
СОДЕРЖАНИЕ

Том 87,  № 2,  2022

Кристаллины как важные патогенные мишени при накоплении структурных повреждений,

приводящих к агрегации белков и развитию катаракты

R. Yousefi

Связь между структурой и шаперонной активностью αA!кристаллина человека после 

его модификации ассоциированными с сахарным диабетом окислительными агентами 

и защитная роль антиоксидантных молекул

S.S. Moghadam, M. Ghahramani, K. Khoshaman, A. Oryan, A.A. Moosavi�Movahedi, 

B.I. Kurganov , and R. Yousefi

Биохимия хрусталика глаза: норма и катарактогенез (обзор)

К.О. Муранов, М.А. Островский

Влияние трегалозы на олигомерное состояние и антиагрегационную активность αB!кристаллина

Н.А. Чеботарева, Т.Б. Еронина, В.В. Михайлова, С.Г. Роман, К.В. Тугаева, Б.И. Курганов

РЕГУЛЯРНЫЕ СТАТЬИ

Потенциальное влияние посттранскрипционных замен тирозиновых остатков на цистеиновые

на трансформацию амилоидогенных белков (мини!обзор)

В.И. Муронец, Д.В. Поздышев, М.В. Медведева, И.А. Севостьянова

Механизм запасания и трансформации энергии в митохондриях на межфазной границе 

вода!мембрана (обзор)

С.В. Нестеров, Е.Г. Смирнова, Л.С. Ягужинский

Исследования молекулярной регуляции процессов развития низших многоклеточных 

на примере стрекающих с использованием технологий высокопроизводительного

секвенирования (обзор)

Т.В. Ерофеева, А.П. Григоренко, Ф.Е. Гусев, И.А. Косевич, Е.И. Рогаев

Геномика древних патогенов: первые успехи и перспективы (обзор)

А.Б. Малярчук, Т.В. Андреева, И.Л. Кузнецова, С.С. Кунижева, М.С. Протасова, 

Л.И. Уральский, Т.В. Тяжелова, Ф.Е. Гусев, А.Д. Манахов, Е.И. Рогаев

Экспрессия генов опсинов в сетчатке глаза самок и самцов трёхиглой колюшки 

Gasterosteus aculeatus L.: зависимость от пресноводной адаптации и пролактина

Н.С. Павлова, А.Р. Гизатулина, Т.В. Неретина, О.В. Смирнова

В фокусе молекулярные функции антивозрастной деацетилазы SIRT3

J. Nahálková

155

160

177

194

205

216

230

258

278

289

Специальный выпуск

Неправильный фолдинг и агрегация белков при катаракте

Редакторы выпуска R. Yousefi и Б.И. Курганов



Crystallins as Important Pathogenic Targets for Accumulation of Structural Damages Resulting 

in Protein Aggregation and Cataract Development

R. Yousefi

Relationship between the Structure and Chaperone Activity of Human αA!Crystallin 

after Its Modification with Diabetes!Associated Oxidative Agents and Protective Role 

of Antioxidant Compounds

S. S. Moghadam, M. Ghahramani, K. Khoshaman, A. Oryan, A. A. Moosavi�Movahedi, 

B.I. Kurganov , and R. Yousefi

Biochemistry of Lens: Norm and Cataractogenesis (Review)

K. O. Muranov and M. A. Ostrovsky

Effect of Trehalose on Oligomeric State and Anti!Aggregation Activity of αB!Crystallin

N. A. Chebotareva, T. B. Eronina, V. V. Mikhaylova, S. G. Roman, K. V. Tugaeva, and B. I. Kurganov

REGULAR ARTICLES

Post!Transcriptional Tyrosine Substitutions for Cysteine in Amyloidogenic Proteins (Mini!Review)

V. I. Muronetz, D. V. Pozdyshev, M. V. Medvedeva, and I. A. Sevostyanova

Mechanism of Energy Storage and Transformation in Mitochondria at the Water!Membrane 

Interface (Review)

S. V. Nesterov, E. G. Smirnova, and L. S. Yaguzhinsky

Studying of Molecular Regulation of Developmental Processes of Lower Metazoans Exemplified

by Cnidaria Using High!Throughput Sequencing (Review)

T. V. Erofeeva, A. P. Grigorenko, F. E. Gusev, I. A. Kosevich, and E. I. Rogaev

Genomics of Ancient Pathogens: First Advances and Prospects (Review)

A. B. Malyarchuk, T. V. Andreeva, I. L. Kuznetsova, S. S. Kunizheva, M. S. Protasova, L. I. Uralsky,

T. V. Tyazhelova, F. E. Gusev, A. D. Manakhov, and E. I. Rogaev

Opsine Genes Expression in Eye Retina of Female and Male Threespined Sticklebacks 

Gasterosteus aculeatus L. Depends on Freshwater Adaptation and Prolactin

N. S. Pavlova, A. R. Gizatulina, T. V. Neretina, and O. V. Smirnova

Focus on Molecular Functions of Anti!Aging Deacetylase SIRT3

J. Nahálková

155

160

177

194

205

216

230

258

278

289

CONTENTS

Vol. 87,  Issue 2,  2022

Special Issue

Protein Misfolding and Aggregation in Cataract Disorders

Guest Editors R. Yousefi and Boris I. Kurganov



155

БИОХИМИЯ,  2022,  том  87,  вып.  2,  с.  155  –  159

УДК 577.112;617.741

1 Institute of Biochemistry and Biophysics, University of Tehran, Tehran, Iran; e�mail: yousefi.reza@ut.ac.ir, ryousefi@shirazu.ac.ir
2 Protein Chemistry Laboratory, College of Sciences, Shiraz University, Shiraz, Iran

Поступила в редакцию 29.01.2022
После доработки 29.01.2022

Принята к публикации 29.01.2022

Этот выпуск журнала «Биохимия» посвящён роли нарушения упорядоченности и последующей агрегации
белков в развитии катаракты. Фактически многие генетические мутации или химические и физические
вредные воздействия могут инициировать изменения в упорядоченности макроструктуры и правильной
сборке белков в хрусталике, что в некоторых случаях приводит к образованию крупных светорассеивающих
агрегатов, влияющих на качество зрения и делающих хрусталик более уязвимым для развития катаракты.
Сахарный диабет, связанный с окислительным стрессом и массовой продукцией высокореактивных
соединений, может ускорить развёртывание и агрегацию белков хрусталика глаза. В этом выпуске
представлены обзоры и исследовательские статьи, описывающие разрушительное воздействие мутаций и
высокореактивных метаболитов на структуру и функцию белков хрусталика – кристаллинов, а также
описывающие важные молекулы, участвующие в системе естественной защиты хрусталика от вредных
воздействий физических и химических факторов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: белки хрусталика, мутации, сахарный диабет, активные вещества, система
естественной защиты хрусталика.

DOI: 10.31857/S0320972522020014

КРИСТАЛЛИНЫ КАК ВАЖНЫЕ ПАТОГЕННЫЕ МИШЕНИ
ПРИ НАКОПЛЕНИИ СТРУКТУРНЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ,

ПРИВОДЯЩИХ К АГРЕГАЦИИ БЕЛКОВ И РАЗВИТИЮ КАТАРАКТЫ

© 2022 R. Yousefi1,2

ВВЕДЕНИЕ

Этот выпуск, посвящённый роли нарушения
упорядоченности и последующей агрегации
белков при катаракте, подготовлен по предло)
жению и при участии Бориса Ивановича Курга)
нова, главного научного сотрудника Института
биохимии им. Баха, заслуженного деятеля нау)
ки РФ, скончавшегося 1 октября 2021 г. Его
многочисленные исследования в области энзи)
мологии, механизмов агрегации белков и роли
молекулярных и химических шаперонов в пре)
дотвращении агрегации белков, продолжавшие)
ся более шести десятилетий, оставили важное и
ценное научное наследие. Борис Курганов так)
же сыграл заметную роль в изучении механизма
агрегации белков хрусталика глаза – кристалли)
нов, которые играют значительную роль в обес)
печении прозрачности и коэффициента пре)
ломления в тканях хрусталика [1].

КРИСТАЛЛИНЫ КАК ВАЖНЫЕ МИШЕНИ 
В ПАТОГЕНЕЗЕ ПРИ НАКОПЛЕНИИ

РАЗЛИЧНЫХ СТРУКТУРНЫХ ПОВРЕЖДЕНИЙ

Эти водорастворимые структурные белки,
обнаруженные в хрусталиках глаз позвоночных,

подразделяются на три основные типа (α), β) и
γ)кристаллины), которые элюируются с колон)
ки для гель)фильтрации в том же порядке в со)
ответствии с различиями в размере и степени
олигомеризации [2]. α)Кристаллины (αA и αB)
и β)кристаллины (βA1, βA2, βA3, βA4, βB1, βB2
и βB3; A – кислые; B – основные) образуют со)
ответственно более длинные и более короткие
олигомеры, тогда как γ)кристаллины (γA, γB,
γC, γD, γE, γF, γN и γS) являются в основном мо)
номерами [3].

Кристаллины богаты чрезвычайно стабиль)
ными структурами бета)листов, тонко взаимо)
действующих друг с другом, что очень важно для
прозрачности хрусталика [1, 4]. В дополнение к
нарушению таких важных тонких белок)белко)
вых взаимодействий, генетические мутации и
накопление физических и химических повреж)
дений в течение жизни приводят к структурным
изменениям и обнажению гидрофобных облас)
тей белка. В конечном счёте эти неблагоприят)
ные молекулярные события вызывают развёр)
тывание и последующую агрегацию кристалли)
нов хрусталика, что приводит к развитию ката)
ракты, являющейся наиболее распространён)
ной причиной слепоты во всём мире, поражая
десятки миллионов людей [5–9]. Помимо ткани
хрусталика, кристаллины (например, αB)крис)
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таллин) обнаружены и в других тканях, таких
как сетчатка глаза, сердце, скелетные мышцы,
кожа, мозг и др. [10, 11]. Таким образом, струк)
турные и функциональные повреждения этих
белков также связаны с другими нарушениями,
включая миопатию, неврологические пробле)
мы, заболевания сердца, мышечные расстрой)
ства и инвазивные раковые опухоли молочной
железы [12–15]. Наряду со структурной ролью,
кристаллины выполняют ряд метаболических и
регуляторных функций как внутри, так и вне
тканей хрусталика [16]. Хотя сообщалось о фер)
ментативной активности некоторых типов
кристаллинов [17], их наиболее важная биоло)
гическая функция, вероятно, связана с шапе)
ронной активностью α)кристаллина, который
играет жизненно важную роль в предотвраще)
нии и замедлении развития катаракты и повы)
шает устойчивость клеток к различным типам
химического и физического стресса [18, 19].
Этот шаперон, принадлежащий к семейству
белков теплового шока (hsp), также играет важ)
ную роль в ингибировании апоптоза и ремоде)
лировании цитоскелета [20, 21]. Кристаллины
представляют собой очень прозрачный матрикс
с высоким показателем преломления и с ано)
мальными свойствами гидратации. Они сопро)
тивляются развёртыванию и агрегации в тече)
ние десятилетий жизни человека [22]. Однако
мутации и накопление физических и химичес)
ких повреждений в конечном итоге вызывают
развёртывание и агрегацию этих белков [23].
Кроме того, некоторые заболевания (например,
диабет), характеризующиеся повышенным
уровнем окислительных соединений и активных
метаболитов (сахаров и производных сахаров) в
хрусталиках, увеличивают степень повреждения
структуры кристаллинов и тем самым ускоряют
процесс образования катаракты [24, 25]. Мута)
ции в генах двух субъединиц α)кристаллина
связаны с доминантной и рецессивной форма)
ми катаракты, а также с широким спектром нев)
рологических, сердечно)сосудистых и мышеч)
ных заболеваний [2–28]. Мутации, вызываю)
щие тяжёлые повреждения этих белков, обычно
приводят к врождённой катаракте, в то время
как более лёгкие мутации повышают восприим)
чивость хрусталика к повреждению окружаю)
щей среды и связаны с возрастным развитием
катаракты [29].Также с возрастом постепенное
накопление повреждений, вызванных различ)
ными факторами, такими как ультрафиолетовое
излучение [30], окислительные процессы [31],
дезамидирование [32] и протеолиз [33], приво)
дит к образованию белковых агрегатов, рассеи)
вающих частицы света, попадающие на хруста)
лик. Многочисленные исследования также по)

казали, что аномальные уровни основных эле)
ментов (кальция, меди и цинка) и тяжёлых ме)
таллов (двухвалентного свинца, кадмия и ртути)
являются важными источниками деструктив)
ных повреждений белков кристаллинов, и при
некоторых обстоятельствах их можно рассмат)
ривать как потенциальную причину развития
катаракты [34–37]. Так, заболевания, повышаю)
щие уровень основных металлов в хрусталиках
(например, сахарный диабет), также вызывают
структурные повреждения белков хрусталика и
приводят к их агрегации, что ещё больше способ)
ствует развитию осложнений при катарак)
те [38, 39]. Хотя при катаракте единственным
доступным в настоящее время лечением являет)
ся хирургическое удаление хрусталика, научное
и медицинское сообщество давно ищет и неде)
структивные методы лечения. В связи с этим
были предложены методы лечения, основанные
на использовании натуральных продуктов [40],
модуляторов процессов окисления [41], ингиби)
торов агрегации белков (например, химических
шаперонов) [42], гомеопатических средств [43],
регенерации хрусталика с помощью эндогенных
стволовых клеток [44].

Ниже я кратко представлю статьи этого спе)
циального выпуска [51, 53, 57, 58, 60]. В течение
многих лет исследовательская группа профессо)
ра Бориса Курганова разрабатывала методы
оценки действия молекулярных и химических
шаперонов, а также эффектов их совместного
применения в действии на кинетику агрегации
белков [45–50]. В продолжение этих исследова)
ний Chebotareva et al. [51] исследовали влияние
трегалозы, как химического шаперона, на чет)
вертичную структуру и шаперонную активность
αB)кристаллина. Зрелые волокнистые клетки
содержат чрезвычайно высокую концентрацию
белков кристаллинов, которые составляют око)
ло 90% от сухого веса хрусталика человека [52].
Так как белки хрусталика постоянно подверга)
ются физическим и химическим повреждениям,
клетки выработали систему естественной защи)
ты для противодействия вредным воздействиям
факторов окружающей среды на белки хруста)
лика. Однако в случае заболеваний (таких как
диабет) или старения, преобладание поврежда)
ющих факторов над двумя важными системами
естественной защиты (шаперонной и антиокси)
дантной защитными системами) может оказать
серьёзное разрушительное воздействие на
структуру и функцию белков хрусталика. Раз)
личные подходы для предотвращения помутне)
ния хрусталика, в частности, комбинированное
использование антиоксидантов и химических
молекул, были рассмотрены Muranov и Ostrovsky
[53]. Сахарный диабет является одной из при)
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чин быстрого развития катаракты. Помимо
окислительного стресса, это нарушение метабо)
лизма характеризуется повышенной концентра)
цией в тканях хрусталика активных метаболи)
тов, таких как глюкоза, фруктоза, фосфорили)
рованные сахара (промежуточные продукты
гликолиза), метилглиоксаль, пероксинитрит и
сорбит [54]. Окислительный стресс, характер)
ный для диабета, способствует реакции между
сахарами или производными сахара и белками
хрусталика глаза [55]. Осмотический стресс,
вызванный повышенным накоплением сорбита
в хрусталике глаза при гипергликемии, является
одним из механизмов развития диабетической
катаракты [56]. Поэтому влияние различных
концентраций сорбита на структуру и шаперо)
ноподобную активность кристаллина крысы
было изучено Reddy et al. [57]. Влияние перок)
синитрита (важного источника окислительного
стресса при диабете), метилглиоксаля (активно)
го карбонильного соединения, связанного с диа)
бетом) и их одновременное действие на структу)
ру и функцию рекомбинантного αA)кристалли)
на человека и защитную роль аскорбиновой
кислоты и глутатиона (основных компонентов
системы антиоксидантной защиты хрусталика)
исследовали Yousefi et al. [58]. Многие мутации,

обнаруженные в генах, кодирующих белки
кристаллины, связаны с такими заболеваниями,
как катаракта и миопатия [59]. И в завершении,
роль генетических мутаций α)кристаллинов в их
структурном развёртывании и агрегации обсуж)
дают в своей работе Rao et al. [60].

Этот выпуск был инициирован и до недавне)
го времени создавался при значительном вкладе
профессора Курганова, завершать выпуск
пришлось уже без него. Мы посвящаем этот вы)
пуск журнала памяти профессора Бориса Ива)
новича Курганова. Его непрерывные усилия на
протяжении последних десятилетий и его цен)
ное и значительное научное наследие проложи)
ли путь другим исследователям к неизведанным
рубежам знаний.

Финансирование. Данная работа была под)
держана Национальным научным фондом Ира)
на, INSF (грант № 99014455).

Конфликт интересов. Автор заявляет об отсут)
ствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Данная статья
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CRYSTALLINS AS IMPORTANT PATHOGENIC TARGETS
FOR ACCUMULATION OF STRUCTURAL DAMAGES RESULTING

IN PROTEIN AGGREGATION AND CATARACT DEVELOPMENT

R. Yousefi1,2

1 Institute of Biochemistry and Biophysics, University of Tehran,
Tehran, Iran; e�mail: yousefi.reza@ut.ac.ir, ryousefi@shirazu.ac.ir

2 Protein Chemistry Laboratory, College of Sciences, Shiraz University, Shiraz, Iran

This issue of Biochemistry (Moscow) is dedicated to the role of protein misfolding and aggregation in cataract devel)
opment. In fact, many genetic mutations or chemical and physical deleterious factors can initiate alterations in the
macrostructural order and proper folding of eye lens proteins, which in some cases result in the formation of large
light)scattering aggregates, affecting the quality of vision and making lens more prone to cataract development.
Diabetes mellitus, which is associated with oxidative stress and mass production of highly reactive compounds, can
accelerate unfolding and aggregation of eye lens proteins. This journal issue contains reviews and research articles that
describe the destructive effects of mutations and highly reactive metabolites on the structure and function of lens crys)
tallin proteins, as well important molecules in the lens’s natural defense system involved in protection against delete)
rious effects of the physical and chemical factors.
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Целью исследования было оценить влияние пероксинитрита (PON, агент окислительного стресса при диа�
бете), метилглиоксаля (MGO, диабет�ассоциированное реактивное карбонильное соединение) и их одно�
временного воздействия на структурные и функциональные характеристики αA�кристаллина человека
(αA�Cry) с помощью различных методов спектроскопии. Кроме того, с помощью метода тензиометрическо�
го анализа и метода динамического светорассеяния были определены такие параметры, как поверхностное
натяжение и размеры олигомеров обработанного и необработанного белка. Наши результаты показали, что
инкубация PON и MGO с αA�Cry человека приводит к образованию новых хромофоров, вызывает измене�
ния в структурах этого белка (от вторичной и до четвертичной), уменьшение размера белковых олигомеров
и значительное усиление шаперонной активности αA�Cry. Для отмены действия протестированных хими�
ческих соединений применяли аскорбиновую кислоту и глутатион (основные компоненты антиоксидант�
ной защиты хрусталика глаза). Как ожидалось, оба изученных антиоксиданта в значительной степени пре�
дотвращают образование высокомолекулярных агрегатов белка αA�Cry (по результатам SDS�ПААГ). Полу�
ченные нами результаты свидетельствуют о том, что антиоксидантная защита клеток хрусталика, в частнос�
ти глутатион, может обеспечивать эффективную защиту от быстрого возникновения и прогрессирования
диабетической катаракты, предотвращая деструктивные реакции высокореактивных метаболитов, ассоции�
рованных с сахарным диабетом.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: αA�кристаллин человека, диабетическая катаракта, антиоксиданты хрусталика гла�
за, структура белка, шаперонная активность.
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СВЯЗЬ МЕЖДУ СТРУКТУРОЙ И ШАПЕРОННОЙ АКТИВНОСТЬЮ
ααA�КРИСТАЛЛИНА ЧЕЛОВЕКА ПОСЛЕ ЕГО МОДИФИКАЦИИ

АССОЦИИРОВАННЫМИ С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ
ОКИСЛИТЕЛЬНЫМИ АГЕНТАМИ И ЗАЩИТНАЯ РОЛЬ

АНТИОКСИДАНТНЫХ МОЛЕКУЛ
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ВВЕДЕНИЕ

Высокореакционноспособные химические
соединения, ассоциированные с сахарным диа�
бетом (СД), обычно подразделяют на соедине�
ния, содержащие карбонильные группы, и окси�

данты. Следовательно, СД рассматривается как
нарушение обмена веществ, связанное как с
окислительным, так и с карбонильным стрес�
сом ]1[. К карбонильным соединениям, содер�
жание которых в организме увеличивается
при СД, относятся многие сахара и производные
сахаров, различные формы продуктов окисле�
ния аскорбиновой кислоты и высокореакцион�
носпособные побочные продукты метаболизма,
такие как метилглиоксаль (MGO) и малоновый
диальдегид (MDA) [2, 3]. Кроме того, СД вызы�
вает повышение содержания в организме раз�
личных активных форм кислорода (ROS) и ак�
тивных форм азота (RNS). Наиболее известным
представителем активных форм азота является

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : СД – сахарный диабет;
αA�Cry – αA�кристаллин; AGE – конечный продукт гли�
кирования; ANS – 1�анилино�8�нафталиносульфонат;
ASA – аскорбиновая кислота; DLS – динамическое свето�
рассеяние, dynamic light scattering; α�Gls – α�глюкозидаза;
GSH – глутатион; HMM – высокая молекулярная масса;
MGO – метилглиоксаль; PON – пероксинитрит; ThT – тио�
флавин Т.

* Адресат для корреспонденции.
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пероксинитрит (PON) [4]. Реакционноспособ�
ные соединения, ассоциированные с СД, могут
взаимодействовать с широким кругом биомоле�
кул, в частности с долгоживущими белками, вы�
зывая в них структурные и функциональные
повреждения и создавая предпосылки для воз�
никновения серьёзных осложнений, связанных
с данным нарушением обмена веществ [5].
Кристаллины хрусталика глаза в силу длитель�
ного периода полураспада и ограниченного об�
новления являются одними из важных молеку�
лярных мишеней для реакционноспособных со�
единений, ассоциированных с СД. С течением
времени в кристаллинах накапливаются много�
численные химические модификации, которые
в конечном итоге вызывают серьёзные структур�
ные повреждения, приводя к денатурации и аг�
регации белка, что служит основной причиной
рассеяния света в тканях хрусталика [6]. По этим
причинам СД играет важную роль в развитии ка�
таракты. Недавние исследования показывают,
что у людей с диабетом вероятность развития ка�
таракты в 2–5 раз выше, чем у людей без диабе�
та [7]. Более того, у больных сахарным диабетом
катаракта формируется в более молодом возрас�
те и быстрее прогрессирует [8].

