без вырав�
нивания по правому краю, без пеpеноcа cлов, c
полями 3 cм c левой cтоpоны, на cтpанице – не
более 30 cтрок.

Для оформления текста можно иcпользовать
куpcив, полужиpные начеpтания, подcтpочные
и надcтpочные индекcы, гpечеcкие и математи�
чеcкие cимволы (шрифт Symbol) в соответствии
со стилевым офоpмлением жуpнала.

Стиль оформления текстового материала
должен быть простым: без запрограммированных
заголовков, вставок, шаблонов, ссылок на литера+
турные источники (гиперссылок); без увеличения
межстрочных и межбуквенных интервалов; без
использования шаблонов – в окне «стиль»
должно быть «обычный»). Особенно это отно�
сится к «Списку литературы», т.к. запрограмми�
рованные порядковые номера при переносе в
издательскую программу исчезают.

Авторы не должны использовать такие функ�
ции программы Word, как «Закладка», «Приме�
чание», «Сноска», «Концевая сноска», потому
что они неправильно интерпретируются изда�
тельской программой. Если в тексте встречается
сноска (или концевая сноска), то сразу после
предложения или абзаца с ее номером, следует
набрать «{Footnote}», т.е. «{Сноска}», и далее не�
посредственно текст сноски.
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Если при подготовке статьи была использо�
вана функция «Рецензирование», то перед со�
хранением файла нужно отменить функцию
«Рецензирование» и затем использовать функ�
цию «Принять все изменения в документе».

3.3.3. Таблицы следует приводить в тех случаях,
когда данные не могут быть приведены в тексте.

Каждая таблица оформляется на отдельной
cтpанице и имеет cвой заголовок. Колонки в
таблице должны быть озаглавлены, с указанием
через запятую размерности приводимых вели�
чин. Необxодимо cтpемитьcя к макcимальной
кpаткоcти заголовков колонок, не давать вели�
чин, легко выводимыx из имеющиxcя (напpимеp,
pазноcть или пpоценты). Повтоpение одниx и
теx же данныx в текcте, в таблицаx или на pиcун�
каx не допуcкаетcя.

Таблицы принимаются только в формате Word
(doc, docx). Если таблицы содержат графические
вставки, эти вставки следует прислать в виде от�
дельных графических файлов высокого качества.

3.3.4. Рисунки с подрисуночными подписями
следует располагать в тексте по месту ссылки на
каждый рисунок. Кроме того, рисунки должны
быть представлены в виде отдельных файлов,
удовлетворяющих следующим требованиям:

– для схем и графиков без полутоновых вста+
вок: файлы в формате tiff, jpg или pdf, в черно�
белом режиме (Line�art, Black�and�White, Bitmap).
Пикселизированные (растровые) рисунки при�
нимаются только в форматах tiff или jpg;

– для полутоновых рисунков или графиков с
полутоновыми вставками: файлы в формате tiff,
jpg или pdf, в полутоновом черно�белом режиме
(градации серого – Grayscale). Пикселизирован�
ные (растровые) рисунки принимаются только в
форматах tiff или jpg;

– для цветных рисунков: файлы в формате
tiff, jpg или pdf, в цветном режиме CMYK (для
цветной печати), RGB (для цветных рисунков в
электронной версии). Пикселизированные (раст�
ровые) рисунки принимаются только в форма�
тах tiff или jpg.

– независимо от типа графики, рисунок дол�
жен обладать высоким реальным разрешением: не
ниже 300 dpi для полутоновых иллюстраций; не
ниже 600 dpi для штриховых и смешанных (по�
лутоновых/штриховых) иллюстраций. Пиксели�
зация изображений в форматах растровой гра�
фики не должна быть грубой. Линии рисунков
должны быть толщиной не менее 3 пунктов (point).
Следует избегать чрезмерно мелких обозначе�
ний (букв, цифр, значков и т.д.). Пикселизиро�
ванные (растровые) рисунки не следует встав�
лять в документ Word или переводить в формат
PDF, так как это ухудшает их качество;

– рисунки должны иметь размеры, соответ�
ствующие их информативности. Размер рисунка
на одну колонку не должен быть менее 8 см; на
две колонки – менее 17 см. Рисунки не должны
быть чрезмерно крупными;

– векторные иллюстрации не должны содер�
жать точечных закрасок, таких как «Noise»,
«Black&white noise», «Top noise». Для векторной
графики все использованные шрифты должны
быть включены в файл;

– шрифты внутри рисунков выбираются из
гарнитуры Arial размером 9 пунктов;

– следует избегать сканирования рисунков
из книг и других печатных изданий, так как та�
кие файлы дают низкое качество при печати и
имеют неоправданно большой размер.