Три основные группы белков (α�, β� и γ�
кристаллины) имеют высокую концентрацию в
тканях хрусталика позвоночных. Они образуют
прозрачный матрикс с высоким показателем
преломления [9]. Эти белки богаты чрезвычайно
стабильными структурами бета�листов, которые
играют важную структурную роль в хрусталике
глаза [10]. α�Кристаллин (α�Cry) состоит из
субъединиц αA и αB и принадлежит к семейству
белков теплового шока. Он защищает хрустали�
ки глаза от накопления в них развёрнутых белко�
вых структур [11]. В целом, любой внутренний
или внешний фактор, влияющий на структуру и
функцию кристаллинов или вызывающий ка�
кое�либо изменение взаимодействий между эти�
ми белками, будет существенно влиять на каче�
ство зрения [12]. Генетические мутации и пост�
трансляционные неферментативные модифика�
ции являются двумя основными факторами, ко�
торые могут повреждать нативную структуру
кристаллинов хрусталика, приводя к денатура�
ции белков и образованию крупных светорассеи�
вающих агрегатов в тканях хрусталика [13, 14].
Диабетическая катаракта, по�видимому, являет�
ся частью многофакторного механизма, и нес�
колько реактивных метаболитов способствуют
развитию помутнения хрусталика наряду с хро�
ническим повышением содержания сахара в
крови [15]. Поскольку одними из наиболее важ�
ных факторов, приводящих к осложнениям при
СД, считаются карбонильный и окислительный

стресс, мы изучили роль MGO (реакционноспо�
собный карбонильный метаболит) и PON (ассо�
циированный с диабетом оксидант) в структур�
ных и функциональных нарушениях αA�Cry че�
ловека. Высокореактивный карбонильный мета�
болит MGO вступает в реакцию с аминогруппа�
ми в белке с образованием шиффовых основа�
ний, которые затем превращаются в продукты
Амадори. Этот деструктивный путь приводит к
образованию высокотоксичных для клетки ад�
дуктов белка и сахаров, которые хорошо извест�
ны как конечные продукты гликирования
(AGE) [16]. Кроме того, диабет и воспалитель�
ные процессы сопровождаются образованием в
тканях радикалов супероксида и оксида азота, и
эти два соединения способны образовывать
PON, который, в свою очередь, является основ�
ным окислителем и сильным нитрующим аген�
том [17]. С другой стороны, окислительная сре�
да, создаваемая этими соединениями в организ�
ме больных диабетом, способна катализировать
реакции белков с реакционноспособными и со�
держащими карбонильные группы соединения�
ми, приводя к образованию AGE [18–20]. Есть
сообщения об одновременном повышении уров�
ня MGO и PON у больных с хронической гипер�
гликемией и катарактой, что может привести к
серьёзным повреждениям биомолекул хрустали�
ка глаза, особенно кристаллинам [21, 22]. В хрус�
таликах глаза имеется сильная антиоксидантная
защитная система, которая может противостоять
деструктивному влиянию окислительных аген�
тов, создавать восстановительную среду, в кото�
рой существенно понижается скорость реакций
между карбонильными соединениями и белка�
ми [23]. В этом исследовании мы провели изуче�
ние характера структурных повреждений, выз�
ванных воздействием MGO и PON и их комби�
нации на рекомбинатный белок αA�Cry челове�
ка. Мы также изучили способность двух основ�
ных антиоксидантов хрусталика глаза человека,
а именно: глутатиона (GSH) и аскорбиновой
кислоты (ASA), устранять эффекты связанных
с СД реактивных соединений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Кумасси бриллиантовый голу�
бой (CBB), β�меркаптоэтанол (β�ME), 1�анили�
но�8�нафталиносульфонат (ANS), тиофла�
вин Т (ThT), GSH и другие реагенты были полу�
чены от компании «Sigma�Aldrich» (США). Ка�
намицин и изопропил β�D�1�тиогалактопира�
нозид (IPTG) поступили от компании «Merck»
(США). Для приготовления всех растворов ис�
пользовали дважды дистиллированную воду.
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Экспрессия и очистка рекомбинантного белка
ααA�Cry. Клетки Escherichia coli BL21 (DE3)
трансфицировали кДНК αA�Cry человека, кло�
нированной в вектор экспрессии pET�28(b+), и
их использовали для получения рекомбинант�
ного белка. Вкратце, клетки выращивали в сте�
рильной культуральной среде (LB) при 37 °C в
течение 16 ч. Экспрессию рекомбинантного
белка αA�Cry индуцировали добавлением IPTG
(0,25 мМ). После завершения инкубации клетки
центрифугировали и затем лизировали ультра�
звуком. Рекомбинантный белок выделяли из су�
пернатанта с помощью ионообменной хрома�
тографии на колонке с ДЕАЕ�целлюлозой и
последующей гель�фильтрации на колонке
с Sephacryl S�300 [24–26]. Для оценки чистоты
полученных препаратов белка использовали
электрофорез в SDS�ПААГ (в 12%�ном геле).
Очищенный αA�Cry человека лиофилизировали
и до его дальнейшего использования в экспери�
ментах хранили при –20 °C.

Синтез PON и модификация белка пероксинит�
ритом. PON синтезировали, используя реакцию
холодных растворов 0,6 M нитрита натрия и
0,7 M перекиси водорода в 0,6 M соляной кисло�
те в ледяной бане [27]. Реакцию быстро останав�
ливали добавлением гидроокиси натрия (1,5 M).
Чистоту PON определяли спектрофотометричес�
ки с использованием коэффициента молярного
поглощения – 1670 М−1 см−1 при длине волны
302 нм [28]. Конечный раствор (чистый препа�
рат PON) замораживали и хранили при –20 °C.

Рекомбинантный белок (3 мг/мл) инкубиро�
вали с 2 мМ PON при комнатной температуре в
течение 30 мин в 5 мл 50 мМ натрий�фосфатно�
го буфера, содержащего 10 мМ бикарбонат нат�
рия при pH 7,4 (буфер A). После завершения ре�
акции, для удаления избытка PON, белковый
раствор подвергали диализу дважды в течение
24 ч против дистиллированной воды. Модифи�
кацию белка пероксинитритом подтверждали
путём определения остатков нитротирозина,
нитротриптофана и дитирозина с помощью УФ�
видимой (UV�Vis) спектрофотометрии [29, 30].

Неферментативное гликирование ααA�Cry че�
ловека. αA�Cry человека (3 мг/мл) инкубировали
с 5 мМ MGO в 200 мМ фосфатном буфере
(pH 7,4), содержащем 0,01%�ный азид натрия, в
темноте при 37 °C в течение трех дней. Затем об�
разцы белка подвергали диализу против фос�
фатного буфера в течение 24 ч, чтобы удалить не
вступившие в реакцию производные сахаров.
αA�Cry (3 мг/мл) также модифицировали
смесью PON (2 мМ) и MGO (5 мМ) в 50 мМ
фосфатном буфере, содержащем 0,01%�ный
азид натрия (pH 7,4) в течение 30 мин. Избыток
реагентов в образцах удаляли диализом [31].

Флуоресцентный анализ. Изменения структу�
ры рекомбинантного αA�Cry человека (0,15 мг/мл
в 50 мМ фосфатном буфере, pH 7,4) после его
модификации реагентами MGO и PON анали�
зировали по внутренней (Trp/Tyr) и внеш�
ней (ANS) флуоресценции с использованием
спектрофотометра Cary�Eclipse. Остатки тиро�
зина и триптофана возбуждали при длинах волн
280 и 295 нм соответственно [32, 33]. Для опре�
деления флуоресценции дитирозина образцы
белков подвергали возбуждению при длине вол�
ны 320 нм [34].

Для оценки содержания экспонированных
гидрофобных участков использовали значения
флуоресценции ANS. αA�Cry человека инкуби�
ровали с 100 мкМ ANS в течение 30 мин при
комнатной температуре в темноте, и регистри�
ровали спектры эмиссии в диапазоне длин волн
400–600 нм при фиксированной длине волны
возбуждения, равной 365 нм.

Для определения возможного образования
амилоидных фибрилл белка использовали
ThT [35, 36]. С этой целью белки в концентра�
ции 0,15 мг/мл инкубировали с ThT (конечная
концентрация – 20 мкМ) в течение 5 мин при
комнатной температуре. Растворы белков воз�
буждали при длине волны 440 нм и регистриро�
вали спектры эмиссии в диапазоне длин волн
450–600 нм.

Определение кругового дихроизма белка в
дальнем ультрафиолетовом диапазоне. Измене�
ния вторичной структуры αA�Cry человека изу�
чали с помощью метода спектрометрии круго�
вого дихроизма (КД). Эти эксперименты про�
водили при фиксированной концентрации бел�
ка (0,2 мг/мл), в 50 мМ фосфатном буфере при
pH 7 и 25 °C с использованием спектрополяри�
метра («JASCO», Япония). Длина оптического
пути была равна 0,1 см. Полученные спектры
КД в дальнем ультрафиолетовом диапазоне вы�
ражали в виде молярной эллиптичности. Про�
центное содержание элементов вторичной
структуры рассчитывали с использованием сер�
вера DICHROWEB с помощью алгоритма
CONTIN [37].

Определение хромофоров AGE. Образование
различных хромофоров AGE в αA�Cry человека
определяли флуориметрически [38] в растворе
белка (0,15 мг/мл) в 50 мМ фосфатном буфере
при pH 7,4. Были проанализированы различные
хромофоры конечных продуктов гликирования
(AGE), такие как аргпиримидин (возбуждения
при 322 и 381 нм), K2P [1�(5�амино�5�карбокси�
пентил)�4�(5�амино�5�карбоксипентил�ами�
но)�3�гидрокси�2,3�дигидропиридиний; воз�
буждение при 342 нм], карбоксиметиллизин
(возбуждение при 352 нм), пентозидин (возбуж�
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дение при 335, 370 и 375 нм) и весперли�
зин A (возбуждение при 370 нм) [39–42].

Определение поверхностного натяжения. По�
верхностное натяжение раствора белка (1 мг/мл)
определяли в 100 мМ фосфатном буфере
(pH 7,4) при 25 °C с использованием тензиомет�
ра (Krüss K100) по кольцевому методу Du
Noüy [43].

Метод динамического рассеяния света (DLS).
Распределение олигомеров αA�Cry человека по
их размеру определяли в образцах белков
(1,5 мг/мл), приготовленных в 50 мМ фосфат�
ном буфере (pH 7,4), при 25 °C с использовани�
ем прибора Nanotrac Wave («Microtrac», США).
При использовании данного метода лазерный
луч с длиной волны 780 нм и под углом 90° отра�
жался белковым образцом [44]. Полученные ре�
зультаты анализировались с помощью програм�
много обеспечения Microtrac FLEX.

Определение шапероноподобной активности.
Шапероноподобную активность αA�Cry челове�
ка, препятствующую агрегации инсулина, опре�
деляли при 40 °C на спектрофотометре
VisUV Cecil CE 7200 («Cecil Instruments Ltd.»,
Великобритания), снабжённом регулятором
температуры. Регистрировали количество света,
отражённого при 360 нм, как функцию времени.
Агрегацию инсулина вызвали добавлением ди�
тиотрейтола (DTT). Для количественной оцен�
ки шапероноподобной активности αA�Cry ис�
пользовали следующее уравнение [45, 46]:

% защиты = (1 – Ar/Ar0) × 100,          (1)

где Ar и Ar0 – это площади под поглощением све�
та против времени в присутствии шаперона
(αA�Cry) и при его отсутствии соответственно.

Способность ααA�Cry вызывать рефолдинг дру�
гих белков. Дрожжевая α�глюкозидаза (α�Gls)
полностью разворачивалась и инактивирова�
лась в присутствии 8 М мочевины. Затем рас�
твор фермента разводили в 100 раз фосфатным
буфером в присутствии αA�Cry или при его от�
сутствии. Далее определяли активность α�Gls, и
в качестве индекса рефолдинга рассматривали
восстановление ферментативной активнос�
ти [47].

Способность ααA�Cry восстанавливать фермен�
тативную активность αα�Gls в условиях теплового
стресса определяли с помощью термической
инактивации дрожжевой α�глюкозидазы. Этот
фермент очень чувствителен к высокой темпе�
ратуре, и инкубация при 52 °C через 1 мин при�
водит к потере его активности на 50%. При 46 °C
50%�ная инактивация фермента достигается
примерно за 15 мин [48]. Фермент разводили в
0,1 M фосфатном буфере (pH 7,0) до конечной

концентрации 0,2 Ед./мл и затем инкубировали
при 46 °C в присутствии αA�Cry (0,05 мг/мл) или
при его отсутствии. Для определения кинетики
процесса инактивации фермента его активность
измеряли через каждые 5 мин [49].

Электрофорез белков в SDS�ПААГ. Электро�
форетическую подвижность белков в 12%�ном
полиакриламидном геле оценивали по стандарт�
ному протоколу проведения электрофореза в
SDS�ПААГ [50, 51]. На каждую дорожку нано�
сили по 12,5 мкг белка. Для визуализации бел�
ковых полос гель окрашивали CBB.

Определение концентрации белка. Чтобы оп�
ределить концентрацию αA�Cry человека,
1 мг белка растворяли в 50 мМ фосфатном буфе�
ре (pH 7,4), и определяли концентрацию полу�
ченного раствора белка на спектрофотометре
Т90+ UV�Vis («PG Instruments Ltd.», Китай) при
длине волны 280 нм с использованием коэффи�
циента экстинкции 0,725 для 1 мг/мл раствора
белка [52, 53]. Концентрацию инсулина (коэф�
фициент экстинкции – 1,08 на 1 мг/мл) опреде�
ляли путём измерения его поглощения
при 276 нм.

Статистический анализ. Для анализа данных
использовали однофакторный дисперсионный
анализ ANOVA (One�way ANOVA test) и прог�
рамму Sigma Plot 12. Значение p < 0,05 рассмат�
ривалось как статистически достоверное [54].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка образования ковалентных сшивок в
модифицированном белке ααA�Cry человека с по�
мощью метода электрофореза в SDS�ПААГ. Бел�
ки кристаллины образуют большие олигомер�
ные комплексы, которые играют важную роль в
помутнении хрусталика и образовании катарак�
ты [55]. Пероксинитрит (PON) и метилглиок�
саль (MGO) способствуют образованию ката�
ракты, индуцируя окислительный и карбониль�
ный стресс соответственно в хрусталиках гла�
за [56, 57]. Одним из наиболее распространён�
ных методов оценки образования белковых оли�
гомеров большого размера является электрофо�
рез в SDS�ПААГ, который можно проводить как
в восстанавливающих условиях, так и при отсут�
ствии восстановителей (рис. 1).

В этом исследовании образцы рекомбинант�
ного αA�Cry человека, обработанные PON и
MGO, подвергали электрофорезу, чтобы оце�
нить степень олигомеризации белков и образо�
вание в них перекрестных сшивок [58]. Как по�
казано на рис. 1, в образце, обработанном PON,
в невосстанавливающих условиях полоса, соот�
ветствующая нативному белку, исчезла, и в то же
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время появились белковые олигомеры большо�
го размера. Наблюдались полосы с молекуляр�
ными массами примерно 30–35 кДа, указываю�
щие на перекрестные сшивки модифицирован�
ного белка. Наличие нескольких белковых по�
лос в восстанавливающих условиях указывало
на то, что помимо дисульфидных связей другие
ковалентные связи участвовали в образовании
агрегатов белков с высокой молекулярной мас�
сой (HMM). Обработка αA�Cry человека метил�
глиоксалем также приводила к образованию
высокомолекулярного белка. Эти агрегаты
HMM способствуют развитию катаракты, вызы�
вая помутнение хрусталика и рассеивание пада�
ющего света. Как показано на рис. 1, основная
часть гликированных белков задерживалась из�за
их очень большого размера на границе между
концентрирующим и разделяющим гелем [59,
60]. Также на рис. 1 показаны картины электро�
форетической подвижности в восстанавливаю�
щих и невосстанавливающих условиях модифи�
цированного MGO белка, которые свидетель�
ствуют о том, что в образовании HMM�агрега�
тов участвуют ковалентные связи, отличающие�
ся от дисульфидных ковалентных связей. Более
того, при обработке αA�Cry человека смесью
MGO и PON наблюдались значительные изме�
нения электрофоретической подвижности и ин�
тенсивности окраски белковых полос. Одновре�
менная обработка белка пероксинитритом и ме�
тилглиоксалем также приводила к образованию
HMM�агрегатов. Сравнение картин электрофо�
ретического разделения белков в восстанавли�
вающих условиях и без восстановителей не выя�
вило существенных различий, что позволяет
предположить, что белковые олигомеры сшиты
ковалентными связями, отличными от дисуль�
фидных.

Оценка структуры модифицированного ααA�Cry
с помощью УФ�видимой (UV�Vis) спектрофото�
метрии и флуоресцентной спектроскопии. По дан�
ным UV�Vis спектрофотометрии и флуоресцент�
ной спектроскопии, модификация αA�Cry чело�
века метилглиоксалем и пероксинитритом или
смесью этих реагентов (MGO + PON) приводи�
ла к значительным структурно�функциональ�
ным изменениям белка, образованию новых
хромофоров и олигомеризации белка. Как пока�
зано на рис. 2, a, спектры поглощения белка, об�
работанного PON, указывают на увеличение ко�
личества дитирозина, нитротирозина и нитро�
триптофана, что видно из величин оптического
поглощения при 428 нм (ε428нм = 4200 М−1 см−1),
400 нм (ε400нм = 5200 М−1 см−1) и 330 нм
(ε330нм = 4000 М−1 см−1) соответственно [61–63].

Обработка αA�Cry человека пероксинитритом
вызывала повышение эмиссии между 375

и 405 нм, что предполагает образование дитиро�
зиновых перекрёстных сшивок [64]. Реакция
αA�Cry с метилглиоксалем приводила к макси�
муму поглощения, указывая на образование но�
вых хромофорных групп. Обработка αA�Cry
смесью PON и MGO вызывала значительное
снижение пика поглощения, расположенного
между пиками поглощения αA�Cry после его
инкубации или с PON, или с MGO.

Влияние PON и MGO на структуру αA�Cry
человека дополнительно оценивали по флуорес�
ценции остатков триптофана, тирозина и дити�
розина. Как показано на рис. 2, b и d, белок, мо�
дифицированный PON, MGO (гликированный)
и смесью PON + MGO, демонстрировал сниже�
ние интенсивности флуоресценции остатков ти�
розина и триптофана. Наше исследование выя�
вило способность PON превращать остатки ти�
розина и триптофана в новые хромофоры, такие
как дитирозин, нитротирозин и нитротрипто�
фан. Согласно нашим предыдущим результатам,
для образцов белка, инкубированных с MGO, ха�
рактерны максимумы на двух длинах волн в этой
области из�за переноса энергии от тирозина к
новым хромофорам. Значительное снижение ин�
тенсивности флуоресценции тирозина и трипто�
фана наблюдали после индивидуальной инкуба�
ции αA�Cry человека с PON и MGO [20, 22].

Выявленное снижение интенсивности флуо�
ресценции тирозина и триптофана может быть
связано с крупными структурными изменения�
ми в микроокружении остатков ароматических
аминокислот. Изучение флуоресценции дитиро�
зина (рис. 2, c) выявило неожиданно сильное
увеличение интенсивности флуоресценции бел�
ка, обработанного MGO или смесью PON и
MGO, в то время как образование дитирозина
является специфичным для реакции белка с
PON [29]. Поскольку измерения на спектрофо�
тометре в ближнем ультрафиолетовом диапазо�
не и видимой части спектра показали, что пе�
рекрестные ковалентные сшивки с образовани�
ем дитирозина происходят только в PON�моди�
фицированном белке, пики высокой интенсив�
ности, которые появляются в белке, обработан�
ном метилглиоксалем, или в образцах белка, ин�
кубированных со смесью PON и MGO, могут
быть отнесены на счёт ассоциированных с про�
цессом гликирования хромофоров, пики эмис�
сии которых перекрываются с пиком дитирози�
на. Новые пики эмиссии флуоресценции в бел�
ках, обработанных MGO, и в меньшей степе�
ни – в белке, модифицированном смесью
PON + MGO, указывают на образование специ�
фичных хромофоров [22, 29].

Степень экспонирования гидрофобных по�
верхностей напрямую связана со скоростью аг�
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Рис. 1. Результаты проведения электрофореза в SDS�ПААГ αA�Cry человека. αA�Cry (3 мг/мл) инкубировали с 2 мМ PON
в 50 мМ Na�фосфатном буфере (pH 7,4) при комнатной температуре в течение 30 мин (дорожка 2); с 5 мМ MGO в 200 мМ
Na�фосфатном буфере (pH 7,4) в течение 3 дней при 37 °C (дорожка 3) или со смесью MGO и PON в течение 30 мин при
комнатной температуре, а затем в течение трех дней – при 37 °C (дорожка 4); дорожка 1 – немодифицированный белок
αA�Cry (контроль). Образцы белка анализировали с помощью электрофореза в SDS�PAGE в восстанавливающих и невос�
станавливающих условиях

Рис. 2. Изучение структуры модифицированного αA�Cry с помощью UV�Vis спектрофотометрии и флуоресцентной
спектроскопии. a – Спектры поглощения в диапазоне UV�Vis образцов модифицированного αA�Cry (1 мг/мл) при
200–700 нм. Измерения интенсивности флуоресценции проводили при концентрации белка 0,15 мг/мл. b–d – Анализ об�
разцов модифицированного αA�Cry по флуоресценции тирозина, дитирозина и триптофана после их возбуждения при
длинах волн 280, 320 и 295 нм соответственно. Спектры эмиссии регистрировали в диапазоне 300–500 нм. Ширину щели
фиксировали на уровне 5, 10 и 10 нм для каналов возбуждения и на уровне 10, 20 и 10 нм – для каналов эмиссии для ти�
розина, дитирозина и триптофана соответственно. e – Использование флуоресценции ANS (возбуждение при 365 нм) для
оценки гидрофобности поверхности белка. f – Регистрация флуоресценции ThT (возбуждение при 440 нм) для определе�
ния амилоидогенных свойств модифицированного αA�Cry
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регации белка, а в случае α�Cry влияет на его
шаперонную активность. Изменения структуры
в модифицированном белке были далее изучены
с помощью экспонирования гидрофобных по�
верхностей белка в раствор с использованием
ANS (возбуждение при 365 нм). ANS связывает�
ся с гидрофобными участками белка, экспони�
рованными в водную фазу, что приводит к повы�
шению интенсивности флуоресценции [65]. Как
показано на рис. 2, e, PON�модифицированный
белок демонстрировал значительно более низ�
кую интенсивность флуоресценции ANS, чем
немодифицированный белок. Флуоресцен�
ция ANS в модифицированном метилглиокса�
лем αA�Cry была немного снижена, что свиде�
тельствует о небольшом снижении гидрофоб�
ности поверхности белка. Флуоресценция ANS
в αA�Cry, инкубированном со смесью PON и
MGO, немного увеличивалась. Гидрофобность
играет важную роль в шаперонной активности
αA�Cry и его связывании с белками�мишенями.
Следовательно, изменение количества экспони�

рованных в раствор гидрофобных поверхностей
этого белка в результате его модификации раз�
личными соединениями может играть роль в
модуляции его шаперонной функции.

Возможность образования амилоидных
фибрилл модифицированным αA�Cry исследо�
вали с помощью флуоресцентного зонда ThT,
флуоресценция которого усиливается при его
связывании с поперечной β�складчатой струк�
турой в амилоидных фибриллах [66]. Как пока�
зано на рис. 2, f, флуоресценция ThT увеличива�
лась в образцах белка, модифицированно�
го MGO, но уменьшалась в образцах, одновре�
менно инкубированных с PON и MGO, в срав�
нении с немодифицированным белком. Белок
αA�Cry, обработанный PON, показывал сущест�
венно сниженную флуоресценцию ThT, что ука�
зывает на то, что агрегация αA�Cry человека не
связана с образованием амилоидных фибрилл.

Анализ вторичной структуры модифицирован�
ного ααA�Cry с помощью метода КД. Чтобы выя�
вить изменения в структуре белка αA�Cry, в осо�
бенности в его вторичной структуре, после его
модификации двумя окислительными агента�
ми (PON и MGO), мы изучили спектры КД мо�
дифицированного белка в дальнем ультрафио�
летовом диапазоне [67]. Спектры КД немодифи�
цированных и PON�модифицированных белков
имели минимумы при ~217 нм, что предполага�
ет образование больших количеств β�складча�
тых структур. Отрицательный пик в спектрах
αA�Cry, модифицированного MGO или
PON + MGO был сдвинут к 209 нм, что предпо�
лагает образование α�спиральной структуры.

Как показано на рис. 3, обработка αA�Cry
метилглиоксалем или смесью PON + MGO при�
водила к значительным изменениям вторичной
структуры белка, особенно в случае MGO�мо�
дифицированного белка. Реакция с этими двумя
химическими реагентами привела к переходу от
β�складчатой к α�спиральной структуре. Други�
ми словами, в белке, модифицированном этими
двумя соединениями, ассоциированными с са�
харным диабетом, снижено содержание β�
складчатой структуры и увеличено количество
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αA�Cry

Контроль

PON

MGO

MGO + PON

Таблица 1. Процентное содержание элементов вторичной структуры в различных образцах белка αA�Cry

Случайный клубок

26,5

26,8

26,7

26,6

β�поворот

28,2

28,2

29,4

28,9

β�складчатая структура

41,1

41,0

37,9

39,4

α�спираль

4,2

3,9

6,0

5,1

Рис. 3. Изучение структуры белка αA�Cry человека с ис�
пользованием спектроскопии КД. Для выявления измене�
ний во вторичной структуре были записаны спектры КД в
дальнем ультрафиолетовом диапазоне (far UV�CD spectra)
необработанного белка αA�Cry и его модифицированных
форм при концентрации белка, равной 0,2 мг/мл и
1,5 мг/мл, с использованием оптического пути 0,1 и 1 см
для дальнего и ближнего УФ�КД�спектров соответственно
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α�спиралей (табл. 1). Обработка пероксинитри�
том также вызывала небольшие изменения вто�
ричной структуры белка.

Изучение структуры белка ααA�Cry путём оцен�
ки поверхностного натяжения. Поверхностное
натяжение может быть использовано в качестве
индекса гидрофобности поверхности, чтобы да�
лее определить структурные изменения в бел�
ках [68]. В нашем исследовании мы определили
и сравнили значения поверхностного натяже�
ния для необработанного белка αA�Cry и для его
модифицированных вариантов. Как показано
в табл. 2, поверхностное натяжение модифици�
рованных белков по сравнению с контролем
увеличено. Более ранние результаты показали,
что количество гидрофобных поверхностей бел�
ка, экспонированных в раствор, понижается по
мере увеличения поверхностного натяжения
белка [43, 69]. Повышенное поверхностное на�
тяжение PON�модифицированного белка соот�
ветствовало уменьшению количества гидрофоб�
ных поверхностей, подвергшихся воздействию
растворителя, на что указывает флуоресцен�
ция ANS (рис. 2, е).

Поверхностное натяжение белка, обрабо�
танного PON + MGO, было ниже поверхност�
ного натяжения αA�Cry, обработанного каждым
из этих реагентов по отдельности. Этот вывод
свидетельствует о том, что при взаимодействии
αA�Cry со смесью двух веществ его гидрофоб�
ность немного увеличивалась [70].

Оценка образования хромофоров AGE в моди�
фицированном белке. Окисление может приво�
дить к образованию конечных продуктов глики�
рования (AGE), которые могут играть важную
роль в снижении прозрачности хрусталика гла�
за [71]. В этом исследовании с помощью флуо�
ресцентной спектрометрии при соответствую�
щих длинах волн было изучено образование со�
единений AGE при инкубации αA�Cry человека
с PON и MGO.

Как показано на рис. 4, реакция белка αA�
Cry с MGO приводила к образованию больших
количеств новых флуоресцентных хромофоров.
Когда PON реагировал с гликированным бел�
ком, интенсивность излучения этих хромофо�
ров сильно снижалась, что позволяет предполо�
жить, что хромофоры, полученные в результате
реакции белка с MGO, были чувствительны к
окислению PON.

Для определения этих вновь образующихся
хромофоров образцы белка были подвергнуты
возбуждению при определённых длинах волн.
Мы идентифицировали некоторые соединения
AGE, такие как аргпиримидин (возбуждение
при 322 и 381 нм, рис. 4, a и b), пентозидин (воз�
буждение при 335, 370 и 375 нм, рис. 4, c–e),

K2P (возбуждение при 342 нм, рис. 4, f) и кар�
боксиметиллизин (возбуждение при 352 нм,
рис. 4, g), которые образовывались при гликиро�
вании αA�Cry метилглиоксалем [72].

Шаперонная активность модифицированного
ααA�Cry человека. Агрегация белков хрусталика
глаза является одним из основных факторов
развития помутнения хрусталика и катаракты,
которые можно предотвратить с помощью α�
Cry [73–75]. Мы определили шаперонную ак�
тивность необработанного αA�Cry и его образ�
цов, обработанных различными концентрация�
ми PON и MGO (0,07 и 0,1 мг/ мл), в отношении
индуцированной DTT агрегации инсулина при
40 °C путём регистрации поглощения образцов
при 360 нм. Как видно на рис. 5, шаперонная ак�
тивность белка αA�Cry была значительно увели�
чена после обработки этими реагентами, ассо�
циированными с СД. Наибольшее повышение
шаперонной активности αA�Cry наблюдалось
после его инкубации с обоими реагентами.

Вероятно, что инкубация αA�Cry с MGO
имела решающее значение для повышения его
биологической активности. В целом, получен�
ные нами результаты позволяют предположить,
что реакция αA�Cry человека с PON и MGO по
отдельности или с их смесью усиливает шаперон�
ную активность этого белка и может обладать за�
щитной функцией против различных типов хи�
мических повреждений, ассоциированных с СД.
Усиление шаперонной активности αA�Cry носит
дозозависимый характер (рис. 5, b и d).

Рефолдинг и восстановление активности
дрожжевой αα�глюкозидазы. Мы также оценили
влияние αA�Cry на рефолдинг и восстановление
ферментативной активности дрожжевой α�Gls,
подвергнутой тепловому и химическому (моче�
вина) развёртыванию, используя методику, опи�
санную в работе Khoshaman et al. [76]. Как пока�
зано на рис. 6, a, белок αA�Cry, обработанный
PON, MGO или смесью PON + MGO, немного
лучше восстанавливал ферментативную актив�
ность α�Gls по сравнению с необработанным
шапероном.
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αA�Cry

Контроль

PON

MGO

MGO + PON

Таблица 2. Поверхностное натяжение различных образцов
белка αA�Cry

Поверхностное натяжение (мН/м)

45,4 ± 1,3

48,1 ± 1,6

50,1 ± 1,5* 

47,8 ± 1,3

∗ p < 0,05
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Как видно из рис. 6, a, модифицированный
белок αA�Cry лучше предотвращал тепловую
инактивацию дрожжевой α�Gls, чем немодифи�
цированный белок. На основании этих резуль�

татов можно предположить, что немодифици�
рованный и модифированный белки αA�Cry бу�
дут иметь различную антиагрегационную спо�
собность. Однако немодифицированный αA�Cry
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Рис. 4. Обнаружение хромофоров AGE в αA�Cry человека. Возможное образование аргпиримидина (a и b), пентозиди�
на (c, d и e), K2P (f) и карбоксиметиллизина (g) в модифицированном αA�Cry была изучена с помощью флуоресцентной
спектроскопии при длинах волн возбуждения: 322 и 381 нм (a и b); 335, 370 и 375 нм (c, d и e); 342 нм (f) и 352 нм (g). Ши�
рина щели при возбуждении/эмиссии была установлена на 10 нм. Концентрация αA�Cry составляла 0,15 мг/мл
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восстанавливал активность α�Gls, денатуриро�
ванной мочевиной, более эффективно, чем мо�
дифицированные белки (рис. 6, b).

Защитная роль ASA и GSH против структурно�
функциональных изменений ααA�Cry человека, мо�
дифицированного соединениями, ассоциированны�
ми с СД. Аскорбиновая кислота и глутатион яв�

ляются двумя основными компонентами анти�
оксидантной системы, которая защищает клетки
от окислительного и карбонильного стрессов, и
они играют ключевую роль в предотвращении
прогрессирования катаракты в тканях хрустали�
ка глаза [77, 78]. Как показано на рис. 7, ASA час�
тично устраняет перекрёстное сшивание αA�Cry
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Рис. 6. Способность модифицированного αA�Cry человека к рефолдингу и восстановлению активности α�Gls. a – Терми�
ческое разворачивание дрожжевого α�Gls в присутствии и при отсутствии модифицированного и немодифицированного
αA�Cry определяли по восстановлению ферментативной активности α�Gls через определенные промежутки времени.
b – Рефолдинг дрожжевой α�Gls после денатурации мочевиной, инициированный 100�кратным разведением в буфере для
рефолдинга в присутствии модифицированного и немодифицированного αA�Cry

Рис. 5. Шапероноподобная активность αA�Cry после модификации пероксинитритом и метилглиоксалем. Индуцирован�
ную DTT агрегацию бычьего панкреатического инсулина измеряли в присутствии 0,07 мг/мл (a и c) и 0,1 мг/мл (b и d) не�
модифицированного и модифицированного αA�Cry. Агрегацию инсулина регистрировали при 360 нм в течение 30 мин.
b и d – Шапероноподобная активность αA�Cry, выраженная в виде процента защиты (%), рассчитанного с использовани�
ем уравнения (1). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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и образованные большие белковые комплексы,
возникшие в результате реакции белка с PON и
MGO или смесью этих соединений.

GSH в значительной степени предотвращал
агрегацию белка αA�Cry и образование HMM.
Эффект GSH + ASA был почти таким же, как и
у одного GSH, и в значительной степени предо�
твращал агрегацию модифицированного белка.

Особенности агрегации ααA�Cry человека в
присутствии PON и MGO. Чтобы изучить влия�
ние модификации белка αA�Cry на его агрега�
цию и олигомеризацию, мы определили гидро�
динамические радиусы олигомеров с помощью
метода динамического рассеяния света (DLS)
[79]. Как показано на рис. 8, a, средний размер
олигомеров белка αA�Cry (немодифицирован�
ный) человека составлял 13,51 нм. Модифика�
ция белка пероксинитритом или метилглиокса�

лем или их смесью (рис. 8, b–d соответственно)
уменьшала средний гидродинамический радиус
олигомеров до 12,71; 11,44 и 10,38 нм соответ�
ственно.

Шаперонная активность αA�Cry была обрат�
но пропорциональна распределению его олиго�
меров по размерам. Иными словами, реакция с
ассоциированными с СД соединениями увели�
чивает шаперонную активность αA�Cry. Умень�
шение размера и повышение активности шапе�
рона были особенно значительными для αA�Cry,
модифицированного PON и MGO.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Являясь одним из активаторов окислитель�
ного и карбонильного стресса, хроническая
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Рис. 7. Анализ белка αA�Cry человека с помощью электрофореза в SDS�ПААГ в присутствии ASA и GSH. Препараты не�
модифицированного и модифицированного белков αA�Cry человека инкубировали с ASA и GSH (10 мМ) по отдельнос�
ти или с их смесью. После окончания инкубации 15 мкг каждого образца белка наносили на 12%�ный гель в присутствии
восстановителей. Профили SDS�ПААГ белка, модифицированного PON (a), белка, модифицированного MGO (b), и бел�
ка, модифицированного смесью MGO + PON (c). Дорожка 1 – немодифицированный белок. Дорожки 2–4 – белки, мо�
дифицированные соответствующим реагентом при отсутствии (дорожка 2) или в присутствии ASA (дорожка 3), GSH (до�
рожка 4) или смеси ASA и GSH (дорожка 5)
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(длительная) гипергликемия может неблагопри�
ятно влиять на различные органы, включая хрус�
талик глаза. Структурные изменения белков
хрусталика глаза под воздействием окислитель�
ного/карбонильного стрессов приводят к обра�
зованию как возрастной, так и диабетической
катаракты [80–82]. Сахарный диабет сопровож�
дается усилением химической модификации
белков и липидов, скорее всего из�за карбониль�
ного и окислительного стресса, изменяющего
функции белков [83]. Карбонильные группы ре�
активных карбонильных частиц (RCS) могут ата�
ковать аминогруппы в аминокислотах, пептидах
или белках с образованием соединений AGE и
вызывать карбонильный стресс, за которым сле�
дует окислительный стресс и повреждения тка�
ней. Метилглиоксаль, как важный представитель
RCS, ассоциирован с гипергликемией как при
СД 1�го, так и при СД 2�го типов и связанными с
СД осложнениями, такими как нефропатия, бо�

лезнь Альцгеймера и катаракта [84, 85]. Следова�
тельно, RCS может способствовать развитию диа�
бета и его осложнений [86]. Кроме того, СД ассо�
циирован с повышенным окислительным стрес�
сом, который играет важную роль в развитии ос�
ложнений и сопровождается образованием PON.
Являясь сильным окислителем, PON атакует
различные биомолекулы, что приводит к образо�
ванию производных аминокислот, таких как
нитротирозин, дитирозин и нитротриптофан
[87, 88]. Поскольку и MGO, и PON являются вы�
сокореактивными модификаторами белков, вы�
рабатываемыми в относительно высоких количе�
ствах во время гипергликемии, и способны мо�
дифицировать любые белки, их возможное учас�
тие в модификации белков хрусталика может
привести к сильным структурным и функцио�
нальными изменениям этих белков [89].

В нашем предыдущем исследовании было
показано, что MGO и PON играют ключевую
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Рис. 8. Анализ белка αA�Cry с использованием DLS. Олигомеры немодифицированного белка αA�Cry (a); белка, моди�
фицированного PON (b); белка, модифицированного MGO (c), и белка, модифицированного PON + MGO (d), исследо�
вали на гидродинамическое распределение по размерам. Перед проведением измерений образцы белка разводили в 50 мМ
фосфатно�солевом буфере (pH 7,4) до концентрации 2 мг/мл. Распределение размеров представлено для относительного
объёма. На вставках – относительная интенсивность рассеяния
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роль в изменении структуры, олигомеризации и
агрегации белков хрусталика [22]. В настоящей
работе мы показали, что эти два ассоциирован�
ных с СД соединения не только сильно меняют
вторичную и четвертичную структуры αA�Cry
человека (рис. 2, 3, и 8), но также они повыша�
ют его шаперонную активность (рис. 5 и 6, a).
Другими словами, повреждения структуры бел�
ка αA�Cry, возникшие в результате его реакции
с этими двумя соединениями, могут быть в ка�
кой�то степени компенсированы повышением
шаперонной активности белка. Является ли это
защитным механизмом, развившимся в глазных
линзах для ослабления/предотвращения моле�
кулярного повреждения, связанного с СД?
Вступая в реакцию с αA�кристаллином челове�
ка, эти небольшие и высокореактивные моле�
кулы, содержание которых резко возрастает
при диабете, могут индуцировать особую кон�
формацию белка с более высокой активностью.
В белке αA�Cry имеются несколько пептидных
фрагментов, которые играют ключевую роль в
его шаперонной активности [90], и реакция
этого белка с MGO и PON может приводить к
экспонированию этих аминокислотных после�
довательностей, обеспечивая лучшие условия
для взаимодействия белка αA�Cry с белками�
клиентами. Предыдущие исследования показа�
ли, что четвертичная структура α�Cry находится
в тесной связи с его шаперонной актив�
ностью [91]. Этот белок существует в состоянии
равновесия в основном между димером и оли�
гомером. Такое равновесие, и в особенности
размер олигомеров, играют важную роль в про�
явлении его шаперонной активности [92]. Во
многих исследованиях показано, что уменьше�
ние размеров олигомеров белка αA�Cry приво�
дит к повышению его шаперонной активнос�
ти [93]. Как показано на рис. 8, реакция PON и
MGO с αA�Cry человека уменьшала размер его
олигомеров и в то же время увеличивала его ша�
перонную активность. Эти наблюдения нахо�
дятся в соответствии с результатами предыду�
щих работ [94]. Результаты, полученные при
анализе картины электрофоретической под�
вижности (рис. 1), позволяют предположить,
что αA�Cry, обработанный MGO, склонен к об�
разованию поперечно�сшитых агрегатов HMM.
Ковалентное сшивание этого белка наблюда�
лось, хотя и в меньшей степени, при инкубации
αA�Cry с одним PON или с PON + MGO. Более
того, модификация αA�Cry человека с PON и
MGO индуцировала образование в структуре
белка новых хромофоров (рис. 4). Также PON и
MGO вызывали структурные изменения αA�
Cry, приводящие к увеличению поверхностного
натяжения белка (рис. 2 и 3; табл. 1 и 2). Эти

повреждения структуры в значительной степе�
ни были снижены в присутствии двух сильных
антиоксидантных соединений (GSH и ASA)
(рис. 7).

Для поддержания биологической целостнос�
ти клеток и тканей необходим баланс между
производством и катаболизмом оксидантных
молекул. По этой причине в тканях глаза имеет�
ся мощная система антиоксидантной защиты,
предотвращающая повреждения, вызванные из�
бытком метаболитов кислорода. Антиоксидант�
ная защита глазной системы включает в себя
ферменты, белки, ASA, GSH, аминокислоты
(цистеин и тирозин), мочевую кислоту и др. Не�
давние исследования указывают на то, что GSH
и ASA являются важными антиоксидантами, за�
щищающими белки хрусталика глаза от окисли�
тельных агентов, что важно для нормального
функционирования эпителия хрусталика [95].
В нашем исследовании GSH продемонстриро�
вал более выраженный эффект в предотвраще�
нии структурных повреждений, вызываемых со�
единениями, ассоциированными с сахарным
диабетом (рис. 7).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, результаты нашего исследо�
вания показывают, что два ассоциированных
с СД соединения (метилглиоксаль и перокси�
нитрит) вызывают важные структурные измене�
ния в αA�Cry человека. Эти два высокореакци�
онноспособных соединения могут существенно
изменять вторичную, третичную и четвертич�
ную структуры белка. В то же время их химичес�
кое взаимодействие с αA�Cry повышает его ша�
перонную активность. Повышенная шаперон�
ная активность этого белка связана с уменьше�
нием размера его олигомеров. Антиоксидант�
ные соединения (GSH и ASA) оказались способ�
ны обращать структурные изменения в белке
αA�Cry. Вероятно, что повышение шаперонной
активности αA�Cry человека связано с его не�
полным окислением. Повышение шаперонной
активности этого белка при окислении может
играть важную роль в преодолении деструктив�
ных эффектов окислительного стресса в хруста�
лике глаза больных сахарным диабетом.
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RELATIONSHIP BETWEEN THE STRUCTURE AND CHAPERONE
ACTIVITY OF HUMAN ααA�CRYSTALLIN AFTER ITS MODIFICATION

WITH DIABETES�ASSOCIATED OXIDATIVE AGENTS
AND PROTECTIVE ROLE OF ANTIOXIDANT COMPOUNDS
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2 Department of Pathology, School of Veterinary Medicine, Shiraz University, Shiraz, Iran

3 Institute of Biochemistry and Biophysics (IBB), University of Tehran, Tehran, Iran
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of the Russian Academy of Sciences, 119071 Moscow, Russia

The study was aimed to evaluate the impact of peroxynitrite (PON, oxidative stress agent in diabetes), methylglyoxal
(MGO, diabetes�associated reactive carbonyl compound), and their simultaneous application on the structural and
functional features of human αA�crystallin (αA�Cry) using various spectroscopy techniques. Additionally, the surface
tension and oligomer size distribution of the treated and untreated protein were tested using tensiometric analysis and
dynamic light scattering, respectively. Our results indicated that the reaction of PON and MGO with human αA�Cry
leads to the formation of new chromophores, alterations in the secondary to quaternary protein structure, reduction
in the size of protein oligomers, and significant enhancement in the chaperone activity of αA�Cry. To reverse the
effects of the tested compounds, ascorbic acid and glutathione (main components of lens antioxidant defense system)
were applied. As expected, the two antioxidant compounds significantly prevented formation of high molecular weight
aggregates of αA�Cry (according to SDS�PAGE). Our results suggest that the lens antioxidant defense system, in par�
ticular, glutathione, may provide a strong protection against rapid incidence and progression of diabetic cataract by
preventing the destructive reactions of highly reactive DM�associated metabolites.

Keywords: human αA�crystallin, diabetic cataract, lens antioxidant, protein structure, chaperone activity
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В обзоре рассматриваются структурно�функциональные особенности строения хрусталика, с одной сторо�
ны, обеспечивающие его исключительные оптические свойства, а с другой – приводящие к возникновению
катаракты. Отсутствие клеточных органелл в волоконных клетках, высокая концентрация белка
(до 900 мг/мл) в цитоплазме минимизируют светорассеяние в хрусталике и обеспечивают его прозрачность.
Низкая концентрация кислорода, мощные системы защиты (антиоксиданты, антиоксидантные ферменты,
шапероноподобный белок α�кристаллин и др.) поддерживают прозрачность хрусталика в течение жизни
организма. С другой стороны, способность кристаллинов накапливать с возрастом посттрансляционные
модификации, снижающие устойчивость белков к окислительному стрессу, является важнейшим факто�
ром, способствующим образованию катаракты. На основе анализа морфологических и биохимических дан�
ных о возникновении и развитии катаракт разной этиологии (возрастная, радиационная, ультрафиолето�
вая, диабетическая и др.) авторы высказывают гипотезу о едином механизме, лежащем в основе возникно�
вения помутнения хрусталика. Указанные катарактогенные факторы вызывают повреждение и гибель кле�
ток хрусталикового эпителия, в результате чего кислород через образовавшиеся дефекты эпителиального
слоя проникает в хрусталик. Это вызывает окислительное повреждение кристаллинов. Белки вследствие
этого денатурируют, агрегируют и образуют так называемые мультиламеллярные тела, что и является глав�
ной причиной помутнения. В обзоре рассматриваются различные подходы к торможению развития помут�
нения (катаракты), в частности, использование комбинации антиоксидантов и соединений, усиливающих
шапероноподобные свойства α�кристаллина. Обсуждается парадокс применения антикатарактальных пре�
паратов, которые в лабораторных исследованиях демонстрируют высокую эффективность, но при широком
использовании в клинике оказываются бесполезны. Такой парадокс – результат позднего применения пре�
паратов. По мнению авторов обзора, выход из создавшегося положения состоит не столько в поиске более
активных антикатарактальных соединений, сколько в развитии новых методов диагностики, которые поз�
волили бы прогнозировать риск возникновения катаракты у пациента и начинать профилактическое лече�
ние задолго до проявления клинических признаков заболевания.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: хрусталик, катаракта, патогенез, кристаллины, малые белки теплового шока, анти�
катарактальные средства.
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ВВЕДЕНИЕ

Целостный взгляд на хрусталик открывает
удивительно логичное построение этого органа.
Выполнение основной физиологической функ�
ции хрусталика как фокусирующей линзы тре�
бует прозрачности ткани хрусталика. Достигает�
ся это с помощью исключительно высокой кон�
центрации белка в цитоплазме волоконных кле�
ток хрусталика. Действительно, во�первых, при
концентрациях белка порядка 400–900 мг/мл

коэффициент преломления цитоплазмы срав�
ним с коэффициентом преломления плазмати�
ческой мембраны клетки, что исключает свето�
рассеяние на мембранах. Во�вторых, за счёт ку�
лоновских взаимодействий в цитоплазме воло�
конных клеток хрусталика минимизируются
флуктуации концентрации белка, а именно
флуктуации концентрации, на границе которых
существует значительный градиент коэффици�
ента преломления среды, представляют собой
физическую основу светорассеяния коллоид�
ных растворов.

Отсутствие возможности в изолированной
ткани хрусталика удалять поврежденные струк�
туры (клетки, молекулы белка и др.) предопре�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода, а.о. – аминокислотные остатки.

* Адресат для корреспонденции.

Посвящается памяти Бориса Ивановича Курганова



МУРАНОВ, ОСТРОВСКИЙ

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  2  2022

178

деляет необходимость существования в хруста�
лике системы поддержания структурной ста�
бильности белковых молекул. Примером может
служить α�кристаллин – шапероноподобный
белок, предупреждающий агрегацию дестабили�
зированных молекул.

Следуя этой логической цепочке, в настоя�
щем обзоре мы постараемся рассмотреть и свя�
зать воедино многочисленные эксперименталь�
ные данные, касающиеся как механизмов, обес�
печивающих прозрачность хрусталика, так и ме�
ханизмов, лежащих в основе её потери (катарак�
тогенез) и указывающих пути предотвращения
потери прозрачности хрусталика.

СТРОЕНИЕ И МОРФОГЕНЕЗ ХРУСТАЛИКА

Главным элементом глаза, фокусирующим
изображение на сетчатке, является хрусталик.
Хрусталик «подвешен» с помощью цинновой
связки непосредственно за радужной оболоч�
кой, которая разделяет глаз на переднюю и зад�
нюю камеры. Образование хрусталика начина�
ется на ранних стадиях эмбрионального разви�
тия (рис. 1).

На 11 день внутриутробного развития мыши
хорошо различим пузырёк отделившейся экто�
дермы (рис. 1, a), который уплощается и образу�
ет двухслойный зачаток хрусталика (рис. 1, б).
Под воздействием ростовых факторов сетчатки
примыкающие к ней клетки зачатка хрусталика
начинают вытягиваться и образуют слой длин�
ных волоконных клеток (рис. 1, в1). В результате

образуется первичное ядро хрусталика. Клетки
слоя, отдалённого от сетчатки, превращаются в
клетки кубического эпителия. По периферии
передней поверхности хрусталика клетки эпите�
лия, образующие замкнутый круг, начинают ак�
тивно делиться. Постепенно они сдвигаются к
экватору хрусталика, образуя меридиональные
ряды (рис. 1, в2). Клетки, находящиеся в эквато�
риальной зоне хрусталика, вытягиваются и обра�
зуют вторичные волоконные клетки (рис. 1, г).
В процессе формирования волоконные клетки
теряют органеллы (ядра, митохондрии и др.) и в
конечном итоге превращаются практически в
«мешки» с цитоплазмой. Постепенно образуют�
ся всё новые и новые волокна, которые окружа�
ют ядро хрусталика всё новыми и новыми слоя�
ми (рис. 1, д). Волоконные клетки настолько
плотно прилегают друг к другу, что в сечении
имеют форму равностороннего шестиугольни�
ка. Таким образом, в хрусталике формируются
три зоны: 1) слой кубического эпителия, высти�
лающий изнутри переднюю поверхность капсу�
лы хрусталика, 2) кортикальный слой, образо�
ванный формирующимися волоконными клет�
ками и 3) ядро, состоящее из терминально диф�
ференцированных волоконных клеток. Клетки
выделяют гликопротеины, которые образуют
капсулу снаружи хрусталика. Активные метабо�
лические процессы, сопровождающие форми�
рование хрусталика, требуют интенсивного об�
мена веществ. Такой обмен обеспечивается со�
судистой оболочкой, которой окружён хруста�
лик в ходе внутриутробного развития. Впослед�
ствии питающая хрусталик кровеносная систе�
ма рассасывается.

Форма и размер хрусталика у животных раз�
ных видов широко варьируют и не коррелиру�
ют ни с размером самого животного, ни с диа�
метром глазного яблока. Вариации формы и
размера хрусталика у животных разных видов
можно рассматривать как адаптацию к среде
обитания. Например, хрусталик крысы близок
по форме к сфере, коэффициент его преломле�
ния в районе главной оптической оси равен ко�
эффициенту преломления чистого белка (1,45),
то есть раствору белка с содержанием воды,
стремящимся к нулю. Поэтому хрусталик кры�
сы очень твёрд и практически не обладает спо�
собностью к аккомодации. Действительно,
грызунам не требуется «рассматривать» пред�
меты вдали, а в их ориентации в пространстве
ведущую роль играют осязание и обоняние.
У приматов, в том числе и у человека, зрение,
напротив, играет ведущую роль во взаимодей�
ствии со средой. Поэтому хрусталик у них спо�
собен фокусировать на сетчатке изображения
объектов с разных расстояний и практически

Рис. 1. Схема формирования хрусталика. (Объяснения –
в тексте)
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без аберраций. Это достигается тем, что в ядре
хрусталика, через которое проходит основной
световой поток, отсутствует градиент коэффи�
циента преломления [1–3].

ОСНОВНЫЕ ФУНКЦИИ ХРУСТАЛИКА

Хрусталик в глазу выполняет две основные
физиологические функции: фокусирование
изображения на сетчатке и световую фильтра�
цию. У млекопитающих ведущую роль в акко�
модации играет изменение кривизны поверх�
ности хрусталика, тогда как у рептилий и у птиц
изменяется кривизна и хрусталика, и рогови�
цы [4]. Структура и организация волоконных
клеток являются ключевыми компонентами ме�
ханизма аккомодации, поскольку от них зависят
упругие свойства хрусталика, обеспечивающие
его «округление» [5–8]. Поскольку с возрастом
количество слоёв волоконных клеток увеличи�
вается, жёсткость хрусталика возрастает. След�
ствием этого становится неспособность хруста�
лика изменять кривизну за счёт своих упругих
свойств – возникает старческая дальнозоркость.