Общие требования к подготовке графиков,
диаграмм и формул:

– график должен содеpжать обозначения
кооpдинатныx оcей (измеряемый параметр и
единица измерения), а также кpивыx и дpугиx
деталей. Надписи по осям выполняются вдоль
осей шрифтом Arial с заглавной буквы, единица
измерения отделяется запятой, а не скобками
(например, Объем элюента, мл). Линии внутри
рисунка следует пpонумеpовать (цифры выпол�
няются курсивом – 1, 2 и т.д.), и в подpиcуноч�
ной подпиcи (не на рисунке) дать пояcнения к
каждой линии. Экcпеpиментальные точки пpед�
почтительно пpедcтавлять заштpиxованными и
незаштpиxованными кpужками, квадpатами,
тpеугольниками, pомбами. Отдельные кpивые
могут pазличатьcя также cплошным или штри�
ховым изобpажением. Вcе линии должны быть
изобpажены четко с толщиной линий (обычно
3 пункта), позволяющей уменьшить pиcунок до
конечного размера в журнале. Координатные
оси в большинстве случаев необходимо отобра�
жать черными (не серыми) линиями. Фон гра�
фика или диаграммы должен быть белым, без
линий координатной сетки (за исключением
случаев, когда иной цвет фона или наличие сет�
ки необходимы для правильного восприятия);

– на диаграммах и фотографиях отдельные
элементы (столбцы, дорожки геля и пр.) следует
пронумеровать курсивными арабскими цифрами
(1, 2 и т.д.) и в подрисуночной подписи (не на
рисунке) дать пояснения к каждой цифре. Если
помимо арабских требуется введение римских
цифр (I, II, III и т.д.), эти цифры должны быть
прямого начертания.

– если рисунок состоит из нескольких час�
тей (диаграмм, графиков, схем, структур белков,
фотографий, в т.ч. электрофореграмм), их нуж�
но обозначить строчными курсивными буквами
(а, б, в и т.д.) гарнитурой Times, размером боль�
шим, чем основной текст, и поместить эти бук�
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вы в верхних левых углах соответствующих час�
тей. В подрисуночной подписи следует дать по�
яснение к каждой части рисунка;

– для написания химических формул в тексте
используется программа ChemWindows;

– длинные и сложные математические фор+
мулы следует представлять в виде рисунков без
подписей в одном из допустимых форматов (pdf,
tiff или jpg). Каждую формулу нужно дать от�
дельным файлом, название которого соответ�
ствует номеру формулы; при подготовке данных
файлов следует руководствоваться правилами
подготовки графических материалов. Функцией
«Редактор уравнений» надо пользоваться только
для развернутых уравнений (как нумерованных,
так и встречающихся в тексте), но не для не�
больших выражений (обозначений), вкраплен�
ных в текст, например, ΔG, TΔS, Km. (Для таких
небольших выражений должны использоваться
основные функции программы Word, как и для
всего остального текста статьи.) Для выраже�
ний, в которых требуется «кернинг» (нижний и
верхний индексы, расположенные один под
другим), надо использовать только надстрочные
и подстрочные знаки (например, NH3

+), а «кер�
нинг» будет выполнен макетчиком. Эти требо�
вания обусловлены тем, что издательская прог�
рамма неправильно воспринимает данные, по�
лученные с помощью функции «Редактор урав�
нений»;

– в ширину формула не должна превышать
8,5 см (ширина колонки журнала). Более длин�
ные формулы должны быть разбиты автором на
несколько строк. Формулы должны быть набра�
ны шрифтами Times New Roman и Symbol. В
случае если формулы предоставляются в виде
пикселизированных (растровых) изображений,
они должны быть представлены в черно�белом
режиме (Line�art, Black�and�White, Bitmap) в
формате tiff или jpg. Такие изображения должны
обладать высоким реальным разрешением (пик�
селизация не должна быть грубой). Особое вни�
мание следует уделять качеству графической
передачи надписей, цифр и мелких элементов
пикселизированного изображения. Пикселизи�
рованные (растровые) изображения не стоит
вставлять в документ Word или переводить в
формат PDF, так как это зачастую ухудшает их
качество;

– аминокиcлотные, нуклеотидные и пp. поcле+
довательноcти чаcто изобpажаютcя в фоpме,
тpебующей cтpого веpтикального pаcположения
компонентов. Поэтому во избежание ошибок и
необxодимоcти пpовеpять большие количеcтва
cложной инфоpмации автоpы должны пpедcтав�
лять в pедакцию матеpиалы такого pода в виде,
пригодном для pепpодукции.