Хрусталики многих животных содержат хро�
мофоры, поглощающие свет в области
300–400 нм. Хромофорами служат соединения
различных химических групп. Так, у рыб – это
микоспорино�подобные аминокислоты [9], у
дневного геккона (Lygodactylus picturatus) – это
3,4�дигидроретинол [10]; у приматов, серых бе�
лок (Spermophilus tridecemlineatus) и рыбок гура�
ми (Trichogaster) в качестве УФ�фильтров ис�
пользуются производные триптофана [11–13].
Надо отметить, что хрусталики лабораторных
животных (крысы, кролики, мыши), крупного
рогатого скота и домашних кур вообще не со�
держат УФ�фильтров. Можно считать доказан�
ным, что у дневных сухопутных животных окра�
шенный хрусталик выполняет роль светофильт�
ра, защищающего сетчатку от опасности пов�
реждающего действия ультрафиолетового и
сине�фиолетового света [14–17].

На основе этих сведений в середине 80�х гг.
прошлого века были созданы интраокулярные
линзы «Спектр», имеющие желтоватую окраску
хрусталика человека 45–50�летнего возрас�
та [18]. Анализ отдалённых результатов имплан�
таций более 1 300 000 таких хрусталиков пока�
зал, что они надежно защищают сетчатку и пиг�
ментный эпителий от опасности фотоповрежде�
ния и заметно улучшают качество зрительного
восприятия [19].

Пожелтение хрусталика у человека является
результатом фотохимических превращений
триптофана с образованием кинуренина, 3�ОН�

кинуренина и 3�ОН�кинуренин�О�гликозида.
Наличие хромофоров в хрусталике, которые
могли бы вызывать фотохимическое поврежде�
ние белков хрусталика, компенсируется корот�
ким временем жизни возбуждённых состояний
молекул хромофоров и низким уровнем кисло�
рода (2 мм рт. ст.) в ткани хрусталика [20]. Кон�
центрация в хрусталике 3�ОН�кинуренин�О�
гликозида с возрастом падает, происходит его
связывание с белками – образуются так называ�
емые желтые белки, у которых резко снижена
способность рассеивать поглощённую световую
энергию и увеличена способность индуцировать
образование активных форм кислорода
(АФК) [21].

БИОХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ ХРУСТАЛИКА

Первые биохимические исследования хрус�
талика, упомянутые в литературе, относятся к
концу XIX века, когда Морнером был выделен
растворимый белок хрусталика, названный
кристаллином (цитируется по [22]). В 50�х гг.
прошлого века сначала Орехович с сотр. [23], а
потом Resnik [24] выделили из растворимых
фракций белков хрусталика три фракции разно�
го молекулярного веса, которые были названы
α�, β� и γ�кристаллинами.

Хрусталик содержит около 35% белков,
1% липидов и 64% воды. Белки хрусталика при�
нято разделять на водорастворимые и водоне�

Рис. 2. Профиль элюции растворимых белков кортекса и
ядра хрусталика крупного рогатого скота (колонка
2,5 × 90 см, Toyopearl HW55 fine). Синяя пунктирная ли�
ния – кортекс, голубая непрерывная линия – ядро.
αH�Кристаллин > 1500 кДа, α�кристаллин – 700 кДа,
βH�кристаллин – 160 кДа, βL�кристаллин – 46 кДа, γ�крис�
таллин – 20 кДа
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растворимые [25]. Более 90% растворимых бел�
ков хрусталика приходится на долю α�, β� и
γ�кристаллинов [26]. Хрусталик имеет неодно�
родный белковый состав. В ядре преобладают
фракции высокомолекулярных форм α�,
β�кристаллинов и γ�кристаллина, тогда как в
кортексе основными белками являются α� и
βL�кристаллины (рис. 2).

α�Кристаллин принадлежит к семейству ма�
лых белков теплового шока, в то время как β� и
γ�кристаллины входят в суперсемейство,
родственное стрессовым белкам прокариот [27].
Соотношение α�, β� и γ�кристаллинов в тканях
хрусталика меняется с возрастом, что обуслов�
лено особенностями синтеза разных типов бел�
ков в онтогенезе [28]. Кроме кристаллинов,
клетки хрусталика содержат белки цитоскелета,
мембранные белки и цитоплазматические фер�
менты. Однако именно кристаллины играют
ключевую роль в обеспечении оптических
свойств хрусталика.

α�Кристаллин – олигомерный белок с моле�
кулярной массой 160–1000 кДа; он образован
двумя полипептидами – αA� и αB�кристаллина�
ми массой около 20 кДа. Как и другие малые
белки теплового шока, α�кристаллин обладает
способностью блокировать агрегацию дестаби�
лизированных белков и играет важную роль в
поддержании прозрачности хрусталика. Более
подробно особенности строения и функции α�
кристаллина будут обсуждены ниже.

β�Кристаллины – структурные белки, преоб�
ладающие по содержанию в хрусталике (до 60%
всех кристаллинов). Это комплексная группа
олигомерных белков. Различают две основные
подгруппы, а именно βА� (кислые) и βB� (ще�
лочные) кристаллины, каждая из которых пред�
ставлена четырьмя изоформами, обозначаемы�
ми арабскими цифрами 1–4. Субъединицы β�
кристаллинов комбинируются в разных сочета�
ниях с образованием гомо� и гетероолигомеров.

γ�Кристаллины, имеющие молекулярную
массу около 20 кДа, представлены семью изо�
формами и обозначаются латинскими буква�
ми A–F, а также буквой S. γ�Кристаллины суще�
ствуют только в виде мономеров [29, 30].

Молекулы β/γ�кристаллинов имеют двухдо�
менную структуру. Каждый из доменов содер�
жит по два гомологичных мотива «греческого
ключа», составленного из четырёх антипарал�
лельных β�структур, образующих клиновидный
β�сэндвич с двусторонней симметрией. В отли�
чие от γ�кристаллинов β�кристаллины имеют
удлинённые N�концевые и С�концевые после�
довательности – «руки», которые играют важ�
ную роль в олигомеризации β�кристалли�
нов [31]. При исследовании экспрессии генов,

кодирующих все известные 17 кристаллинов,
показано, что активность экспрессии генов
сильно варьирует в зависимости от степени
дифференцировки и, соответственно, локализа�
ции волоконной клетки [28].

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ
ПРОЗРАЧНОСТИ ХРУСТАЛИКА

Первые попытки подойти к вопросу о моле�
кулярных основах прозрачности хрусталика бы�
ли предприняты в 1962 г. Troekel [22]. Позднее
Benedek [32] разработал теоретические основы
прозрачности хрусталика. Минимальное свето�
рассеяние концентрированного раствора белка,
которым и является цитоплазма волоконных
клеток хрусталика, обеспечивается простран�
ственным упорядочением близлежащих моле�
кул белка [33].

Исследования методом малоуглового рассе�
яния рентгеновских лучей кортекса и ядра цело�
го хрусталика животных разных классов (рыбы,
земноводные, млекопитающие) показали, что
периодическое изменение плотности белка,
свидетельствующее об упорядоченности белков,
присутствует только в кортексе, но не в ядре
хрусталиков [34]. Аналогичные результаты так�
же с использованием малоуглового рассеяния
рентгеновских лучей были получены в работе
Mirarefi et al. [35]. Авторы исследовали срезы
хрусталика, что позволило более точно позици�
онировать исследуемый отдел. По всей види�
мости, отсутствие упорядоченности белка в ядре
является кажущимся. В действительности
пространство между флуктуациями плотности
белка заполнено низкомолекулярным γ�крис�
таллином. Таким образом, кортикальную часть
хрусталика отличает от ядерной области нали�
чие флуктуаций концентрации белка. Это под�
тверждается тем, что светорассеяние кортекса
хрусталика превосходит светорассеяние его
ядерной области [36, 37].

ПОМУТНЕНИЕ ХРУСТАЛИКА – КАТАРАКТА

Помутнение хрусталика или катаракта явля�
ется основной причиной слабовидения и слепо�
ты в мире [38]. Помутнения хрусталика класси�
фицируют по локализации помутнения (ядер�
ная, кортикальная, диффузная и др.), по внеш�
нему виду (голубая, черная, дисковидная, по�
рошкообразная, кораллообразная и т.д.), по этио�
логической причине (возрастная, диабетичес�
кая (сахарная), радиационная и т.д.), а также по
времени образования (наследственная, неона�



БИОХИМИЯ ХРУСТАЛИКА ГЛАЗА: НОРМА И КАТАРАКТОГЕНЕЗ

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  2  2022

181

тальная, ювенильная, пресенильная и сениль�
ная) [39]. Однако, с нашей точки зрения, ката�
ракты удобно разделить на две большие группы:
наследственные и приобретенные.

Наследственные катаракты относят к так на�
зываемым Менделевским заболеваниям. Под�
робно генетика и патофизиология наследствен�
ных катаракт рассмотрена в нескольких обзо�
рах [40–42].

Среди основных этиологических причин
возникновения приобретённых помутнений
хрусталика называют, прежде всего, возраст, за�
тем следуют ультрафиолетовый свет, диабет, ле�
чение системными стероидами, радиацию
[43–46]. Интересно отметить, что в 2012 г. была
существенно снижена (с 2 до 0,6 Гр) норма ми�
нимальной дозы радиоактивного излучения,
вызывающая образование катаракты у челове�
ка [47]. Необходимо отметить вклад мутаций ге�
нов в формирование приобретённой катаракты.
Дефектный белок может лишь со временем при
воздействии каких�либо неблагоприятных фак�
торов проявить свои негативные свойства. При�
мером может быть дефектный βA3�кристаллин,
который характерен для аутосомно�доминант�
ной зонулярной катаракты и обладает понижен�
ной устойчивостью к действию ультрафиолета
по сравнению с белком дикого типа [48–50].

Исследование микроскопической картины
возрастных катаракт показало, что в хрусталиках
обнаруживаются различного рода морфологи�
ческие изменения – изменения формы волокон�
ных клеток, разрывы мембран, появление вакуо�
лей, набухание клеток и др. [51–54]. При диабе�
тической катаракте отмечено образование боль�
шого количества набухших волоконных кле�
ток [55]. Радиационная катаракта сопровождает�
ся нарушением упаковки волоконных клеток
задней кортикальной зоны хрусталика [56].
Вместе с тем оценить вклад тех или иных морфо�
логических дефектов в увеличение светорассея�
ния долгое время не представлялось возможным.

В цикле работ, проведённых в лаборатории
Костелло, на основе расчётов с использованием
теории рассеяния Густава Ми были выявлены
структуры, ответственные за помутнение. Оказа�
лось, что перечисленные выше морфологичес�
кие изменения клеток хрусталика не могут быть
причиной помутнения [57]. Главными «рассеи�
вателями» света в хрусталике являются флуктуа�
ции концентрации белка в цитоплазме волокон�
ных клеток и так называемые мультиламелляр�
ные тела, присутствующие в этих клетках хруста�
лика [58–62]. Мультиламеллярные тела – это бе�
лок�липидные образования сферической формы
и размером порядка 1–4 мкм. Их количество в
прозрачном и катарактальном хрусталике одного

возраста различается в 7,5 раз [63, 64]. Удиви�
тельно, но высокомолекулярные агрегаты, появ�
ление которых в хрусталике связывали с помут�
нением, не могут создать достаточный уровень
флуктуаций концентрации белка, необходимый
для увеличения светорассеяния [62].

Ключевая роль нарушения ближнего поряд�
ка упаковки белковых молекул в возникновении
помутнения хрусталика была предсказана ещё в
1971 г. Benedek [32], однако экспериментальное
подтверждение этому предположению было по�
лучено только через 50 лет [58]!

ЕДИНЫЙ МЕХАНИЗМ КАТАРАКТОГЕНЕЗА

Классификация катаракт по этиологическо�
му признаку вызывает естественное предполо�
жение, что и механизмы возникновения различ�
ных видов катаракт должны различаться. Для
проверки этого предположения было исследо�
вано появление и развитие помутнений хруста�
лика, возникающих при действии катарактоген�
ных факторов, механизмы действия которых
должны принципиально различаться [65–68].
Так, по сложившимся к 2010 г. представлениям,
радиационная катаракта возникала вследствие
нарушений пролиферации клеток эпителия и
образования дефектов упаковки волоконных
клеток в заднем кортикальном пространстве [69,
70]. В механизме действия ультрафиолета, наря�
ду с воздействием на эпителий, большую роль
отводили прямому фотохимическому поврежде�
нию белка [71]. Развитие старческой катаракты
связывали с возрастными дегенеративными из�
менениями ткани хрусталика [72].

Нами были проведены эксперименты на од�
ной линии мышей (гибрид F1(C57BlXCBA))
двойным слепым методом в условиях одного ви�
вария [67]. Было обнаружено, что в хрусталике
животных, получавших столь разные по своей
природе воздействия – облучение гамма�луча�
ми, облучение ультрафиолетом диапазона А и
старение – образуются одинаковые типы помут�
нений. У животных всех групп наблюдали диф�
фузные и ограниченные (точечные, нитевид�
ные, кораллообразные и др.) помутнения, кото�
рые затрагивали как кортикальную, так и ядер�
ную зоны хрусталика. Действие этих факторов
различалось только по интенсивности: наиме�
нее катарактогенным был фактор возраста, эф�
фект воздействия ультрафиолета и радиации в
использованных дозах был примерно одинаков,
наиболее «вредным» было совместное действие
нескольких факторов. При исследовании мик�
роскопической структуры тканей катаракталь�
ных хрусталиков во всех экспериментальных
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группах, по сравнению с молодыми 3�месячны�
ми животными, обнаруживались лишь неспеци�
фические изменения, связанные со старением
животных, а именно: уплощение клеток эпите�
лия, вакуолизация и дефрагментация их ядер,
образование участков свободных от клеток и
многослойных структур из фибробласто�подоб�
ных клеток, появление в цитоплазме волокон�
ных клеток микровакуолей, набухание и слия�
ние клеток кортекса [66]. При анализе белково�
го состава, проведённого методом разностного
электрофореза, также не было найдено разли�
чий между исследованными группами [65, 68].

Важные данные по сравнительному разви�
тию радиационной и старческой катаракты бы�
ли получены в группе Пендерграсса. При иссле�
довании хрусталиков молодых и старых мышей
линии C57BL/6 выяснилось, что у старых мы�
шей (27–31 мес.) наблюдается образование в
слое эпителия больших участков свободных от
клеток. В кортексе хрусталика было обнаружено
присутствие ядер, митохондрий, что свидетель�
ствовало о нарушении процесса дифференци�
ровки волоконных клеток. У молодых (3 мес.) и
годовалых мышей таких изменений отмечено не
было. Однако если 3�месячных мышей облучить
рентгеновскими лучами в дозе 11 Гр, то к 14 мес.
у них развиваются точно такие же изменения в
хрусталике, какие наблюдали у 26�месячных ин�
тактных животных [73, 74]. При исследовании
цельных хрусталиков мыши с помощью конфо�
кальной микроскопии была обнаружена коло�
кализация митохондрий, участков выработки
АФК, белковых агрегатов и участков помутне�
ний хрусталика [75, 76].

Таким образом, полученные данные указы�
вали на то, что важнейшие катарактогенные
факторы – возраст, ультрафиолет и ионизирую�
щая радиация – вызывают одинаковые морфо�
логические и биохимические изменения в ткани
хрусталика.

Какой же механизм может привести к тако�
му результату? Известно, что низкое парциаль�
ное давление кислорода (всего 2 мм рт. ст.) явля�
ется необходимым условием для нормальной
деградации митохондрий и других органелл во�
локонной клетки [20, 77–79]. Однако при гибе�
ли клеток эпителиального слоя, вызванной
действием катарактогенного фактора, кислород
через образовавшиеся бреши диффундирует в
ткань хрусталика. Повышение концентрации
кислорода приводит к тому, что нарушается
процесс формирования волоконных клеток – в
них остаются полуразрушенные митохонд�
рии [76]. В таких полуразрушенных митохонд�
риях, да ещё при повышенной концентрации
кислорода, в цепи электронного транспорта с

участием NADH�KoQ�редуктазы и KoQH2�ци�
тохром с�редуктазы начинают образовываться
активные супероксидные анион�радикалы.
В результате запускается окислительная моди�
фикация белков хрусталика. Напомним, что по�
мутнения в хрусталике колокализованы с мито�
хондриями и зонами повышенной концентра�
ции АФК.

Развитие диабетической катаракты также
сопровождается гибелью клеток эпителия [80].
При этом наблюдаемые изменения структуры
волоконных клеток при диабетической катарак�
те аналогичны изменениям при возрастной ка�
таракте [81]. Косвенным указанием на участие
АФК в формировании диабетической катаракты
является торможение развития помутнения с
помощью антиоксидантов [82–85].

В фундаментальном обзоре, посвящённом
механизмам формирования стероидной ката�
ракты, указывается, что наиболее правдоподоб�
ной гипотезой является нарушение дифферен�
цировки и миграции волоконных клеток [45].

Таким образом, к настоящему времени нако�
пилось достаточное количество убедительных
доказательств того, что развитие катаракты под
действием различных катарактогенных факто�
ров может быть объяснено в рамках единого ме�
ханизма. Суть этого механизма сводится к тому,
что под воздействием повреждающего фактора
гибнут клетки эпителиального слоя хрусталика,
и в нём появляются пустоты («бреши»). Вслед�
ствие этого усиливается поступление кислорода
внутрь хрусталика, а это нарушает морфогенез
волоконных клеток, в частности распад клеточ�
ных органелл. В результате в кортексе появля�
ются клетки, в которых сохранились полуразру�
шенные митохондрии. Увеличение в хрусталике
концентрации кислорода приводит и к усиле�
нию образования в митохондриях АФК, откуда
они диффундируют в цитоплазму. Воздействие
АФК приводит к денатурации и агрегации бел�
ка, нарушению белок�белковых взаимодей�
ствий, изменению упаковки белков цитоплазмы
и усилению светорассеяния в цитоплазме хрус�
талика. Помутнение сначала затрагивает корти�
кальные области, но постепенно распространя�
ется и на ядерную область хрусталика [86].

МЕХАНИЗМЫ ПОДДЕРЖИВАНИЯ
ПРОЗРАЧНОСТИ ХРУСТАЛИКА

Белки хрусталика в отличие от белков других
органов практически не обмениваются [27]. Это
означает, что белки, появившиеся ещё на стадии
эмбрионального развития глаза, должны слу�
жить в течение всей жизни организма. Поэтому в
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хрусталике существуют и функционируют меха�
низмы, которые противодействуют посттранс�
ляционной модификации белков или блокируют
их негативное воздействие. Эффективность та�
ких механизмов исключительно высока. По этой
причине в природе продолжительность жизни
животного обычно короче, чем время, необходи�
мое для развития старческой катаракты.

Систему защиты хрусталика можно разде�
лить на три уровня. Первый уровень – это систе�
ма антиоксидантной защиты, препятствующая
возникновению посттрансляционных модифи�
каций окислительной природы, а также фермен�
ты, способствующие восстановлению окислен�
ных белков [87–92]. Второй уровень – это систе�
ма, предотвращающая негативные последствия
влияния посттрансляционных модификаций на
взаимодействие белков, а именно это α�крис�
таллин, способный предупреждать агрегацию
белков [93, 94]. Третий уровень – это система
элиминации повреждённых белков системами
20S и 26S протеазных комплексов [95, 96].

По каждому из этих уровней защиты сущест�
вует обширная литература, обзор которой выхо�
дит за рамки данной статьи. Но некоторые эле�
менты этих уровней мы проиллюстрируем. Инъ�
екция селенита натрия 10–12�дневным крыся�
там вызывает окислительный стресс в хрустали�
ке, что приводит к быстрому (в течение несколь�
ких дней) образованию плотной ядерной ката�
ракты [97]. Однако если предварительно ввести
крысятам йодид калия, что вызывает небольшой
окислительный стресс в хрусталике, то в нём ак�
тивизируется синтез глутатиона, в результате че�
го катаракта не развивается [98]. Отметим инте�
ресную особенность системы удаления повреж�
дённых белков в хрусталике, связанную с убик�
витиновым циклом. В условиях окислительного
стресса убиквитиновый протеолиз в хрусталике
ингибируется [95, 99, 100]. Поэтому предполага�
ется, что преодоление последствий окислитель�
ного стресса в хрусталике достигается не удале�
нием всех повреждённых белков, как в других
тканях, а их максимальной репарацией.

αα-КРИСТАЛЛИН: СТРУКТУРА
И ШАПЕРОНОПОДОБНАЯ ФУНКЦИЯ

α�Кристаллин как шапероноподобный бе�
лок тормозит агрегацию повреждённых белков и
таким образом поддерживает прозрачность
хрусталика [101, 102]. Два гена с 60%�ной иден�
тичностью, CRYAA и CRYAB, кодируют поли�
пептиды αA�кристаллин и αB�кристаллин, об�
разующие α�кристаллин [29]. αА� и αВ�крис�
таллины состоят из 173 и 175 аминокислотных

остатков (а.о.) и имеют молекулярную массу
19,8 и 20,0 кДа [27]. Эти полипептиды формиру�
ют пул олигомерных молекул с массой
160–1200 кДа [103]. Соотношение αA�кристал�
лина и αB�кристаллина в α�кристаллине варьи�
рует. Например, у телят это отношение равно
2 : 1, тогда как у взрослых особей крупного рога�
того скота – 3 : 1 [104]. Молярное отношение
αA : αB различается и у разных видов. Так, на�
пример, у акулы это отношение равно 1 : 3, у со�
ма – 19 : 1, у кенгуру – 9 : 1 и у человека 54 лет –
3 : 2 [105, 106]. Физиологический смысл таких
вариаций пока непонятен.

Как и у остальных представителей семейства
малых белков теплового шока, в полипептиде α�
кристаллина можно выделить три участка: N�
концевой участок, состоящий из 60 а.о., цент�
ральный участок, состоящий из 90 а.о, и C�кон�
цевой участок, состоящий из 25 а.о. [107, 108].
Укорочение N�концевого и С�концевого участ�
ков приводит как к потере способности образо�
вывать олигомеры, так и к снижению шаперо�
ноподобной функции белка [109–111]. Точеч�
ные мутации в центральном участке делают бе�
лок склонным к агрегации [112]. Замены а.о. в
консервативном участке IPV/I С�концевого
участка нарушают взаимодействие полипепти�
дов при формировании олигомера [113].

Молекула α�кристаллина является высоко�
динамичной системой, построенной из блоков,
в роли которых выступают как мономеры белка,
так и небольшие олигомеры, которые присоеди�
няются и отсоединяются от основной молеку�
лы [94]. Это процесс зависит от многих факто�
ров: температуры, ионной силы раствора, кон�
центрации и т.д. Так, например снижение тем�
пературы с 37 до 4 °C приводит к увеличению
диаметра олигомера от 17,9 до 19,75 нм [114].
Поэтому размер нативного α�кристаллина
in vitro зависит от условий выделения. Вместе с
тем изучение хрусталика in vivo с помощью ди�
намического рассеяния света, а также изолиро�
ванного хрусталика с помощью малоуглового
рассеяния рентгеновских лучей показало, что
размер частицы α�кристаллина равен примерно
20 нм [33, 35].

Было предложено несколько различных мо�
лекулярных моделей белка: мицеллярная мо�
дель [115, 116] – это модель, в которой олигомер
образовывался из полипептидных тетраме�
ров [117]; трехслойная модель [118]; модель бо�
ба с отростками [114]. Фундаментальный обзор
Haslbeck et al. [119] подробно рассматривает мо�
лекулярные модели гомоолигомеров, образо�
ванных αA� и αB�кристаллинами. Однако сле�
дует подчеркнуть, что задача создания модели
нативного α�кристаллина ещё не решена.
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Недавно мы исследовали структуру α�крис�
таллина, используя комбинацию методов дина�
мического светорассеяния, аналитического
центрифугирования и электронной микроско�
пии в сочетании с 3D�реконструкцией изобра�
жений [103]. Оказалось, что в растворе одновре�
менно присутствует целая популяция олигоме�
ров α�кристаллина, размеры которых варьиру�
ют от 8 до 25 нм. При этом один из олигомеров
размером 12–14 нм превалирует в популяции
молекул. На основании полученных данных бы�
ла построена трёхмерная модель (рис. 3), сог�
ласно которой белок имеет асимметричную
форму, близкую к форме боба размером
13 × 19 нм. Масса частицы составляла
750–830 кДа. Анализ электронных плотностей
показал, что молекула имеет плотный корковый
слой и разряженную заполненную нитевидны�
ми структурами, но не пустую, ядерную область.

Такая молекула α�кристаллина находится
преимущественно в кортикальной области хрус�
талика, тогда как в ядерной части хрусталика
преобладает его высокомолекулярная форма –
αH�кристаллин. Исключительно гетерогенный
αH�кристаллин имеет массу от 50 000 кДа. Под
электронным микроскопом αH�кристаллин вы�
глядит как конгломерат частиц, размер которых
несколько меньше α�кристаллина [120, 121].
Размеры αH�кристаллина увеличиваются с воз�
растом, также возрастает и его относительное
количество [122, 123]. Считается, что к образо�
ванию αH�кристаллина приводят посттрансля�
ционные модификации α�кристаллина. Однако
прямое повреждение белка ультрафиолетом не
приводило in vitro к образованию αΗ�кристалли�
на [124]. Вероятно, для образования αΗ�кристал�
лина необходимо присутствие и других бел�
ков [125]. Исследование свойств αH�кристалли�

на затруднено вследствие его высокой полидис�
персности. Есть сведения о том, что шапероно�
подобная активность αH�кристаллина, измерен�
ная на модели тепловой агрегации белков, пони�
жена [126, 127]. Вместе с тем на модели агрега�
ции инсулина в присутствии дитиотреитола по�
казано, что активность αH�кристаллина не отли�
чается от таковой для α�кристаллина из кортек�
са [128]. Учитывая то, что основной световой по�
ток проходит через ядерную область хрусталика,
исследование роли αH�кристаллина как шаперо�
ноподобного белка в противодействии развитию
помутнения чрезвычайно важно.

Свойства молекулярного шаперона были об�
наружены у α�кристаллина около 30 лет на�
зад [101, 102]. α�Кристаллин оказался способен
не только предупреждать агрегацию дестабили�
зированных белков, но и частично восстанавли�
вать структуру денатурированных моле�
кул [129–131]. Однако свойства истинного ша�
перона α�кристаллин демонстрировал лишь в
модельных системах, в которых целевыми бел�
ками служили белки, денатурированные воздей�
ствием детергентов. Рефолдинг этих белков в
присутствии α�кристаллина после удаления де�
тергента проходил более полно, чем в его отсут�
ствие. Однако если использовать в качестве це�
левого белка химически модифицированный
белок, например, окисленный βL�кристаллин,
то восстановить его структуру в присутствии α�
кристаллина не удаётся [132].

Для исследования механизма шаперонопо�
добного действия α�кристаллина широко ис�
пользуются модельные системы, основанные на
исследовании кинетики процесса агрегации
повреждённых белков. Эта тема подробно рас�
смотрена в нескольких обзорах [133–139]. При�
менение методов кинетического анализа позво�
лило количественно оценивать шаперонопо�
добную активность белков, что исключительно
важно как для понимания механизма шаперо�
ноподобной активности, так и для подбора по�
тенциальных претендентов для создания новых
антикатарактальных препаратов. Например, с
помощью кинетического анализа кривых агре�
гации удалось показать, что активность извест�
ного химического шаперона аргинина в 300 раз
меньше, чем активность α�кристаллина [140].

Исследование механизма шапероноподоб�
ной активности в условиях in vitro показало, что
диссоциация α�кристаллина является важным,
хотя и не необходимым звеном в этом ак�
те [140, 141]. При этом целевой белок образует
первичные низкомолекулярные комплексы с
диссоциированной формой α�кристаллина.
Впоследствии низкомолекулярные комплексы
образуют более крупные агломераты, которые

Рис. 3. Схема строения α�кристаллина. а – Расположение
отдельных полипептидов; б – сечение частицы α�кристал�
лина
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могут даже выпадать в осадок [132]. Однако ус�
ловия in vitro далеки от условий в клетках хруста�
лика. Во�первых, высокая концентрация белка в
цитоплазме будет препятствовать диссоциации
α�кристаллина. Действительно, показано, что в
условиях краудинга, моделирующего высокую
концентрацию белка в цитоплазме клеток хрус�
талика, шапероноподобная активность α�крис�
таллина оказалась сниженной [142–145]. Во�
вторых, диссоциация α�кристаллина обнаруже�
на при достаточно высоких концентрациях це�
левого белка в среде, сравнимых с концентраци�
ей, собственно, α�кристаллина. Это означает,
что в условиях реального хрусталика, чтобы дос�
тичь значимого уровня диссоциации α�кристал�
лина, практически треть белков (β� и γ�кристал�
лина) должна быть одномоментно повреждена.
Очевидно, такие условия в живом хрусталике
просто невозможны. Поэтому мы предложили
следующий механизм шапероноподобного
действия α�кристаллина в хрусталике (рис. 4).

α�Кристаллин в клетке существует в виде ди�
намической системы, состоящей из олигомера
белка и диссоциированных фрагментов (вероят�
но, мелких олигомеров и мономеров). Любой из
этих компонентов в результате диффузии может
столкнуться с дестабилизированными формами
γ� или β�кристаллина и образовать с ними комп�
лекс. Учитывая, что степень диссоциации белка в
хрусталике невелика, то, скорее всего, это будет
олигомер α�кристаллина. При этом повреждён�
ный белок связывается на поверхности олигоме�
ра α�кристаллина. В дальнейшем вследствие
постоянного обмена частицами белка с другими
олигомерами α�кристаллина повреждённый бе�
лок постепенно оказывается «погребённым»
внутри комплекса, что исключает взаимодей�
ствие и агрегацию поврежденных молекул [132].

ВОЗРАСТНОЕ СНИЖЕНИЕ
ШАПЕРОНОПОДОБНОЙ АКТИВНОСТИ

αα-КРИСТАЛЛИНА

В основе современной концепции катарак�
тогенеза лежит предположение о том, что со

временем шапероноподобная активность α�
кристаллина в хрусталике ослабевает. В резуль�
тате в клетках накапливаются денатурирован�
ные формы белков (γ� и β�кристаллинов), начи�
нается их агрегация, в результате чего усилива�
ются флуктуации концентрации белка, на гра�
нице этих флуктуаций возникает светорассея�
ние и хрусталик мутнеет [32]. Действительно, в
опытах in vivo было обнаружено возрастное
снижение шапероноподобной активности как
α�кристаллина, так и αH�кристаллина; подоб�
ное снижение активности наблюдается и при
образовании катаракты [146–150]. Как возраст�
ное снижение шапероноподобной активности
α�кристаллина, так и снижение его активности
при катаракте сопровождается образованием
посттрансляционных модификаций различной
природы [148, 151, 152]. Отсюда возникло пред�
положение, что снижение шапероноподобной
активности α�кристаллина вызвано именно его
посттрансляционной модификацией. Это было
подтверждено в многочисленных эксперимен�
тах in vitro [153–155]. Например, повреждение
α�кристаллина с помощью диметил�3,3′�дитио�
биспропионимидата, вызывающее образование
дисульфидных связей, снижало его активность.
При этом добавка дитиотреитола, восстанавли�
вающего дисульфидные связи, частично вос�
станавливала шапероноподобную активность
белка [156]. УФ�Повреждение α�кристаллина
вызывало экспоненциальное снижение его ак�
тивности, что хорошо коррелировало со струк�
турными изменениями α�кристаллина [157].

Однако, несмотря на огромный массив ин�
формации, касающейся влияния посттрансля�
ционных модификаций α�кристаллина на сни�
жение его активности в хрусталике, строгих до�
казательств, которые связывали бы количество
конкретных посттрансляционных модифика�
ций со степенью снижения его шапероноподоб�
ной активности пока не получено. На наш
взгляд, сочетание расчётных методов физики
полимеров, оценивающих влияние модифика�
ций тех или иных а.о. на структуру белковой це�
пи, и данных масс�спектрометрии может позво�
лить доказать наличие такой связи.

Рис. 4. Схема шапероноподобной активности α�кристаллина в хрусталике
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Очевидно, что молекула α�кристаллина мо�
жет связать лишь какое�то определённое коли�
чество дестабилизированного белка. Поэтому
исчерпание способности α�кристаллина связы�
вать повреждённый белок является ещё одной
причиной уменьшения шапероноподобной ак�
тивности α�кристаллина в хрусталике. При ис�
следовании in vitro взаимодействия УФ�повреж�
денного βL�кристаллина с нативным α�крис�
таллином было показано, что белковый комп�
лекс остаётся растворимым в том случае, если
содержание целевого белка не превышает 5–7%
[132]. При связывании большего количества
повреждённого белка масса комплекса возрас�
тает существенно, и растворимость его падает.
Вероятно, в хрусталике происходит аналогич�
ный процесс: α�кристаллин, перегруженный
связанными с ним повреждёнными белками,
сначала образует высокомолекулярные формы,
а затем выпадает в осадок. Интересно отметить,
что шапероноподобная активность α�кристал�
лина, полученного из водонерастворимой
фракции белка хрусталика, была снижена
на 40% по сравнению с нативным белком, но не
полностью потеряна [156]. Это указывает на то,
что нарушение растворимости (выпадение в
осадок) комплекса α�кристаллин–повреждён�
ный белок начинается задолго до того, как все
связывающие сайты α�кристаллина будут заня�
ты дестабилизированными белками. В этой свя�
зи необходимо упомянуть недавнее исследова�
ние механизма возникновения помутнения
хрусталика при врождённой катаракте [158]. По
мнению авторов исследования, причиной воз�
никновения помутнения хрусталика является
вовсе не исчерпание способности α�кристалли�
на связывать повреждённые белки, а изменение
белок�белковых взаимодействий, возникающее
вследствие замены аминокислот в случае насле�
дственных катаракт, или посттрансляционные
модификации белков в случае катаракт возраст�
ных. Однако, как нам представляется, хотя та�
кая гипотеза и может иметь право на существо�
вание, но пока она ещё слабо подкреплена экс�
периментальными данными.

МОДУЛЯЦИЯ ШАПЕРОНОПОДОБНОЙ
АКТИВНОСТИ αα-КРИСТАЛЛИНА

ЭКЗОГЕННЫМИ СОЕДИНЕНИЯМИ
И КОНСЕРВАТИВНОЕ ЛЕЧЕНИЕ КАТАРАКТЫ

Было показано, что производное β�аланина
и пантотеновой кислоты – пантетин – способно
за счёт усиления шапероноподобных свойств α�
кристаллина эффективно предупреждать разви�
тие селенитовой катаракты у крыс [159–162].

Предпринимались попытки усилить шапероно�
подобную активность α�кристаллина в хруста�
лике, используя участки молекулы α�кристал�
лина, которые могли бы отвечать за его шаперо�
ноподобную активность [163, 164]. Однако са�
мый активный пептид с последовательностью
KFVIFLDVKHFSPEDLTVK, хотя и препятство�
вал преципитации белка, но не тормозил обра�
зование агрегатов размером 50–500 нм [165].

Некоторые соединения, например, трегало�
за, аргинин, циклодекстрины, выступая как хи�
мические шапероны, способны затормозить
процесс агрегации белков в условиях in vitro
[166–169]. Однако действуют такие соединения
в очень больших концентрациях, а именно
0,2 М и выше, и поэтому они вряд ли могут рас�
сматриваться в качестве потенциальных антика�
тарактальных средств.

Исследование механизма антикатаракталь�
ного эффекта карнозина и его производных по�
казало, что в основе действия этих соединений
может лежать их способность тормозить агрега�
цию дестабилизированных белков. Наиболее
активным среди производных карнозина ока�
зался N�ацетилкарнозин [170]. Свою актив�
ность N�ацетилкарнозин в отношении агрега�
ции УФ�повреждённого βL�кристаллина прояв�
лял уже в миллимолярных концентрациях, что
существенно отличало его от химических шапе�
ронов. Вероятно, антиагрегационный эффект
этого соединения связан с его амфифильными
свойствами и целевым связыванием на гидро�
фобных сайтах денатурированного белка, участ�
вующих в агрегации. Для таких соединений мы
предложили термин «минишаперон» [171].

Привлекательной выглядела идея объеди�
нить в одном препарате соединение, увеличива�
ющее способность α�кристаллина связывать де�
натурированные белки, и вещества, которые са�
ми обладают шапероноподобными свойствами,
а именно пантетин и N�ацетилкарнозин. Оказа�
лось, что такая композиция соединений способ�
на предупреждать развитие помутнения хруста�
лика, индуцированное облучением ближним
ультрафиолетом в опытах in vivo [172–175].

Средства, применяемые для консервативно�
го лечения катаракты, были способны лишь за�
медлить развитие катаракты. Но возможно ли
обратить этот процесс, растворив каким�то об�
разом белковые агрегаты в хрусталике? Соеди�
нение ланостерол, а также некоторые другие
производные стероидов оказались способными
не только предупреждать агрегацию in vitro, но и
растворять агрегаты белка in vivo [176, 177].
В журналах Nature и Science были опубликованы
оптимистичные отзывы ведущих исследовате�
лей в области патогенеза катаракты, прогнози�



БИОХИМИЯ ХРУСТАЛИКА ГЛАЗА: НОРМА И КАТАРАКТОГЕНЕЗ

1. De Korte, C. L., Van Der Steen, A. F., Thijssen, J. M.,
Duindam, J. J., Otto, C., et al. (1994) Relation between
local acoustic parameters and protein distribution in
human and porcine eye lenses, Exp. Eye Res., 59, 617�627,
doi: 10.1006/exer.1994.1147.

2. Fagerholm, P. P., and Philipson, B. T. (1981) Human lens
epithelium in normal and cataractous lenses, Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci., 21, 408�414.

3. Siebinga, I., Vrensen, G. F., De Mul, F. F., and Greve, J.
(1991) Age�related changes in local water and protein con�
tent of human eye lenses measured by Raman microspec�
troscopy, Exp. Eye Res., 53, 233�239, doi: 10.1016/0014�
4835(91)90079�t.

4. Ott, M. (2006) Visual accommodation in vertebrates:
mechanisms, physiological response and stimuli, J. Comp.
Physiol. A Neuroethol. Sens. Neural Behav. Physiol., 192,
97�111, doi: 10.1007/s00359�005�0049�6.

5. Kuszak, J. R., Zoltoski, R. K., and Tiedemann, C. E.
(2004) Development of lens sutures, Int. J. Dev. Biol., 48,
889�902, doi: 10.1387/ijdb.041880jk.

6. Kuszak, J. R., Mazurkiewicz, M., and Zoltoski, R. (2006)
Computer modeling of secondary fiber development and
growth: I. Nonprimate lenses, Mol. Vis., 12, 251�270.

7. Kuszak, J. R., Mazurkiewicz, M., Jison, L., Madurski, A.,
Ngando, A., et al. (2006) Quantitative analysis of animal
model lens anatomy: accommodative range is related to

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  2  2022 3*

187

рующие на этой основе создание лекарственно�
го препарата, способного излечивать это заболе�
вание [178, 179]. Правда, дальнейшие исследо�
вания показали, что не все так просто: в некото�
рых случаях препараты показывали хороший ре�
зультат, а в некоторых были неэффективны
[180–183]. Очевидно, что это направление тре�
бует дальнейших исследований.

Идея замедлить образование катаракты с по�
мощью соединений, тормозящих процесс сво�
боднорадикального окисления (о роли свобод�
норадикального окисления в формировании ка�
таракты см. выше), возникла давно. Например, в
состав антикатарактальных капель вводили глу�
татион и цистеин [184]. Считается, что лечебный
эффект широко применяемого антикатарак�
тального препарата Сенкаталин (Каталин) обус�
ловлен его антиоксидантными свойствами [185].
Однако возник удивительный парадокс – анти�
катарактальные препараты демонстрировали
высокую активность в лабораторном экспери�
менте, но были бесполезными в клинической
практике [186]. Секрет оказался прост. Как по�
казало специальное исследование, применение
препаратов начинали тогда, когда в хрусталике
уже образовалась катаракта. Кроме того, нема�
ловажным оказался и человеческий фактор: ос�
новная масса и врачей, и пациентов не верила в
эффективность консервативного лечения ката�
ракты [187]. Таким образом, с одной стороны,
разработаны препараты, пригодные для консер�
вативного лечения катаракты, с другой стороны,
их применение в клинике оказывается неэффек�
тивным вследствие слишком позднего примене�
ния. Выход нам видится в разработке и широком
применении в практике средств и методов ран�
ней диагностики катаракты.

Профилактику и лечение катаракты надо на�
чинать задолго до появления клинических приз�
наков заболевания. Примером ранней диагнос�
тики может быть диагностика с использованием
прибора, созданного Ansari [188–191]. Принцип

его действия основан на методе измерения ди�
намического рассеяния света. Динамическое
рассеяние света позволяет in vivo не только диаг�
ностировать начальные стадии катаракты, кото�
рые невозможно зафиксировать другими извест�
ными методами, но и оценить количество ак�
тивного, то есть способного связывать повреж�
дённые белки, α�кристаллина в хрусталике.
Снижение уровня активного α�кристаллина ни�
же некоторого порогового значения является
указанием на скорое появление в хрусталике по�
мутнения. В заключение заметим, что в США в
последние годы активно ведутся уже клиничес�
кие испытания прибора Ansari [192].

Таким образом, применение комплекса ан�
тикатарактальных препаратов шапероноподоб�
ного и антиоксидантного действия в сочетании
с ранней диагностикой опасности возникнове�
ния катаракты может позволить предупреждать
развития катаракты и, как следствие, умень�
шить число случаев, требующих хирургического
лечения.
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BIOCHEMISTRY OF LENS: NORM AND CATARACTOGENESIS
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The absence of cellular organelles in fiber cells, very high protein concentration (up to 900 mg/ml) in the cytoplasm
minimize light scattering in the lens and ensure its transparency. Low oxygen concentration, powerful defense systems
(antioxidants, antioxidant enzymes, chaperone�like protein alpha�crystallin, etc.) maintain the lens transparency. In
contrast, the ability of crystallins to accumulate post�translational modifications with age, which reduces the resis�
tance of proteins to oxidative stress, is an important factor contributing to the cataract’s formation. Authors suggest a
single mechanism of cataractogenesis. The cataractogenic factors like age, radiation, ultraviolet, diabetic, etc. cause
damage and death of the lens epithelium. As a result, oxygen penetrates the lens through the formed defects of the
epithelial layer that causes oxidative damage to the crystallins. In consequence of the damage the proteins denature,
aggregate and form the so�called multilamellar bodies, which are the main cause of lens opacity. The review discuss�
es various approaches to inhibiting of opacity (cataracts) development, in particular the use of a combination of
antioxidants and compounds that enhance the chaperone�like properties of alpha�crystallin. The paradox of anti�
cataract drugs high efficiency in laboratory but useless in clinic is discussed. We think that the paradox is associated
with the too late use of the drug, when the opacity has already formed. The way we can get out of this situation is to
develop new diagnostic methods that would make it possible to predict the occurrence of cataracts long before the
manifestation of clinical signs of the disease and stimulate early preventive treatment.

Keywords: lens, cataract, pathogenesis, crystallins, small heat shock proteins, anti�cataract drugs
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αB�Кристаллин (αB�Cr), один из главных белков хрусталика глаза, вместе с другими кристаллинами под�
держивает прозрачность хрусталика, предотвращая агрегацию белков и, таким образом, защищая глаз от ка�
таракты. αB�Cr относится к классу молекулярных шаперонов, он широко экспрессируется во многих тка�
нях и имеет динамичную четвертичную структуру, которая необходима для проявления шапероноподобной
активности. Сдвиг в равновесии ансамблей олигомеров αB�Cr с различным числом субъединиц позволяет
регулировать активность шаперона. Известно, что трегалоза ингибирует агрегацию белков in vivo и in vitro и
широко используется в биотехнологии. Результаты изучения влияния трегалозы на шапероноподобную ак�
тивность кристаллинов могут послужить основой для создания препаратов, способствующих замедлению
катарактогенеза. В настоящей работе мы исследовали влияние трегалозы на четвертичную структуру и ан�
тиагрегационную активность αB�Cr с использованием мышечной гликогенфосфорилазы b (ФБ) в качестве
модельного белка�мишени. По данным динамического светорассеяния, трегалоза влияет на процесс тепло�
вой агрегации ФБ при 48 °С преимущественно на стадии нуклеации, причем в присутствии белкового ша�
перона основной эффект трегалозы связан с увеличением адсорбционной емкости (AC0) αB�Cr (для 66 мМ
трегалозы увеличение AC0 является 1,5�кратным). По данным седиментационного анализа, трегалоза ста�
билизирует димерную форму ФБ на стадии диссоциации и денатурации ФБ и усиливает взаимодействие
αB�Cr с белком�мишенью. Кроме того, трегалоза сдвигает равновесие между олигомерными формами
αB�Cr в сторону образования малых олигомерных форм. Таким образом, трегалоза оказывает влияние на
четвертичную структуру αB�Cr и увеличивает его антиагрегационную активность на стадии нуклеации про�
цесса агрегации белка�мишени.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: αB�кристаллин, антиагрегационная активность, трегалоза, гликогенфосфорилаза b,
динамическое светорассеяние, аналитическое ультрацентрифугирование.
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ВВЕДЕНИЕ

Денатурация и агрегация белков, входящих в
состав хрусталика, приводит к образованию круп�
ных светорассеивающих агрегатов и потере проз�
рачности хрусталика – катаракте [1]. Катаракто�
генез очень часто обусловлен естественными воз�
растными изменениями. Единственным эффек�
тивным методом лечения катаракты в настоящее
время является замена помутневшего хрусталика
на искусственную линзу, поэтому понимание ме�
ханизмов катарактогенеза и поиск веществ, спо�
собных замедлить этот процесс, является актуаль�
ной и социально значимой проблемой.

Кристаллины, α�, β�, γ�, составляют более
90% растворимых белков, входящих в состав
хрусталика глаза [2, 3], и обеспечивают его проз�
рачность. Концентрация белков в хрусталике
глаза очень высокая, у человека она достигает
450 мг/мл [4]. В течение жизни белки хрустали�
ка не обновляются, поэтому в процессе старе�
ния в них накапливаются посттрансляционные
изменения, которые могут приводить к их дена�
турации и агрегации. Зависимое от возраста
снижение растворимости кристаллинов и их аг�
регация являются патологическими признаками
катаракты.

α�Кристаллин, гетероолигомер, состоящий
из αA� и αB�кристаллинов, принадлежит к
классу молекулярных шаперонов и является од�
ним из главных белков хрусталика, обладающих
шапероноподобной функцией. α�Кристаллин
связывается с поврежденными белками и под�
держивает их растворимость, препятствуя агре�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ДЛС – динамическое лазер�
ное светорассеяние; ФБ – гликогенфосфорилаза b;
AUC – аналитическое ультрацентрифугирование;
SV – скоростная седиментация; αB�Cr – αB�кристаллин.

* Адресат для корреспонденции.



ВЛИЯНИЕ ТРЕГАЛОЗЫ НА αB�КРИСТАЛЛИН

гации [5–9], в том числе предотвращает нежела�
тельную агрегацию кристаллинов и развитие ка�
таракты [10].

αB�Кристаллин (αB�Cr) широко экспресси�
руется во многих тканях и имеет динамичную
четвертичную структуру, которая позволяет ему
образовывать in vitro полидисперсные ансамбли
обменивающихся субъединицами олигомеров,
обладающих шапероноподобной актив�
ностью [11]. Подвижное равновесие между раз�
ными олигомерными формами αB�Cr очень
чувствительно к факторам внешней среды: тем�
пературе, присутствию ионов, условиям крау�
динга и др. [12–18]. В современных моделях ша�
пероноподобной активности αB�Cr сдвиг рав�
новесия в ансамбле олигомеров позволяет регу�
лировать активность шаперона, в результате че�
го олигомеры малого размера (мономер и ди�
мер) обычно являются более активными форма�
ми [5, 11, 14]. Существует предположение, что
симметричные олигомерные комплексы высше�
го порядка могут использоваться для хранения,
тогда как формы, способные к связыванию раз�
вернутых белков, представляют собой либо бо�
лее мелкие комплексы (возможно, димеры), ли�
бо неполные сферы, дающие место для связыва�
ния белков�клиентов [5, 11]. Однако остается
много неясного в вопросе о том, как функцио�
нирует αB�Cr в хрусталике в условиях краудин�
га, и какую роль играют разные олигомерные
формы αB�Cr. Кроме того, известно, что струк�
турные изменения, мутации и дисфункция са�
мого αB�Cr также связаны с некоторыми вида�
ми катаракты [9, 10, 19–24].

Считается, что образование аморфных агре�
гатов – это быстрый путь формирования ката�
ракты, а образование амилоидных фибрилл свя�
зывается с медленным развитием катаракты
[10]. αB�Cr ингибирует оба типа агрегации [25].
Однако механизмы действия αB�Cr in vitro при
образовании аморфных агрегатов или амилоид�
ных фибрилл проявляют существенные разли�
чия [26]. Агрегация самого αB�Cr также может
приводить к образованию как аморфных агрега�
тов, так и амилоидоподобных структур. В усло�
виях краудинга происходит изменение конфор�
мации, олигомерного состояния и увеличение
размера αB�Cr [10, 16], уменьшение его тепло�
вой стабильности и антиагрегационной актив�
ности [10, 27], при этом αB�Cr способен образо�
вывать кинетически различные аморфные и
фибриллярные агрегаты [10]. Интересно отме�
тить, что α�кристаллин сохраняет шаперонную
активность и при образовании амилоидных
фибрилл [28].

Одним из вариантов терапевтического лече�
ния катаракты является использование малых

молекул для стабилизации нативного состояния
кристаллинов [29]. Было обнаружено, что при�
сутствие амилоидоподобных структур в белко�
вых агрегатах хрусталика, индуцированных на�
греванием, значительно снижается в присут�
ствии трегалозы [30]. Трегалоза является при�
родным осмолитом и стабилизирует белки при
всевозможных стрессах (тепловом, осмотичес�
ком, высыхании и др.); поэтому ее называют хи�
мическим шапероном [31, 32].