Обращаем внимание на общие условия пуб�
ликации иллюстраций:

– надписи и обозначения на рисунках могут
меняться в русской и английской версиях при
переводе, поэтому для фотографий и рисунков,
где надписи наложены на сложный, неоднотон�
ный фон, желательно предоставить второй ва�
риант без текста и всех обозначений, для осталь�
ных иллюстраций – располагать надписи на ил�
люстрации так, чтобы они не соприкасались с
другими ее частями. Авторы также могут сами
подготовить версии рисунков с английскими
надписями;

– рисунок должен иметь заголовок и инфор�
мативную подрисуночную подпись, делающую
его cмыcл понятным без обpащения к текcту –
указываются уcловия, cпецифичеcкие для дан�
ного экcпеpимента; ccылки на оcновной текcт
допуcкаютcя только чтобы избежать повтоpений
и неяcноcтей;

– цветные иллюстрации публикуются бес+
платно для авторов в том случае, если они будут
размещены только в электронной версии статьи, а
в печатной версии журнала они будут в черно�
белом исполнении. При этом авторы должны
иметь в виду, что в печатной версии с черно�бе�
лыми рисунками сохранятся подрисуночные
подписи из цветной электронной версии, поэ�
тому следует избегать указаний на цвет в подри�
суночных подписях. Авторам необходимо под�
бирать цвета таким образом, чтобы при черно�
белой печати не утратилась информативность.
Цветные линии графиков желательно размечать
обозначениями, цифрами или спецсимволами,
или делать различающиеся типы линий для
каждого цвета. Цветные области на иллюстра�
циях желательно размечать различающимися
обозначениями или спецсимволами, а не одина�
ковыми символами разных цветов. Если цвето�
вое разделение областей находится примерно в
одном цветовом тоне, то желательно провести
тонкую линию границы между ними. При боль�
шом количестве цветных областей в схожих цве�
товых тонах желательно дополнительно обозна�
чить области символами или штриховкой. Все
надписи и обозначения желательно делать не
цветными, а черными или белыми, в зависимос�
ти от подложки;

– если электронная версия статьи содержит
несколько цветных рисунков, в печатной версии
возможна платная публикация всех этих рисун�
ков в цвете, либо бесплатная публикация всех
этих рисунков в черно�белом исполнении. Пуб�
ликация в печатной версии только части цветных
рисунков в цветном исполнении невозможна;

– подготовленные рисунки желательно рас�
печатать, чтобы убедиться, что они хорошо вы�
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глядят в напечатанном виде: все элементы ри�
сунка должны быть хорошо видны на распечат�
ке, фон должен быть чистым, надписи и цифры
должны легко читаться. Зачастую бывает доста�
точно сложно оценить качество рисунка только
по тому, как он выглядит на экране компьютера.

– подписи к рисункам следует сгруппиро�
вать в последовательном порядке и оформить
как отдельный раздел в конце рукописи;

– если авторы используют в своей рукописи
иллюстрации или таблицы из других публика�
ций (в том числе своих собственных), то им не�
обходимо запросить у Издателей этих публика�
ций разрешение на перепечатку или использо�
вание материалов.

Несоблюдение правил подготовки графическо+
го материала приводит к необходимости перера+
ботки рисунков авторами и задержке публикации
рукописи.

3.3.5. Дополнительные материалы к статьям.
Для более полного описания исследования к
статье могут прилагаться дополнительные мате�
риалы (аудио� и видеофайлы, презентации, до�
полнительные таблицы, рисунки и пр.) при усло�
вии, что автор является правообладателем при�
лагаемых материалов, и автором ранее не были
переданы авторские права на их использование
иным (кроме издателя) лицам, либо автор имеет
письменное разрешение правообладателя на их
использование в целях опубликования и распро�
странения в журнале. Дополнительные материа�
лы публикуются только в электронной версии
журнала на сайте: http://link.springer.com, а также
на сайте журнала: http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya/. При наличии дополнительных ма�
териалов в тексте необходимо разместить ссыл�
ку на Приложение к статье.

3.3.6. Вcе физичеcкие величины pекоменду�
етcя пpиводить в междунаpодной cиcтеме CИ.