Авторы работы [30] показали, что трегалоза
значительно уменьшает агрегацию растворимых
белков хрусталика, вызванную нагреванием в
течение 4 ч при 55 °С. При высоких концентра�
циях трегалозы (30% w/v) количество нераство�
римых агрегатов уменьшается вдвое, однако
полного подавления процесса агрегации в при�
сутствии трегалозы не происходит. Известно,
что трегалоза вызывает преимущественную гид�
ратацию поверхности белка, тем самым препят�
ствуя его разворачиванию и агрегации [30]. Та�
кое свойство трегалозы может быть полезно для
отсрочки возникновения катаракты. Показано,
что трегалозу можно использовать в глазных
каплях для защиты эпителия роговицы от сухос�
ти, вызванной синдромом сухого глаза [33]. В
биотехнологии и фармацевтике трегалоза широ�
ко используется благодаря своей нетоксичности
и высокой растворимости в воде.

Для выяснения молекулярных механизмов
катарактогенеза необходимо понимать, как ос�
молиты, такие как трегалоза, влияют на шапе�
ронную активность кристаллинов. Было обна�
ружено, что трегалоза стабилизирует нативную
структуру α�кристаллина, ингибирует его агре�
гацию и дезагрегирует ранее сформированные
низкомолекулярные агрегаты, но не влияет на
его шапероноподобную активность [34].

В настоящей работе мы исследовали влия�
ние трегалозы на шапероноподобную актив�
ность αB�Cr. Для этой цели была выбрана тест�
система, основанная на тепловой агрегации мы�
шечной гликогенфосфорилазы b (ФБ) при 48 °С.
Эта тест�система была охарактеризована нами
ранее, и для нее было показано, что скорость�
лимитирующей стадией процесса агрегации на
этапе роста агрегатов является диссоциация ди�
мера ФБ на мономеры [27, 35].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение ФБ. ФБ выделяли из скелетных
мышц кролика, как описано ранее [36], и храни�
ли в 0,04 М β�глицерофосфатном буфере,
pH 6,8, содержащем 0,03 М β�меркаптоэтанол и
50%�ный раствор глицерина, при −20 °С. Перед
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экспериментом раствор ФБ был пропущен че�
рез колонку с Сефадексом (Sephadex G�15),
уравновешенную с 0,03 М HEPES, pH 6,8, со�
держащим 0,1 М NaCl. Концентрацию фермен�
та определяли спектрофотометрически при
280 нм с использованием коэффициента погло�
щения A1%

см 13,2 [37].
Выделение ααB�Cr (HspB5). Кодирующая

последовательность HspB5 человека была кло�
нирована в векторе pET23 для экспрессии в
клетках E. coli как описано в работе [38]. Сверх�
экспрессированный HspB5 очищали с помощью
высаливания сульфатом аммония с последую�
щей гель�фильтрацией. Наиболее чистые фрак�
ции по электрофорезу в присутствии додецил�
сульфата натрия объединяли, концентрировали,
разделяли на аликвоты и хранили при −80 °С.

Динамическое лазерное светорассеяние
(ДЛС). При исследовании кинетики агрегации
белков рассеивающийся под углом 90° свет
He�Ne лазера («Coherent», США, Model 31�2082,
632,8 нм, 10 мВ) анализировали с использовани�
ем коммерческого прибора Photocor Complex
(«Photocor Instruments, Inc.», США). Полидис�
персный анализ данных ДЛС проводили с по�
мощью программы DYNALS («Alango», Изра�
иль). Кинетику агрегации ФБ при 48 °C изучали
в 0,03 М HEPES, pH 6,8, содержащем 0,15 М
NaCl и 0,5 мМ дитиотреитол (ДТТ), в цилинд�
рической кювете с внутренним диаметром
6,3 мм. Процесс агрегации ФБ запускали добав�
лением белка до концентрации 0,3 мг/мл в пред�
варительно прогретую в течение 5 мин при 48 °C
кювету, содержащую буфер. Для изучения эф�
фектов трегалозы, αB�Cr и их смесей эти веще�
ства также инкубировали в кювете в течение
5 мин при 48 °C перед началом эксперимента.

Определение адсорбционной емкости шаперо�
на на разных стадиях агрегации белка�мишени.
Антиагрегационная активность белкового ша�
перона αB�Cr может быть охарактеризована ве�
личиной его начальной адсорбционной емкости
(AC0) [39–41], которая показывает, сколько мо�
лекул белка�мишени связывается одной моле�
кулой шаперона.

Стадия нуклеации описывается уравнени�
ем [39, 40, 42]:

I − I0 = Kagg(t − t0)
2, (t > t0),              (1)

где I – интенсивность светорассеяния, t – вре�
мя, I0 – начальное значение интенсивности све�
торассеяния при t = 0, t0 – момент времени, в
который регистрируется начальное приращение
интенсивности светорассеяния, т.е. лаг�период
на кинетических кривых агрегации ФБ, и
Kagg – параметр, характеризующий ускорение

процесса агрегации на стадии нуклеации. На
этой стадии значение AC0 может быть определе�
но как величина, обратная длине отрезка, отсе�
каемого на оси абсцисс начальным линейным
участком зависимости Kagg/Kagg,0 от отношения
молярных концентраций [αB�Cr]/[ФБ], где Kagg

и Kagg,0 – значения параметров, полученные в
присутствии и в отсутствие шаперона соответ�
ственно.

Начальный участок процесса агрегации на
стадии роста белковых агрегатов описывается
уравнением [43]:

I − I0 = v0(t − t*) − B(t − t*)2, (t > t*),        (2)

где v0 – начальная скорость процесса агрегации
на стадии роста агрегатов, t* – длительность ста�
дии нуклеации, определяемая отрезком на оси
абсцисс, отсекаемым теоретической кривой,
рассчитанной из этого уравнения при I – I0 = 0,
и B – константа. На стадии роста белковых агре�
гатов для определения AC0 может быть исполь�
зовано предложенное ранее уравнение [41]:

v0 = v0
(0)(1 – AC0x),                     (3)

где x – отношение молярной концентрации
αB�Cr, рассчитанной на субъединицу белка с
молекулярной массой 20 кДа, к молярной кон�
центрации ФБ, рассчитанной на мономер с мо�
лекулярной массой 97,4 кДа (x = [αB�Cr]/[ФБ]),
и v0

(0) – значение v0 при x = 0. AC0 определяется
как величина, обратная величине отрезка, отсе�
каемого на оси абсцисс начальным линейным
участком зависимости v0/v0

(0) от отношения
[αB�Cr]/[ФБ].

Отметим, что адсорбционная емкость αB�Cr,
рассчитанная из начального участка зависимос�
ти Kagg/Kagg,0 от отношения [αB�Cr]/[ФБ] или за�
висимости v0/v0

(0) от отношения [αB�Cr]/[ФБ],
характеризует максимальную адсорбционную
емкость αB�Cr, которая реализуется при избыт�
ке белка�мишени.

Определение антиагрегационной активности
химического шаперона на разных стадиях агрега�
ции белка�мишени. В случае химических шапе�
ронов, которые обратимо связываются с бел�
ком�мишенью, антиагрегационная активность
шаперона может быть охарактеризована его
концентрацией полунасыщения [L]0.5, которая
рассчитывается по формулам, аналогичным
уравнению Хилла [44]. На стадии нуклеации ис�
пользована формула:

Kagg/Kagg,0 = 1/{1 + ([L]/[L]0.5)
h},          (4)

а на стадии роста агрегатов – формула:
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v0/v0
(0) = 1/{1 + ([L]/[L]0.5)

h},            (5)

где [L] – молярная концентрация химического
шаперона, [L]0.5 – значение [L], при котором
Kagg/Kagg,0 = 0,5 или v0/v0

(0) = 0,5, и h – коэффи�
циент Хилла.

Аналитическое ультрацентрифугирование
(AUC). Эксперименты по скоростной седимен�
тации (SV) проводили в аналитической ультра�
центрифуге, модель E («Beckman», США), осна�
щенной абсорбционной оптикой, фотоэлектри�
ческим сканером, монохроматором и компью�
тером в режиме онлайн. В опытах использовали
титановый ротор An�F Ti и двухсекторные ячей�
ки. Седиментационные профили регистрирова�
ли путем измерения оптической плотности при
280 нм. Все ячейки сканировали одновременно
c интервалом в 2,5 мин. Дифференциальные
распределения по коэффициентам седимента�
ции [c(s) в зависимости от коэффициента седи�
ментации s] были определены и приведены к
стандартным условиям (растворитель с плот�
ностью и вязкостью воды при 20 °C) с помощью
программы SEDFIT [45].

SV�опыты выполняли в 0,03 М HEPES�бу�
фере, pH 6,8, содержащем 0,15 М NaCl. Все об�
разцы, если не указано иначе, предварительно
инкубировали в термостате в течение 3 ч при
48 °С, затем охлаждали 2 мин в воде со льдом,
вносили в ячейки и проводили опыт при 20 °С.
Часть опытов SV проведена при 48 °С. Перед
этими опытами ротор предварительно выдержи�
вали в термостате при 48 °С в течение ночи.

Значения плотности и динамической вязкос�
ти растворов 350 мМ трегалозы в 0,03 М HEPES,
pH 6,8, содержащем 0,15 М NaCl, использован�
ных в опытах AUC, были измерены непосред�
ственно при 48 °C и 20 °C. Плотность растворов
измерена в денситометре DMA 4500 («Anton
Paar», Австрия) и определена равной 1,0408 и

1,0536 г/см3 для растворов 350 мМ трегалозы при
48 °С и 20 °C соответственно. Динамическую
вязкость растворов определяли на автоматичес�
ком микровискозиметре AMVn («Anton Paar») в
капиллярной системе 1,6/1,5 мм. Динамическая
вязкость растворов 350 мМ трегалозы равна
0,8156 и 1,5218 (мПа⋅с) при 48 °С и 20 °C соответ�
ственно.

Анализ данных. Для вычислений использова�
ли программу Origin Pro 2017 («Origin Lab Corp.»,
США). Для характеристики степени соответствия
между экспериментальными данными и расчет�
ными значениями мы использовали коэффици�
ент детерминации R2 как описано в работе [27].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние трегалозы на агрегацию ФБ в присут�
ствии ααB�Cr. На рис. 1 изображены кинетичес�
кие кривые агрегации ФБ, регистрируемые ме�
тодом ДЛС при 48 °С в присутствии различных
концентраций αB�Cr в отсутствие (рис. 1, а) и в
присутствии 66 мМ трегалозы (рис. 1, б).

Используя уравнение (1), можно оценить ос�
новные параметры стадии нуклеации t0 и Kagg.
Чтобы оценить на этой стадии значения AC0 для
αB�Cr по отношению к ФБ в отсутствие (кривая 1
на рис. 2, а) и в присутствии 66 мМ трегалозы
(кривая 2 на рис. 2, а), были построены графики
зависимости Kagg/Kagg,0 от [αB�Cr]/[ФБ]. Показа�
но, что на стадии нуклеации трегалоза в концен�
трации 66 мМ в 1,5 раза увеличивает адсорбци�
онную емкость αB�Cr (табл. 1).

Из рис. 2, б (вставка) видно, что прирост ве�
личины t0/t0

(0) с ростом концентрации αB�Cr
становится более заметным в присутствии
66 мМ трегалозы.

С использованием уравнения (2) были оце�
нены основные параметры процесса агрегации
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Рис. 1. Влияние αB�Cr на кинетику агрегации ФБ (0,3 мг/мл; 0,03 M HEPES, 0,15 М NaCl, 0,5 мМ ДТТ, pH 6,8) при 48 °С
в отсутствие (а) и в присутствии 66 мМ трегалозы (б). Зависимости интенсивности светорассеяния (I – I0) от времени, по�
лученные при следующих концентрациях αB�Cr: (а) (1) 0, (2) 0,0025, (3) 0,03, (4) 0,05, (5) 0,075, (6) 0,1 и (7) 0,2 мг/мл;
(б) (1) ФБ без добавок, (2) 0, (3) 0,0025, (4) 0,01, (5) 0,03 и (6) 0,05 мг/мл
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ФБ, а именно длительность стадии нуклеации
(t*) и начальная скорость процесса агрегации на
стадии роста агрегатов (v0). Чтобы оценить зна�
чения AC0 для αB�Cr по отношению к ФБ на
стадии роста агрегатов в отсутствие (кривая 1 на
рис. 2, в) и в присутствии 66 мМ трегалозы (кри�
вая 2 на рис. 2, в), были построены графики за�
висимостей v0/v0

(0) от отношения [αB�Cr]/[ФБ].
Показано, что трегалоза в концентрации 66 мМ

практически не влияет на величину AC0 на ста�
дии роста агрегатов (рис. 2, в; табл. 1). Из
рис. 2, г (вставка) видно, что прирост величины
t*/t*(0) с ростом концентрации αB�Cr не меняет�
ся в присутствии 66 мМ трегалозы.

Влияние ααB�Cr на агрегацию ФБ в присут�
ствии трегалозы. На рис. 3 представлены кине�
тические кривые агрегации ФБ (0,3 мг/мл), ре�
гистрируемые методом ДЛС, при 48 °С в присут�
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Таблица 1. Параметры, характеризующие влияние трегалозы на агрегацию ФБ (0,3 мг/мл) при 48 °С

Эффективность действия шаперона
Изучаемый шаперон

αB�Cr

αB�Cr в присутствии 66 мМ трегалозы

Трегалоза

Трегалоза в присутствии αB�Cr (0,015 мг/мл)

стадия нуклеации

AC0 = 2,04 ± 0,04 ФБ мономер 
на 1 субъединицу αB�Cr

AC0 = 2,94 ± 0,08 ФБ мономер 
на 1 субъединицу αB�Cr

[L]0.5 = 86,2 ± 1,4 мМ

[L]0.5 = 67,0 ± 4,0 мМ

стадия роста агрегатов

AC0 = 1,96 ± 0,04 ФБ мономер 
на 1 субъединицу αB�Cr

AC0 = 2,00 ± 0,04 ФБ мономер 
на 1 субъединицу αB�Cr

[L]0.5 = 85,3 ± 4,1 мМ

[L]0.5 = 86,6 ± 5,0 мМ

Рис. 2. Влияние αB�Cr на кинетические параметры агрегации ФБ (0,3 мг/мл) в отсутствие и в присутствии 66 мМ трега�
лозы при 48 °С. Зависимости относительного ускорения процесса агрегации на стадии нуклеации (Kagg/Kagg,0) (а), значе�
ний лаг�периодов (t0) на кинетических кривых агрегации ФБ (б), относительной начальной скорости агрегации (v0/v0

(0))
на стадии роста агрегатов (в) и значений длительности стадии нуклеации (t*) (г) от отношения молярных концентраций
αB�Cr и ФБ. Кривые 1 (  ) и 2 (  ) на рисунках а, б, в и г получены в отсутствие и в присутствии 66 мМ трегалозы соотве�
тственно. На вставках на рис. 2, б и г изображены зависимости относительных значений лаг�периодов (t0/t0

(0)) и длитель�
ности стадии нуклеации (t*/t*(0)) от отношения молярных концентраций αB�Cr и ФБ. t0 и t0

(0) – значения лаг�периода в
присутствии и в отсутствие αB�Cr соответственно; t* и t*(0) – значения длительности стадии нуклеации в присутствии и в
отсутствие αB�Cr соответственно
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ствии различных концентраций трегалозы в от�
сутствие (рис. 3, а) и в присутствии 0,015 мг/мл
αB�Cr (рис. 3, б). В обоих случаях наблюдалось
подавление агрегации ФБ (рис. 3, а и б).

На основании зависимости Kagg/Kagg,0 от
концентрации трегалозы (рис. 4, а) показано,
что αB�Cr в концентрации 0,015 мг/мл в 1,3 ра�
за уменьшал значение параметра [L]0.5, рассчи�
танного по формуле (4), т.е. увеличивал срод�

ство трегалозы к ФБ на стадии нуклеации
(табл. 1).

Из рис. 4, б (вставка) видно, что прирост ве�
личины t0/t0

(0) с ростом концентрации трегалозы
становится более заметным в присутствии
0,015 мг/мл αB�Cr.

Анализ зависимости v0/v0
(0) от концентрации

трегалозы (рис. 4, в) показал, что αB�Cr в концен�
трации 0,015 мг/мл практически не оказывал
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Рис. 3. Влияние трегалозы на кинетику агрегации ФБ (0,3 мг/мл) при 48 °С в отсутствие (а) и в присутствии 0,015 мг/мл
αB�Cr (б). Зависимости интенсивности светорассеяния (I – I0) от времени, полученные при следующих концентрациях
трегалозы: (а) (1) 0, (2) 33, (3) 66, (4) 100, (5) 133, (6) 166, (7) 200, (8) 250 и (9) 350 мМ; (б) (1) ФБ без добавок, (2) 0, (3) 33,
(4) 66, (5) 100, (6) 200 и (7) 350 мМ

Рис. 4. Влияние трегалозы на кинетические параметры агрегации ФБ (0,3 мг/мл) в отсутствие и в присутствии 0,015 мг/мл
αB�Cr при 48 °С. Зависимости относительного ускорения процесса агрегации на стадии нуклеации (Kagg/Kagg,0) (а), лаг�пе�
риода (t0) на кинетических кривых агрегации ФБ (б), величины относительной начальной скорости процесса агрегации
на стадии роста агрегатов (v0/v0

(0)) (в) и длительности стадии нуклеации (t*) (г) от концентрации трегалозы. Кривые 1 (  )
и 2 (  ) на панелях а, б, в и г получены в отсутствие и присутствии 0,015 мг/мл αB�Cr соответственно. На вставке на рис. 4, б
изображены зависимости относительных значений лаг�периодов (t0/t0

(0)) от концентрации трегалозы (t0 и t0
(0) – значения

лаг�периода в присутствии и в отсутствие трегалозы соответственно)
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влияния на величину параметра [L]0.5, рассчи�
танного по формуле (5) (табл. 1).

Из рис. 4, г видно, что длительность стадии
нуклеации (t*) в отсутствие αB�Cr растет с уве�
личением концентрации трегалозы от 0 до
150 мМ, а затем при дальнейшем ее увеличении
до 350 мМ практически не меняется (кривая 1 на
рис. 4, г). В присутствии же 0,015 мг/мл αB�Cr
(кривая 2 на рис. 4, г) величина t* растет с увели�
чением концентрации трегалозы.

Таким образом, можно сделать вывод, что
влияние трегалозы на процесс агрегации ФБ в
присутствии αB�Cr связано в основном с увели�
чением адсорбционной емкости αB�Cr на ста�
дии нуклеации. Подобное влияние полностью
отсутствует на стадии роста агрегатов.

Можно предположить, что развернутые мо�
лекулы ФБ образуют комплексы с αB�Cr, кото�
рые некоторое время не агрегируют, т.к. в них
нет «липких» мест для агрегации. Формирова�
ние ядер происходит благодаря образованию до�
полнительных контактов между развернутыми
молекулами ФБ в составе этих комплексов, что
требует большего времени и замедляет стадию
нуклеации. При этом относительный рост вели�
чины лаг�периода выражен тем сильнее, чем
выше концентрация αB�Cr. Трегалоза «усилива�
ет» действие αB�Cr. Комплекс белка�мишени с
αB�Cr лучше связывает трегалозу (рис. 4, а), и
на начальных этапах в присутствии трегалозы
растет адсорбционная емкость αB�Cr (рис. 2, а).

Седиментационный анализ влияния трегалозы
на олигомерное состояние ααB�Cr и белка�мишени.
Ранее было показано, что начальные этапы про�

цесса тепловой агрегации ФБ включают стадию
конформационных изменений димеров ФБ и
стадию их обратимой диссоциации на мономеры
[36, 46], за которыми следуют стадии денатура�
ции мономеров, нуклеации и роста агрега�
тов [35]. Ввиду того что активность αB�Cr нераз�
рывно связана с его четвертичной структурой,
представляло интерес исследовать влияние тре�
галозы на олигомерное состояние белкового ша�
перона и белка�мишени, а также на их взаимо�
действие в течение более длительного времени, а
именно после 3�часового инкубирования при
48 °С. Для этой цели использовали метод AUC.

Как видно из рис. 5, трегалоза влияет на
распределение c(s) αB�Cr: все распределение
сдвинуто в сторону меньших значений коэффи�
циента седиментации (s20,w). Это указывает на
то, что доля более мелких олигомеров в распре�
делении возрастает в присутствии трегалозы.
Кроме того, в присутствии трегалозы значитель�
но возрастает доля диссоциированных форм
αB�Cr: на это указывает присутствие пиков с
s20,w 5,7 и 8,7 S. Вследствие этого трегалоза мо�
жет оказывать влияние на шапероноподобную
активность αB�Cr.

Влияние 350 мМ трегалозы на олигомерное
состояние ФБ. Распределение по коэффициен�
там седиментации c(s) для ФБ при 20 °С после
прогревания белка в течение 3 ч при 48 °С и
быстрого охлаждения представляет собой широ�
кий пик в области значений коэффициентов се�
диментации от 5 до 20 S, включающий разные
олигомерные формы частично развернутого
белка от мономера до тетрамера и небольших аг�
регатов. Трегалоза в концентрации 350 мМ ста�
билизирует преимущественно димерную форму
(пик 10 S), а также мономерную и/или частично
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Рис. 6. Распределения c(s) по коэффициентам седимента�
ции при 20 °С для ФБ (0,6 мг/мл, сплошная кривая) и сме�
си ФБ + 350 мМ трегалоза (штриховая кривая)

Рис. 5. Влияние трегалозы на олигомерное состояние
αB�Cr (0,2 мг/мл). Дифференциальные распределения по
коэффициентам седиментации, c(s), для αB�Cr в отсут�
ствие (сплошная кривая) и в присутствии (пунктирная
кривая) 350 мМ трегалозы. Скорость вращения рото�
ра – 48 000 об./мин
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развернутую димерную (пик 6,8 S) и тетрамер�
ную с пиком 13,5 S (см. рис. 6). Кроме того, в
присутствии осмолита ФБ не оседает в процессе
ускорения ротора (табл. 2).

При анализе влияния трегалозы на денатура�
цию ФБ должны быть учтены следующие дан�
ные: 1) 350 мМ трегалоза защищает ФБ от обра�
зования крупных агрегатов и выпадения их в
осадок; 2) если агрегаты уже сформированы, то
добавление трегалозы увеличивает долю агреги�
рованного белка (58%) по сравнению с ФБ
(33%, табл. 2); 3) трегалоза стабилизирует преи�
мущественно димерную форму белка (с s20,w =
10 S, рис. 6). При интерпретации влияния трега�
лозы следует учитывать, что процесс агрегации
олигомерного белка включает в себя стадию об�
ратимой диссоциации димера ФБ на мономеры,
подвергающиеся денатурации (см. обзор [46]).
Связываясь в зоне контакта субъединиц, лиган�
ды, как, например, аденозинмонофосфат или
глюкозо�6�фосфат, препятствуют диссоциации
димера ФБ [36, 46]. На основании вышесказан�
ного и полученных результатов можно предпо�
лагать, что трегалоза стабилизирует нативную
димерную форму ФБ.

Влияние трегалозы на седиментацию ФБ в
присутствии ααB�Cr. Из рис. 7, а видно, что для
смеси ФБ и αB�Cr пики свободного αB�Cr с s20,w

21 и 22,6 S практически исчезают, а пик, соответ�
ствующий ФБ (9S), увеличивается и становится
более компактным с s20,w = 9,1 S. Пики на 6,4 и
14 S могут соответствовать взаимодействию мо�
номера или тетрамера ФБ с мономерной/димер�
ной формой шаперона. В присутствии αB�Cr в
изученных условиях значительная часть ФБ осе�
дает при ускорении ротора (около 60%), что
почти вдвое больше, чем в отсутствие шаперона.
Это указывает на слипание части комплексов
ФБ–αB�Cr с образованием более крупных агре�
гатов.

Добавление к смеси (ФБ + αB�Cr) 350 мМ
трегалозы препятствует образованию крупных
агрегатов (табл. 2). Доля γagg сокращается в 5 раз,
с 60% до 12% агрегированного белка. Влияние
350 мМ трегалозы на взаимодействие αB�Cr с
белком�мишенью продемонстрировано на
рис. 7, б. Распределение c(s) в присутствии тре�
галозы имеет главный узкий пик с s20,w = 10,4 S и
небольшие пики с 4; 7,5 и 14 S. Сравнение и ана�
лиз трех распределений c(s) для смеси αB�Cr и
ФБ в отсутствие (рис. 7, а, сплошная кривая) и в
присутствии 350 мМ трегалозы, а также c(s) для
αB�Cr в присутствии 350 мМ трегалозы
(рис. 7, б) позволяют сделать вывод о взаимо�
действии диссоциированных форм белкового
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Образец

ФБ (0,5 мг/мл)

ФБ в присутствии αB�Cr (0,2 мг/мл)

*ФБ в присутствии αB�Cr и 350 мM трегалозы

*ФБ в присутствии 350 мM трегалозы

Таблица 2. Оценка доли агрегированного белка (γagg), осаж�
дающегося в процессе ускорения ротора в опыте AUC при
20 °С

γagg (%)

33

60

12

0

Примечание. Образцы до опыта были прогреты при 48 °С в
течение 3 ч, затем быстро (в течение 2 мин) охлаждены.
* Если трегалозу добавить к образцам после 3�часового
прогрева при 48 °С, то она не препятствует выпадению в
осадок белка (58% от общего количества) в процессе уско�
рения ротора, т.е. не действует на агрегацию крупных час�
тиц, образованных ФБ или ФБ и αB�Cr.

Рис. 7. Взаимодействие ФБ (0,6 мг/мл) и αB�Cr (0,2 мг/мл)
в отсутствие и в присутствии 350 мМ трегалозы. а – Рас�
пределения c(s) при 20 °С для ФБ (пунктирная кривая),
αB�Cr (штрих�пунктирная) и их смеси (сплошная).
б – Распределения c(s) при 20 °С в присутствии 350 мМ
трегалозы для αB�Cr (штрих�пунктирная кривая) и смеси
ФБ и αB�Cr (сплошная кривая)
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шаперона с разными формами белка�мишени в
присутствии химического шаперона. Главный
пик 10,4 S предполагает возрастание доли на�
тивного димера ФБ, а также взаимодействие ди�
мера ФБ с мономером/димером αB�Cr. Образо�
вание более крупных высокомолекулярных
комплексов также возможно, поскольку 12%
белка оседает в виде агрегатов в процессе уско�
рения ротора (табл. 2).

Поскольку при нагревании образцов в тече�
ние 3 ч с последующим быстрым охлаждением
(в течение 2 мин) и проведением опытов AUC
при 20 °С некоторые стадии общего процесса аг�
регации ФБ могут быть обратимы, например,
начальные стадии диссоциации и денатурации
белка. Представляет интерес сравнить эти дан�
ные с теми, что были получены непосредствен�
но при 48 °С. Действие трегалозы на смесь
(ФБ + αB�Cr) в опыте, проведенном при 48 °С,
показано на рис. 8.

Олигомерные состояния αB�Cr и ФБ в опы�
тах при 48 °С отличаются от таковых в опытах
при 20 °С (после 3�часового прогрева при 48 °С и
быстрого 2�минутного охлаждения во льду с во�
дой). При повышенной температуре ФБ на
распределении c(s) представлена преимущест�
венно мономерной формой (пик 5,7 S) и не�
большими агрегатами, в то время как крупные
агрегаты осаждаются в процессе ускорения ро�
тора. αB�Cr дает два пика на распределении c(s),
а именно 19 и 21,5 S, а распределение c(s) для
смеси шаперона с белком�мишенью имеет ос�
новной пик 4,4 S и небольшой пик 7 S (рис. 8, а).
Это позволяет предположить, что мономер ФБ
взаимодействует с мономером/димером αB�Cr,
что приводит к формированию более асиммет�
ричного комплекса и уменьшению коэффици�
ента седиментации с 5,7 до 4,4 S. При добавле�
нии 350 мМ трегалозы распределение c(s) для
смеси меняется коренным образом (рис. 8, б).
Трегалоза, по�видимому, стабилизирует димер�
ную форму ФБ (пик 10 S) и усиливает взаимо�
действие диссоциированных форм αB�Cr с ФБ
(пики 5, 8, 13,4, 16,2 S); при таких условиях воз�
можно также присутствие небольшого количе�
ства свободного αB�Cr (19 S) и более крупных
комплексов (27 S).

Различия распределений на рис. 7 и 8 свиде�
тельствуют о том, что начальные стадии процес�
са тепловой агрегации ФБ, такие как диссоциа�
ция и денатурация, а также нуклеация, могут
быть частично обратимы.

Трегалоза, по данным ДЛС, оказывает влия�
ние на стадию нуклеации процесса тепловой аг�
регации ФБ. При этом основной эффект трега�
лозы в присутствии белкового шаперона связан с
увеличением адсорбционной емкости αB�Cr по
отношению к белку�мишени на стадии нуклеа�
ции (для 66 мМ трегалозы увеличение AC0 явля�
ется 1,5�кратным): подобный эффект полностью
отсутствует на стадии роста агрегатов. По дан�
ным седиментационного анализа, трегалоза, по�
видимому, стабилизирует димерную форму ФБ и
усиливает взаимодействие αB�Cr с ФБ. Таким
образом, можно сделать следующие выводы:
(1) трегалоза влияет на шапероноподобную ак�
тивность αB�Cr, увеличивая его адсорбционную
емкость по отношению к белку�мишени на ста�
дии нуклеации; (2) трегалоза сдвигает равнове�
сие между олигомерными формами αB�Cr в сто�
рону более мелких олигомерных форм; (3) при
тепловом стрессе более активными являются,
по�видимому, диссоциированные формы αB�Cr.

Финансирование. Работа Н.А.Ч., Т.Б.Е.,
В.В.М., С.Г.Р. и Б.И.К. проводилась при под�
держке Российского научного фонда (грант
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Рис. 8. Влияние 350 мМ трегалозы на взаимодействие
αB�Cr с ФБ при 48 °С. а – Распределения c(s) для αB�Cr
(0,2 мг/мл, штрих�пунктирная кривая), ФБ (0,6 мг/мл,
штриховая) и их смеси (сплошная) были получены при
48 °С и приведены к стандартным условиям при 20 °С.
б – Распределения c(s) для смеси αB�Cr с ФБ в отсутствие
(штриховая кривая) и в присутствии (сплошная кривая)
350 мМ трегалозы, полученные при 48 °С и приведенные к
стандартным условиям при 20 °С. Общее время прогрева
образцов (время предварительного инкубирования и вре�
мя седиментации при 48 °С) составляло 3 ч
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EFFECT OF TREHALOSE ON OLIGOMERIC STATE
AND ANTI�AGGREGATION ACTIVITY OF ααB�CRYSTALLIN

N. A. Chebotareva*, T. B. Eronina, V. V. Mikhaylova,
S. G. Roman, K. V. Tugaeva, and B. I. Kurganov

Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”
of the Russian Academy of Sciences, 119071 Moscow, Russia; e-mail: n.a.chebotareva@gmail.com

αB�Crystallin (αB�Cr), one of the main crystalline lens proteins, along with other crystallins maintains lens trans�
parency suppressing protein aggregation and thus preventing cataractogenesis. αB�Cr belongs to the class of molecu�
lar chaperones; being expressed in many tissues it has a dynamic quaternary structure, which is essential for its chap�
erone-like activity. A shift in the equilibrium between ensembles of oligomers of different size allows regulating the
chaperone activity. Trehalose is known to inhibit protein aggregation in vivo and in vitro, and it is widely used in
biotechnology. The results of studying the effect of trehalose on the chaperone�like activity of crystallins can serve as
a basis for the design of drugs delaying cataractogenesis. We have studied the trehalose effect on the quaternary struc�
ture and anti�aggregation activity of αB�Cr using muscle glycogen phosphorylase b (Phb) as a target protein.
According to the dynamic light scattering data, trehalose affects the nucleation stage of Phb thermal aggregation at
48 °C, and an increase in αB�Cr adsorption capacity (AC0) is the main effect of trehalose on the aggregation process
in the presence of the protein chaperone (AC0 increases 1.5�fold in the presence of 66 mM trehalose). According to
the sedimentation analysis data, trehalose stabilizes the dimeric form of Phb at the stages of denaturation and disso�
ciation and enhances the interaction of αB�Cr with the target protein. Moreover, trehalose shifts the equilibrium
between αB�Cr oligomers towards the smaller forms. Thus, trehalose affects the quaternary structure of αB�Cr and
increases its anti�aggregation activity at the nucleation stage.

Keywords: αB�crystallin, anti�aggregation activity, trehalose, glycogen phosphorylase b, dynamic light scattering, ana�
lytical ultracentrifugation
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В обзоре рассмотрены причины и следствия посттранскрипционных замен тирозиновых остатков на цистеи�
новые. Основное внимание уделено заменам Tyr�Cys, которые возникают при экспрессии генов в бактери�
альных системах на стадии трансляции белков в результате неправильного узнавания сходных кодонов
мРНК. Отмечено, что если в целом ошибки трансляции возникают относительно редко, от 10−3 до 10−4 оши�
бок на кодон для E. coli, то в некоторых случаях частота ошибок существенно возрастает. Например, это ха�
рактерно для определенных пар кодонов при изменении условий культивирования или в присутствии анти�
биотиков. Так, при суперпродукции рекомбинантного альфа�синуклеина человека в клетках E. coli содер�
жание мутантой формы с заменой 136�го тирозинового остатка (кодон UAС) на цистеиновый (кодон UGC)
может достигать 50%. Рассмотрены возможные причины повышенной продукции альфа�синуклеина с за�
менами Tyr136Cys, а также последствия присутствия мутантных форм в препаратах амилоидогенных белков
при изучении их патологической трансформации in vitro. Отдельный раздел посвящен заменам Tyr�Cys, ас�
социированным с редактированием мРНК аденозиндезаминазами, характерным для эукариотических ор�
ганизмов, и возможной роли этого процесса в амилоидной трансформации белков, связанных с нейродеге�
неративными заболеваниями.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: амилоидогенные белки, ошибки трансляции, замены Tyr�Cys, синуклеин, продук�
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ЗАМЕН ТИРОЗИНОВЫХ ОСТАТКОВ НА ЦИСТЕИНОВЫЕ
НА ТРАНСФОРМАЦИЮ АМИЛОИДОГЕННЫХ БЕЛКОВ
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ВВЕДЕНИЕ

На пути передачи информации от молекулы
ДНК до синтезируемой полипептидной цепи
белка возможно появление ошибок, которые
могут существенно изменять свойства белковой
молекулы. В обзоре мы остановимся только на
механизмах замены остатков тирозина на остат�
ки цистеина, поскольку такая замена кардиналь�
но влияет на физико�химические свойства бел�
ка. Особое влияние такие замены оказывают на
способность белков формировать агрегаты, в
том числе и амилоидные. Появление дополни�
тельных остатков цистеина может не только соз�
давать препятствия для правильного формиро�
вания пространственной структуры белка, но и
приводить к образованию дисульфидных связей

между полипептидными цепями, стабилизиро�
вать агрегаты и влиять на амилоидную транс�
формацию белков. Нельзя также исключать воз�
можность появления дополнительных активнос�
тей у белков из�за возникновения сульфгидриль�
ных групп, способных участвовать в различных
реакциях, прежде всего связанных с окислитель�
но�восстановительными процессами.

Существуют два основных механизма воз�
никновения ошибок при передаче информации
от молекулы ДНК до полипептидной цепи – ре�
дактирование матричной РНК или «неточное»
функционирование рибосомного аппарата. Ре�
дактирование мРНК может происходить в ре�
зультате сплайсинга или под действием адено�
зиндезаминаз или цитозиндезаминаз. Мы рас�
смотрим только редактирование мРНК адено�
зиндезаминазами, поскольку именно воздей�
ствие этих ферментов может вызывать точечные* Адресат для корреспонденции.
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замены аминокислотных остатков, которые яв�
ляются темой данного обзора. Дезаминирова�
ние мРНК аденозиндезаминазами приводит к
превращению аденозина в инозин, «узнавае�
мый» в процессе трансляции белка как гуано�
зин. Остатки тирозина кодируются в ДНК двумя
кодонами, ТАТ и ТАС, а в мРНК, соответствен�
но, UAU и UAС. Следовательно, при дезамини�
ровании аденозина мРНК они распознаются
как цистеиновые кодоны UGU и UGC, что и
приводит к замене остатков тирозина на остатки
цистеина в полипептидной цепи.

Редактирование мРНК, приводящее к заме�
не аденозина на инозин – широко распростра�
ненное для эукариот явление, однако его функ�
циональная роль до конца не изучена. Дезами�
нирование аденозина осуществляется группой
ферментов из семейства ADAR. Так, у человека
семейство представлено тремя белками –
ADAR1, ADAR2 и ADAR3 [1]. Ферментативная
активность для ADAR3 на сегодняшний день не
продемонстрирована; предполагают, что он
выступает в качестве регулятора процесса ре�
дактирования [2]. Для замены аденозина на
инозин необходимо взаимодействие ADAR1
или ADAR2 с двуцепочечной РНК. Показано
участие белков ADAR в регуляции процессов
врожденного иммунитета, циркадных ритмов,
развития нервной системы [3]. Существуют сви�
детельства в пользу того, что нарушения в рабо�
те аденозиндезаминаз ассоциированы с разви�
тием аутоиммунных [4] и онкологических забо�
леваний [5]. Следует также отметить, что редак�
тирование мРНК аденозиндезаминазами в клет�
ках нервных тканей протекает особенно интен�
сивно. В связи с этим накапливается все больше
данных о важности роли аденозиндезаминаз в
регуляции функционирования нервных клеток
и о взаимосвязи активности этих ферментов и
развития нейродегенеративных заболеваний [6].

Сходство кодонов, кодирующих остатки ти�
розина и цистеина, может приводить к соответ�
ствующим заменам в полипептидных цепях и по
другой причине. Такие ошибки при считывании
информации в процессе трансляции могут быть
связаны с неточным узнаванием кодонов неко�
торыми аминоацил�тРНК. При этом, если ре�
дактирование мРНК интенсивно протекает в
эукариотических организмах, то ошибки, воз�
никающие в процессе трансляции, характерны
для прокариот. Интересно, что для дрожжей, от�
носящихся к эукариотам, были также обнаруже�
ны ошибки, возникающие при трансляции, что
может указывать на определенные особенности
аппарата трансляции у этих организмов.

В обзоре будут суммированы данные о редак�
тировании мРНК аденозиндезаминазами, кото�

рые могут приводить к точечным заменам ами�
нокислотных остатков, прежде всего, остатков
тирозина на остатки цистеина, а также о воз�
можной взаимосвязи этих процессов с нейроде�
генеративными заболеваниями. Отдельно будет
рассмотрена проблема, связанная с получением
рекомбинантных белков, продуцируемых в бак�
териальных системах, в которых происходит за�
мена остатков тирозина на остатки цистеина.
Такая замена у части белковых молекул может
существенно изменять физико�химические ха�
рактеристики белков и приводить к неверной
интерпретации полученных результатов.

ОШИБКИ ТРАНСЛЯЦИИ У ПРОКАРИОТ

У прокариотических организмов ошибки
при передаче информации от ДНК к белку воз�
никают в процессе трансляции из�за неточного
узнавания кодонов мРНК некоторыми амино�
ацил�тРНК. Известно, что в целом частота таких
ошибок при трансляции невелика и составляет
для Е. сoli при использовании разных способов
оценки от 10−3 до 10−4 ошибок на кодон [7–9].
Однако вероятность ошибки зависит от многих
факторов, прежде всего от условий культивиро�
вания и сходства между кодонами. Более под�
робно особенности неправильного считывания
разных кодонов были исследованы на примере
люциферазы светлячков, продуцируемой в
Е. сoli [10]. Замена важного для катализа остатка
лизина (Lys529) в люциферазе должна приво�
дить к исчезновению ферментативной актив�
ности. Тем не менее в препаратах рекомбинант�
ных мутантных форм люциферазы, содержащих
разные замены по 529�му остатку, сохранялась
ферментативная активность. Было высказано
предположение, что сохранение люциферазной
активности происходит из�за синтеза некоторо�
го количества белка дикого типа, обусловленно�
го неправильным считыванием кодонов в 529�м
положении из�за конкуренции между тРНКLys

UUU

и другими тРНК. Было показано, что частота
ошибок у E. coli зависит от конкуренции между
родственными тРНК за сходные кодоны. На�
пример, замены на остатки лизина остатков ар�
гинина (кодоны AGA и AGG) происходят в
10 раз чаще, чем замены других аминокислот�
ных остатков у мутантных форм белка. Об этом
свидетельствует более высокая ферментативная
активность мутантных форм, содержащих оста�
ток аргинина в 529�м положении.  Важно также
отметить, что в присутствии некоторых антиби�
отиков в несколько раз увеличивается частота
ошибок в процессе трансляции, причем величи�
на наблюдаемого эффекта зависит также от типа
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тРНК. Аминогликозидные антибиотики суще�
ственно увеличивают частоту ошибок для сход�
ных кодонов, но практически не изменяют чис�
ло ошибок по кодонам в целом. Так, для кодона
AAU, кодирующего аспарагин, частота ошибок
в присутствии паромомицина увеличивается
почти в 10 раз и достигает 1,3 × 10−2 [10]. Сниже�
ние точности трансляции в присутствии ами�
ногликозидных антибиотиков, а также при до�
бавлении ионов магния было подтверждено и в
других работах [11, 12].

С развитием методов масс�спектрометрии
накапливается все больше данных о заменах
аминокислотных остатков в рекомбинантных
эукариотических белках, продуцируемых в бак�
териальных системах [13–15]. Как правило, та�
кие замены характерны для редких в бактери�
альных системах кодонов [14–17]. Например,
при использовании редкого кодона GGA в про�
дуцируемых в E. coli белках происходила замена
остатков глутаминовой кислоты на остатки гли�
цина [16]. Наблюдались также замены лизино�
вых остатков (ААА) на аргининовые (AGA) [17]
и аргининовых на лизиновые [15], а также арги�
ниновых (CGG) на глутаминовые (CAG) [14]. В
полученных препаратах содержание белков с
возникшими в процессе трансляции заменами
может достигать 10–40% [14, 15, 17].

ОШИБКИ ТРАНСЛЯЦИИ В ДРОЖЖАХ

Принято считать, как уже отмечалось выше,
что неправильное считывание информации на
пути от ДНК к белкам для прокариот обусловле�
но ошибками в процессе трансляции, а для
эукариот – редактированием мРНК дезамина�
зами. Однако достаточно высокий уровень оши�
бок при трансляции был обнаружен и у некото�
рых эукариот, а именно у пекарских дрожжей
Saccharomyces cerevisiae [18, 19]. Так, с использо�
ванием описанной выше системы детекции с
люциферазой было показано, что частота оши�
бок варьирует от 4 × 10−5 до 6,9 × 10−4 на кодон,
т.е. в среднем в 3 раза ниже, чем для бактериаль�
ной системы [19]. При этом для дрожжей харак�
терно более избирательное действие аминогли�
козидных антибиотиков. Так, для одних кодо�
нов добавление паромомицина не влияет на
частоту ошибок, а для других – увеличивает ко�
личество ошибок в несколько раз. Авторы пред�
полагают, что в пекарских дрожжах существуют
дополнительные механизмы, предотвращаю�
щие неточную трансляцию, в отличие от E. сoli.
Возможно, именно более точная работа эукарио�
тических рибосом может снижать вероятность
возникновения ошибок в процессе трансляции.

Однако нельзя исключить, что ошибки в про�
цессе трансляции из�за конкуренции между
тРНК все�таки происходят и у других эукарио�
тических организмов, хотя и с меньшей часто�
той. К сожалению, пока не получено экспери�
ментальных данных, подтверждающих или оп�
ровергающих такое предположение.

ОШИБКИ ТРАНСЛЯЦИИ, ПРИВОДЯЩИЕ
К ЗАМЕНЕ ТИРОЗИНОВЫХ ОСТАТКОВ

НА ЦИСТЕИНОВЫЕ

Тирозиновые остатки кодируются в матрич�
ной РНК двумя кодонами – UAU и UAC, а цис�
теиновые остатки сходными кодонами – UGU и
UGC. Как было отмечено во введении, редакти�
рование мРНК аденозиндезаминазами может
приводить к заменам тирозиновых остатков на
цистеиновые у эукариот. Однако для прокариот
из�за отсутствия аденозиндезаминаз характерен
другой механизм – появление ошибок в процес�
се трансляции из�за неправильного узнавания
кодонов. Механизм такой замены схематически
представлен на рис. 1. В верхней части рисунка
продемонстрирована конкуренция за связыва�
ние между разными аминоацил�тРНК с
UAC�кодоном мРНК в А�сайте рибосомы. Вслед�
ствие неточной работы трансляционного аппа�
рата происходит неверное считывание кодона и
появление в полипептидной цепи цистеинового
остатка вместо тирозинового. Цистеиновые ос�
татки могут образовывать дисульфидные связи,
соединяющие полипептидные цепи.

Первые указания на возможность замены
тирозиновых остатков на цистеиновые были по�
лучены в середине 80�х годов. Было показано,
что при синтезе in vivo белка Ocr бактериофа�
га T7 происходит включение остатков цистеина
в положение, обычно занимаемое тирозиновым
остатком [20]. В дальнейшем избирательно за�
мены именно тирозиновых остатков на цистеи�
новые не исследовали, хотя исходя из характер�
ной для E. coli частоты ошибок, можно было
ожидать, что она должна быть не слишком вы�
сокой и составлять от 10−3 до 10−4 ошибок на ко�
дон. Однако при экспрессии человеческого
альфа�синуклеина в клетках E. coli было обнару�
жено, что у значительной части синтезирован�
ного белка Tyr136 (кодон UAC) заменен на оста�
ток цистеина [21, 22]. При этом замен других ос�
татков тирозина, кодируемых триплетом UАU,
обнаружено не было. Замена одного из нуклео�
тидов в кодирующем 136�й тирозиновый оста�
ток кодоне (UАU) полностью предотвращала
возникновение мутантного белка c такими за�
менами [21]. Оказалось также, что эффектив�
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ность замены 136�го тирозинового остатка на
остаток цистеина зависит от рН клеточной сре�
ды для культивирования клеток: при закисле�
нии среды до рН 6,6 содержание мутантного
альфа�синуклеина, содержащего в 136�м поло�
жении остаток цистеина, достигало 50% [22].
Идентифицировать появление мутантных форм

было довольно просто, т.к. содержащие цистеи�
новый остаток молекулы альфа�синуклеина об�
разовывали соединенные дисульфидной связью
димеры. Такие димеры можно было обнаружить
при проведении электрофореза в денатурирую�
щих условиях без добавления бета�меркаптоэта�
нола. Вероятно, частота ошибок в процессе

Рис. 1. Ошибки считывания кодонов в процессе трансляции белков у прокариот. Конкуренция за связывание между раз�
ными аминоацил�тРНК с UAC�кодоном мРНК в А�сайте рибосомы. Неточная работы трансляционного аппарата приво�
дит к неверному считыванию кодона и к появлению в полипептидной цепи цистеинового аминокислотного остатка вмес�
то тирозинового. Сшивка полипептидных цепей дисульфидными связями через цистеиновые остатки
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трансляции альфа�синуклеина возрастала из�за
использования аминогликозидного антибиоти�
ка канамицина при культивировании клеток,
как это было показано ранее для других реком�
бинантных белков. Кроме того, содержание му�
тантного белка может увеличиваться из�за не�
достатка тирозина в условиях суперпродукции
рекомбинантного белка.

ВОЗМОЖНЫЕ ПОСЛЕДСТВИЯ ОШИБОК,
ПРИВОДЯЩИХ К ЗАМЕНЕ ТИРОЗИНОВЫХ

ОСТАТКОВ НА ЦИСТЕИНОВЫЕ

При получении рекомбинантных белков в
бактериальных системах обычно не обращают
внимания на возможные замены аминокислот�
ных остатков из�за ошибок, возникающих в
процессе трансляции. Прежде всего, это связа�
но с невысокой частотой возникновения таких
ошибок. Кроме того, часто замены аминокис�
лотных остатков приводят к неправильному
сворачиванию белковой глобулы и такие белки,
формирующие ненативные структуры, подвер�
гаются протеолитическому расщеплению. Од�
нако, как показывают приведенные в предыду�
щем разделе примеры [21, 22], в некоторых слу�
чаях образуются значительные количества мутант�
ных белков, содержащих замены аминокислот�
ных остатков. Возможно, накопление мутантно�
го альфа�синуклеина в описанных примерах об�
легчается тем, что он относится к так называе�
мым «естественно развернутым белкам», и его
деградация не регулируется характерными для
глобулярных белков механизмами.

При исследовании рекомбинантного мутант�
ного альфа�синуклеина, содержащего цистеи�
новый остаток в 136�м положении, было пока�
зано, что для такого белка не характерна амило�
идная трансформация. Более того, мутантный
альфа�синуклеин препятствовал формирова�
нию амилоидных фибрилл нативными формами
альфа�синуклеина [22]. Вполне возможно, что
некоторые результаты, полученные на препара�
тах рекомбинантного альфа�синуклеина, содер�
жащего примеси мутантной формы с заменами
Tyr136Cys, некорректны из�за воздействия му�
тантной формы на трансформацию альфа�си�
нуклеина дикого типа. К сожалению, принятые
процедуры оценки гомогенности препаратов ре�
комбинантных белков, включающие только
проведение электрофореза в денатурирующих
условиях в присутствии бета�меркаптоэтанола,
не позволяют выявить примесь соединенных
дисульфидными связями полипептидных це�
пей. Более того, при масс�спектрометрии не
всегда легко обнаружить такие замены, исследуя

смесь исходного и мутантного белка, из�за мо�
дификаций цистеиновых остатков, особеннос�
тей экстракции цистеин�содержащих полипеп�
тидов из гелей и ряда других причин. Следова�
тельно, следует внимательно отслеживать воз�
можные ошибки трансляции при получении ре�
комбинантных белков в бактериальных систе�
мах. С особой осторожностью надо относиться к
результатам, полученным с рекомбинантными
естественно развернутыми белками, поскольку
в них может происходить значительное накоп�
ление мутантных форм, как это было показано
для альфа�синуклеина. Как минимум, следует
выявлять возможные замены тирозиновых ос�
татков на цистеиновые. Обнаружить их доста�
точно просто по появлению олигомерных форм
белка при проведении электрофореза в отсут�
ствие восстанавливающих дисульфидные связи
соединений. Очевидно, что именно возникно�
вение «поперечных сшивок», нехарактерных
для белков дикого типа, может существенно
влиять на процессы амилоидной трансформа�
ции, к которой склонны многие естественно
развернутые белки, участвующие в возникнове�
нии и развитии нейродегенеративных заболева�
ний амилоидной природы. Таким образом, при
моделировании in vitro амилоидной трансфор�
мации белков следует обязательно учитывать
возможность присутствия в препаратах мутант�
ных форм, содержащих замены аминокислот�
ных остатков из�за ошибок, появляющихся на
стадии трансляции.