4. Порядок работы с рукописями 
(рецензирование, редакционная 

подготовка, коppектуpа)

4.1. Поступившей в редакцию правильно
оформленной рукописи присваивается регистра�
ционный номер и фиксируется дата поступления,
о чем редакция информирует авторов по элект�
ронной почте. Рукописи, оформленные не по пра+
вилам, возвращаются авторам без рассмотрения.

4.2. Рецензирование. При подаче рукописи
авторы могут указать двух потенциальных ре�

цензентов (ФИО, адрес электронной почты) из
числа специалистов в данной области исследо�
ваний, а также тех, чье участие в рецензирова�
нии нежелательно.

Все рукописи рассматривает Ответственный
ученый секретарь (Executive Editor�in�Chief) и
направляет Ответственному Редактору по соот�
ветствующей конкретной области исследований;
он, в свою очередь, указывает двух�трех специа�
листов для рецензирования рукописи. Список
Ответственных Редакторов и членов редколле�
гии размещен на сайте журнала, а также на сай�
тах Biochemistry (Moscow) на порталах Pleiades и
Springer.

На основании экспертных заключений ред�
коллегия определяет дальнейшую судьбу руко�
писи и в спорных cлучаяx привлекает дополни�
тельных рецензентов. По решению редколлегии
рукопись может быть принята к публикации в
представленном виде, отправлена авторам на
доработку или отклонена. Основанием для отк�
лонения рукописи являются недостаточно вы�
сокие оценки при рецензировании вследствие
несоответствия профилю или уровню публика�
ций журнала.

Рукопись, получившая высшую оценку двух
независимых рецензентов, печатается со специ�
альной пометкой «Ускоренная публикация» (срок
публикации – 3–4 месяца).

В случае необходимости рукопись направля�
ется авторам на доработку по замечаниям ре�
цензентов и редакторов, после чего она повтор�
но рецензируется, и редколлегия вновь решает
вопрос о приемлемости рукописи для публика�
ции. В начале публикуемой cтатьи пpиводятcя
даты пеpвоначального поcтупления pукопиcи в
pедакцию, поступления после окончательной
доpаботки и принятия к публикации.

Переработанная рукопись должна быть возв+
ращена в редакцию в течение трех месяцев после
получения авторами отзывов; в противном случае
рукопись рассматривается как вновь поступив�
шая – ей присваивается новый регистрацион�
ный номер и ставится новая дата поступления в
редакцию.

В журнале принято «одностороннее слепое
рецензирование» (single blind review), т.е. авто�
рам недоступны имена рецензентов, и редакция
строго соблюдает конфиденциальность рецен�
зентов. Все редакционные письма авторам идут
за подписью Ответственного ученого секретаря
журнала.

4.3. С 2003 г. редакция приступила к практике
предварительной публикации рукописей (Papers
in Press) на сайте Biochemistry (Moscow) (http://protein.
bio.msu.ru/biokhimiya) до выхода в свет статьи.
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На сайте размещаются экспериментальные
статьи на английском языке, получившие выс�
шие оценки при рецензировании и принятые к
публикации.

4.4. На всех стадиях работы с рукописями, а
также для общения с авторами, редакторами и
рецензентами редакция использует электронно�
почтовую связь, поэтому авторы должны быть
очень внимательны к указанному в рукописи
адресу электронной почты и должны своевре�
менно сообщать о произошедших изменениях.

4.5. Через месяц после сдачи очередного вы�
пуска журнала в печать редакция рассылает ав�
торам по электронной почте корректуру статьи в
виде PDF�файла и инструкцию по работе с ней.

На стадии корректуры не допускаются замены
текста, рисунков или таблиц. Если все же это не�
обходимо, то вопрос решается редколлегией; в
крайнем случае, статья переносится в другой
номер.

5. Англоязычный вариант журнала

5.1. Каждый выпуск журнала готовится од�
новременно на русском и английском языках.

Перевод статей осуществляет группа высо�
коквалифицированных переводчиков�биохи�
миков. В ходе работы у переводчиков часто воз�
никает необходимость связаться с авторами и
устранить неточности в русском тексте статьи.
Согласованные с авторами исправления вносят�
ся и в русский, и в английский тексты на стадии
корректуры.

Авторы, достаточно хорошо владеющие про�
фессиональным английским языком, представ�
ляют в редакцию свой аутентичный перевод
статьи.

5.2. Переводы редактируются английской
редакцией журнала, и подготовленный текст
направляется авторам для корректировки.

5.3. После выхода журнала в свет редакция
рассылает авторам оттиски русского и английс�
кого вариантов статей в виде PDF�файлов.
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