РЕДАКТИРОВАНИЕ МАТРИЧНОЙ РНК
АДЕНОЗИНДЕЗАМИНАЗАМИ У ЭУКАРИОТ

Редактирование матричной РНК аденозин�
дезаминами было обнаружено у различных
эукариотических организмов более 20 лет на�
зад [23–25]. Этот фермент, а точнее несколько
ферментов, отличающихся по субстратной спе�
цифичности, дезаминируют остатки аденозина
с образованием инозина. В процессе трансля�
ции инозиновый остаток опознается как гуано�
зиновый, что приводит к изменению информа�
ционного значения триплета. Редактированию
матричной РНК аденозиндезаминазами посвя�
щено много экспериментальных статей, в том
числе обзорных [26, 27], включая подробный
анализ проблемы в статье Ключниковой и со�
авт. [28]. По этой причине мы не будем останав�
ливаться на редактировании матричной РНК
аденозиндезаминазами в целом, а рассмотрим
только те аспекты, которые связаны c редакти�
рованием, вызывающим замены тирозиновых
остатков на цистеиновые в амилоидогенных
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белках, связанных с нейродегенеративными за�
болеваниями. Схема замены тирозиновых ос�
татков на цистеиновые в результате редактиро�
вания мРНК аденозиндезаминазами представ�
лена на рис. 2. Тирозиновые остатки в мРНК ко�
дируются двумя триплетами (UAU и UAС) и,
следовательно, при дезаминировании аденози�
на в любом из них возможна замена остатков ти�
розина на остатки цистеина, кодируемого трип�
летами UGU и UGC. На первом этапе в резуль�
тате редактирования ADAR происходит замена
аденозинового остатка на инозиновый. Затем
инозиновый остаток считывается тРНКCys как
гуанозиновый, что приводит к появлению в по�
липептидной цепи цистеинового аминокислот�
ного остатка вместо тирозинового. Такая замена
может приводить к образованию новых дисуль�
фидных связей в продукте трансляции, причем
как внутриполипептидных (рис. 2, в), так и меж�
полипептидных.

Как показывают эксперименты на рекомби�
нантных белках, описанные в предыдущих раз�
делах, замены тирозиновых остатков на цистеи�
новые в процессе трансляции могут кардиналь�
но изменять амилоидную трансформацию есте�
ственно развернутых белков. Следовательно,
такое изменение их трансформации может про�
исходить в результате редактирования мРНК
аденозиндезаминазами из�за появления мутант�
ных форм белков с дополнительным остатком
цистеина.

Анализ литературных данных указывает, что
аденозиндезаминазы ADAR1, ADAR2 и ADAR3
вовлечены в патогенез неврологических и ней�
родегенеративных заболеваний [29]. В частнос�
ти, изменения в профилях редактирования
мРНК показаны при болезнях, для которых ха�
рактерно образование телец включения, таких
как болезнь Альцгеймера и Гентингтона [30, 31].
Для большинства случаев неврологических за�
болеваний показано общее снижение числа за�
мен аденозина на инозин. Для образцов мозга
пациентов с диагнозом болезнь Альцгеймера
или Гентингтона зарегистрировано уменьшение
редактирования в позиции, приводящее к заме�
не 607 остатка глутамина на аргинин в субъеди�
нице GluA2 ионотропного рецептора глутамата,
что, как полагают, приводит к гибели мотоней�
ронов [32]. Число генов, для мРНК которых по�
казано значимое снижение числа замен адено�
зина на инозин в процессе развития упомянутых
нейродегенеративных заболеваний, растет [33],
причем описаны позиции, приводящие к замене
тирозина на цистеин, как, например, Tyr571Cys
в субъединице GluR6 ионотропного рецептора
глутамата [34]. Однако пока отсутствуют пря�
мые экспериментальные данные о влиянии за�

мен тирозиновых остатков на цистеиновые в
амилоидогенных белках на нейродегенератив�
ные процессы.

Развитие методов секвенирования нового
поколения резко ускорило выявление сайтов за�
мены аденозина на инозин: так, в существую�
щих базах данных зарегистрированы миллионы
таких потенциальных сайтов редактирования,
предсказанных на основе данных RNA�seq. Од�
на из таких баз данных, REDIportal [35], собра�
на из позиций, для которых секвенированием
была выявлена замена A на G, при условии, что
ранее в геномных данных не была показана та�
кая однонуклеотидная вариация. На наш
взгляд, пристальное внимание следует обратить
на сайты редактирования в генах, кодирующих
естественно развернутые белки. Во�первых,
именно такие белки склонны к амилоидной
трансформации и связаны с нейродегенератив�
ными процессами, а, во�вторых, они в меньшей
степени будут подвержены деградации в клетке,
чем глобулярные белки, не способные свернуть�
ся в правильную конформацию из�за замены
тирозиновых остатков на цистеиновые. С уче�
том специфичного взаимодействия редактиру�
ющих ферментов ADAR1 и ADAR2 с двуцепо�
чечной РНК, с помощью алгоритма поиска по�
тенциальных шпилек в структуре мРНК генов
человека было выявлено более тысячи тирози�
новых кодонов UAC, которые могут представ�
лять потенциальную мишень для аденозиндеза�
миназ. Среди генов, содержащих такие кодоны,
оказалось 19 тех, что кодируют белки с неструк�
турированными участками, зарегистрирован�
ными в базе данных DisProt [36]. При этом два
из найденных генов ассоциированы с нейроге�
незом: белок Protein numb homolog (h�Numb,
идентификатор UniProt P49757) и белок Paired
box protein Pax�6 (идентификатор UniProt
P26367). Важно отметить, что в состав белка
h�Numb исходно входит четное число цистеино�
вых остатков, что позволяет предполагать, что
редактирование мРНК в данном случае может
приводить к появлению нечетного числа цисте�
иновых остатков и формированию димеров за
счет образования межполипептидных дисуль�
фидных связей. Возникновение таких «попереч�
ных сшивок» может быть вовлечено в формиро�
вание прочных белковых агрегатов, характер�
ных для амилоидных заболеваний. Если же су�
зить поиск и обратиться к базе данных RADAR
[37], содержащей установленные ранее сайты
редактирования РНК, то количество потенци�
альных кандидатов станет еще меньше. Среди
белков, для которых было установлено редакти�
рование UAC�кодона, лишь один можно отнес�
ти к естественно развернутым белкам, связан�
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Рис. 2. Дезаминирование остатков аденозина мРНК аденозиндезаминазами (ADAR) у эукариот. а – Замена аденозиново�
го остатка на инозиновый в результате редактирования ADAR. б – Считывание инозинового остатка тРНКCys как гуано�
зинового и появление в полипептидной цепи цистеинового аминокислотного остатка вместо тирозинового. в – Образо�
вание дисульфидных связей в продукте трансляции
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ным с нейродегенерацией – белок септин 4
(идентификатор UniProt O43236). Однако экс�
периментальные данные о том, что септин 4
действительно может синтезироваться в мутант�
ной форме, есть только на уровне транскрипто�
ма [38]. Можно было предположить, что обнару�
женные при продукции альфа�синуклеина в
E. coli замены Tyr�Cys могут возникнуть и в эука�
риотических организмах в результате редактиро�
вания мРНК. Тем не менее наши попытки найти
замены Tyr136Cys в альфа�синуклеине при его
продукции в эукариотических клетках (нейро�
бластомы) оказались безрезультатными [39].

Для изучения последствий редактирования
РНК на белковом уровне оптимальным подхо�
дом является масс�спектрометрическая протео�
мика, преимущества которой подробно описа�
ны в специальном обзоре [28]. Однако именно
при изучении замен Tyr�Cys в белках могут воз�
никнуть определенные сложности, а именно,
при проведении таких исследований следует
учитывать все возможные посттрансляционные
модификации цистеиновых остатков (окисле�
ние различной степени, образование дисуль�
фидных связей, нитрозилирование, алкилиро�
вание). Предотвратить возникновение разнооб�
разных продуктов модификации можно с по�
мощью предварительной обработки белков
йодацетатом для получения карбоксиметилиро�
ваннных форм. Таким образом, при проведении
масс�спектрометрических исследований необ�
ходимо прицельно искать предполагаемые заме�
ны Tyr�Cys, а не проводить стандартный анализ.
Вероятно, оптимальным был бы подход с пред�
варительным биоинформатическим анализом
для выявления потенциальных белков�кандида�
тов. Такой анализ позволил бы оценить, в каких
белках, связанных с процессами нейродегенера�
ции, могут происходить замены Tyr�Cys вслед�
ствие редактирования мРНК аденозиндезами�
назами. Это позволило бы затем отобрать наи�
более перспективные кандидаты для последую�
щей экспериментальной проверки как с по�
мощью масс�спектрометрического анализа, так
и других подходов, включая работу с клеточны�
ми культурами и анализ особенностей патологи�
ческой трансформации амилоидогенных белков
с выявленными заменами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В обзоре мы обсудили в основном механиз�
мы посттранскрипционных замен тирозиновых
остатков на цистеиновые в амилоидогенных
белках, поскольку именно такие замены могут
приводить к существенным изменениям в про�

цессе их патологической трансформации. Такие
изменения возникают из�за необычных свойств
цистеиновых остатков, а именно их способнос�
ти подвергаться окислению и другим модифика�
циям (нитрозилирование, алкилирование и др.),
а также образовывать дисульфидные связи. При
этом формирование дисульфидных связей мо�
жет как стабилизировать амилоидные агрегаты
за счет «поперечной сшивки» полипептидных
цепей, так и препятствовать их амилоидной
трансформации из�за образования димерных и
олигомерных форм, не склонных к такому типу
агрегации.

Единичные наблюдения о замене тирозино�
вых остатков на цистеиновые в амилоидогенных
белках при их продукции в бактериальных сис�
темах требуют, на наш взгляд, особого внима�
ния. Так как в препаратах рекомбинантных бел�
ков содержание мутантных форм с дополни�
тельными цистеиновыми остатками может дос�
тигать 50%, то процесс их амилоидной транс�
формации может существенно изменяться. Сле�
довательно, требуется проведение дополнитель�
ного анализа, позволяющего выявить мутант�
ные белки, содержащие остатки цистеина, и,
при необходимости, очистить от них рекомби�
нантные белки дикого типа. Только после про�
ведения таких процедур можно избавиться от
возможных артефактов, возникающих при изу�
чении патологической трансформации амилои�
догенных белков из�за присутствия в них мутант�
ных форм.

Изучение роли посттранскрипционных за�
мен тирозиновых остатков на цистеиновые в
амилоидогенных белках, происходящих в ре�
зультате дезаминирования мРНК специальными
ферментами, находится на начальной стадии.
Хотя о роли редактирования мРНК, особенно в
функционировании нервных тканей, в целом из�
вестно достаточно много, информация о влия�
нии такого типа замен (Tyr�Cys) в амилоидоген�
ных белках на нейродегенеративные процессы
отсутствует. При этом известно, что появление в
составе амилоидных белков дополнительных
цистеиновых остатков существенно изменяет их
способность к патологической трансформа�
ции [40, 41]. В целом, дисульфидные связи ста�
билизируют амилоидные фибриллы, а в случае
прионных белков их образование является од�
ним из механизмов трансформации белка в ин�
фекционную форму [42–46]. В бета�амилоидном
пептиде, альфа�синуклеине, тау�белке и хантинг�
тине дикого типа нет цистеиновых остатков. Од�
нако введение в эти белки цистеиновых остат�
ков, вызывающих образование межполипептид�
ных и/или внутриполипептидных связей, при�
водит к кардинальному изменению процесса их
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амилоидной трансформации. Эффекты, возни�
кающие при введении остатков цистеина, зави�
сят как от количества замен, так и от их локали�
зации. Некоторые замены ускоряют амилоидои�
зацию, например, за счет образования димер�
ных форм альфа�синуклеина [47, 48] или дрож�
жевого приона Sup35 [49]. Другие препятствуют
формированию амилоидных структур: напри�
мер, альфа�синуклеин с заменой Tyr136Cys [22],
альфа�синуклеин с тремя дисульфидными свя�
зями [50]. Таким образом, хотя точно предска�
зать эффекты от замены Tyr�Cys сложно, но изу�
чение роли редактирования мРНК, приводящее
к таким заменам в амилоидогенных белках,

представляется важным для понимания меха�
низмов возникновения и развития нейродегене�
ративных заболеваний.
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POST�TRANSCRIPTIONAL TYROSINE SUBSTITUTIONS
FOR CYSTEINE IN AMYLOIDOGENIC PROTEINS

Mini�Review

V. I. Muronetz1,2*, D. V. Pozdyshev1, M. V. Medvedeva2, and I. A. Sevostyanova1

1 Belozersky Institute of Physico�Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,
119991 Moscow, Russia; e�mail: vimuronets@belozersky.msu.ru

2 Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia

The review considers the reasons and consequences of post�transcriptional tyrosine substitutions for cysteine residues.
The main attention is paid to Tyr�Cys substitutions that arise during gene expression in bacterial systems at the stage
of protein translation as a result of similar mRNA codons misrecognition. Notably, if translation errors generally
occur relatively rarely – from 10−3 to 10−4 errors per codon for E. coli, then in some cases the error rate increases sig�
nificantly. For example, for certain pairs of codons, when the culture conditions change or in the presence of antibi�
otics. Thus, with the overproduction of recombinant human alpha�synuclein in E. coli cells, the content of the mutant
form with the replacement of 136 tyrosine residue (UAC codon) with a cysteine residue (UGC codon) can reach 50%.
Possible reasons for the increased production of alpha�synuclein with Tyr136Cys substitutions are considered, as well
as the consequences of the presence of mutant forms in preparations of amyloidogenic proteins when studying their
pathological transformation in vitro. A separate section is devoted to Tyr�Cys substitutions occurring due to adenosine
deaminases mRNA editing, typical for eukaryotic organisms, and the possible role of this process in the amyloid trans�
formation of proteins associated with neurodegenerative diseases.

Keywords: amyloidogenic proteins, translation errors, Tyr�Cys substitutions
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В данном аналитическом обзоре на модельных и природных системах рассмотрены разные способы гене�
рации мембраносвязанных протонов, использующие различные внешние источники энергии. Анализ по�
казал, что все три рассмотренных типа реакций содержат одинаковую ключевую стадию синтеза мембра�
носвязанных протонов – диссоциацию электронейтральных кислот Бренстеда на межфазной границе при
переходе из гидрофобной фазы в воду с низкой диэлектрической постоянной. Особое внимание в работе
обращается на то, что на одной из анализируемых модельных систем мембраносвязанные протоны обес�
печивают энергией реакцию синтеза ATP. В обзоре приводятся данные, показывающие, что аналогичный
механизм синтеза мембраносвязанных протонов в системе окислительного фосфорилирования осущест�
вляется также на природных мембранах, в частности, на мембранах митопластов и митохондрий. Анализ
показал, что энергия окислительных реакций, которая обеспечивает синтез ATP, на промежуточной стадии
запасается не только в форме трансмембранного электрохимического потенциала ионов водорода, но так�
же, и может быть даже в первую очередь, в форме фракции ионов водорода, лабильно связанных с поверх�
ностью внутренней мембраны митохондрий. Процесс запасания энергии в митохондриях неразрывно свя�
зан с переносом ионов водорода, которые одновременно исполняют две функции. Фракция ионов водоро�
да на поверхности мембраны является переносчиком и носителем свободной энергии и в то же время не�
посредственным субстратом (рабочим телом), обеспечивающими движение рабочих элементов сложной
биологической машины, которой является F1FO�ATP�синтаза.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мембраносвязанный протон, ион водорода, мембрана, митохондрии, окислитель�
ное фосфорилирование, суперконденсатор.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящем обзоре проведён анализ дан�
ных об участии протона в начальной стадии за�
пасания энергии в митохондриях. Акцент в об�
зоре сделан на работах, выполненных ранее в
нашей лаборатории, однако анализ данных осу�
ществляется с учётом экспериментов других ис�
следовательских групп. Показано, что запаса�
ние энергии в митохондриях осуществляется
путём реакции связывания ионов водорода с
мембраной с образованием фракции мембра�
носвязанных протонов, обладающих избытком

свободной энергии Гиббса, то есть той энергии,
которая может быть использована для соверше�
ния системой полезной работы. В работе на ос�
нове имеющихся опубликованных эксперимен�
тальных данных анализируются свойства мемб�
раносвязанных протонов и показывается их
участие в реакциях синтеза ATP. Фракция
мембраносвязанных протонов, согласно прове�
дённому анализу, обладает свободной энергией
в двух формах. Часть этой энергии обусловлена
локальным концентрационным потенциалом,
создаваемым градиентом ионов водорода в при�
мембранном слое. Другая часть обусловлена
особенностями гидратной оболочки Н+�ионов,
образуемой в процессе их сольватации на меж�
фазной границе. Далее в тексте именно эти
компоненты энергии будут подразумеваться
под избытком свободной энергии фракции

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БЛМ – бислойная липид�
ная мембрана; ОКСФОС – окислительное фосфорилиро�
вание.

* Адресат для корреспонденции.
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мембраносвязанных протонов, а процессы,
приводящие к их формированию, подробно
проанализированы.

Как известно, П. Митчелл постулировал, что
первичным аккумулятором энергии окисли�
тельных реакций митохондрий является элект�
рохимический потенциал ионов водорода, кото�
рый образуется при трансмембранном переносе
протонов [1]. Гипотеза Митчелла была много�
кратно экспериментально подтверждена, в част�
ности, работами Skulachev et al. [2],
Liberman et al. [3] и Drachev et al. [4], которые до�
казали присутствие электрического поля на
внутренней мембране митохондрий в процессе
работы системы окислительного фосфорилиро�
вания (ОКСФОС). Одновременно с П. Митчел�
лом в 1961 г. Р. Вильямс предложил модель про�
тонного сопряжения, в которой начальной ста�
дией запасания энергии является реакция пря�
мого взаимодействия ионов водорода с полупро�
ницаемой мембраной [5]. Позднее Д. Келл
в 1979 г. на основе модели П. Митчелла, соглас�
но которой протон, не взаимодействуя с мемб�
раной, пересекает её, предложил свою модель,
согласно которой, напротив, протоны взаимо�
действуют с мембраной и накапливаются в не�
посредственной близости от неё. Это позволило
ему объяснить наблюдаемый на алкалифильных
бактериях эффект синтеза ATP при чрезвычайно
низком градиенте ионов водорода [6]. Однако
следует отметить, что введение в модель Мит�
челла дополнительной стадии торможения ио�
нов водорода при взаимодействии их с мембра�
ной фактически трансформировало модель
Митчелла в модель Вильямса, согласно которой
начальной стадией запасания энергии является
взаимодействие протона с мембраной. Важно
указать, что в алкалифильных бактериях, соглас�
но модели Келла, система ОКСФОС функцио�
нирует в полном согласии с моделью Вильямса,
поскольку начальная стадия взаимодействия
протона с мембраной действительно контроли�
рует работу всей системы ОКСФОС. Интересно
отметить, что П. Митчелл в одной из своих позд�
них работ тоже признал, что бóльшая часть про�
тонов локализована в примембранных зонах и
лишь незначительная часть протонного тока
обеспечивается протонами в объёмной фазе [7].

Для того чтобы реализовалось прямое про�
тонное сопряжение по Вильямсу, ион водорода
должен некоторое время удерживаться на
мембране, образуя с ней лабильную связь.
Впервые эффект связывания ионов водорода с
поверхностью мембран был обнаружен на фо�
тосистемах: в работах Юнге на мембранах тила�
коидов (согласно [6]) и в работе Драчева и
соавт. на родопсиновых бляшках [8]. В нашей

лаборатории в НИИ физико�химической био�
логии им. А.Н. Белозерского, МГУ, совместно с
лабораторией Института электрохимии РАН на
модельной системе было показано, что энергия
ионов водорода, образующихся на межфазной
границе, может быть использована ATP�синта�
зой в реакции синтеза ATP [9]. Дальнейшие ис�
следования в ряде лабораторий показали, что
связанные с мембраной ионы водорода облада�
ют высокой подвижностью и переносятся вдоль
мембранной границы гораздо быстрее, чем об�
мениваются с водной фазой [10–15]. Так как
энергия мембранной фракции протонов доста�
точна для обеспечения синтеза ATP [9, 16, 17],
стадия транспорта протонов вдоль поверхности
мембраны, по�видимому, включена в работу су�
перкомплекса ОКСФОС, содержащего элект�
рон�транспортную систему (за исключением
комплекса II) и ATP�синтазу [18].

Несмотря на значительный прогресс, точ�
ный механизм удержания протонов на межфаз�
ной границе до сих пор является предметом
дискуссий [19, 20]. Первая часть настоящего
аналитического обзора посвящена в основном
описанию реакций мембраносвязанных прото�
нов на модельных системах и в митохондриях.
Во второй части дано описание реакций синте�
за ATP, протекающих с участием мембраносвя�
занных протонов.

ОБРАЗОВАНИЕ МЕМБРАНОСВЯЗАННЫХ
ПРОТОНОВ В МОДЕЛЬНЫХ СИСТЕМАХ

В работе рассмотрены три способа синтеза
мембраносвязанных протонов, обладающих из�
бытком свободной энергии, но при этом ис�
пользующих разные внешние источники энер�
гии. Анализ показал, что все три типа реакций
протекают в одинаковых условиях – на меж�
фазной границе гидрофобной фазы с водой, то
есть в зоне, где вода, как известно, обладает
сниженной диэлектрической постоянной [21].
Во всех случаях мембраносвязанные ионы во�
дорода синтезируются из электронейтральных
кислот Бренстеда в процессе их диссоциации на
границе раздела фаз при переходе из гидрофоб�
ной фазы в воду с низкой диэлектрической пос�
тоянной, в результате чего вновь образовавшая�
ся гидратная оболочка протона имеет размер
меньший, чем в водной фазе. Первый способ –
перенос протона на межфазную границу в про�
цессе К+/Н+�обмена на липидном бислое (за
счёт использования энергии градиента ионов
калия). Второй способ – синтез мембраносвя�
занных протонов на межфазной границе октан�
вода в условиях диссоциации кислоты Бренсте�
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да; регистрация синтеза ATP за счёт избытка
свободной энергии ионов водорода, связанных
с межфазной границей. Третий способ – обра�
зование мембраносвязанных протонов (сaged�
H+) в результате гидролиза электрофильных со�
единений на гидрофобной поверхности на гра�
нице раздела. Все эти способы более подробно
будут рассмотрены далее.

Анализ показал, что во всех трёх случаях,
независимо от источников энергии и природы
исходной химической реакции, терминальная
стадия синтеза энергизованных мембраносвя�
занных протонов протекает по одинаковому
механизму, и энергия запасается в форме фрак�
ции энергизованных протонов. Энергия этой
фракции распределена между мембраносвязан�
ными ионами водорода и мембраной.

Для регистрации и измерения величины
граничных потенциалов на мембране при обра�
зовании фракции мембраносвязанных ионов
водорода наиболее часто используют метод
компенсации внутримембранного поля [22] и
метод регистрации изменений поверхностного
заряда (ζ�потенциала) [23, 24]. В последнем
случае часто используется прибор Malvern
Zetasizer, который сочетает метод электрофоре�
за в переменном электрическом поле с регист�
рацией скорости движения объекта [23]. Выше�
указанные методы дают различающиеся вели�
чины потенциалов, однако из ζ�потенциала мо�
жет быть рассчитан граничный потенциал по
модели Гуи–Чепмена с учётом того, что рассто�
яние от поверхности мембраны до плоскости
скольжения для липидных мембран составляет
около 0,2 нм [25].

Генерация мембраносвязанных протонов на
искусственных бислойных липидных мембранах
(БЛМ) с использованием градиента ионов калия.
С помощью метода регистрации внутримемб�
ранного поля было впервые зарегистрировано
образование фракции мембраносвязанных про�
тонов на БЛМ из фосфолипидов [26]. Для наг�
лядной демонстрации этих ключевых экспери�
ментов на БЛМ они будут подробно описаны
далее и схематично проиллюстрированы на
рис. 1 и 2. Эффект генерации фракции мембра�
носвязанных протонов был зарегистрирован в
условиях индукции К+/Н+�обмена на БЛМ. Для
этого был использован электронейтральный
К+/Н+�обменник, нигерицин, со стехиометри�
ей 1 : 1. В молекуле нигерицина роль перенос�
чика протона выполняет протонированная кар�
боксильная группа, диссоциация которой про�
исходит на межфазной границе с образованием
мембраносвязанного протона. В качестве ис�
точника энергии для индукции потока ионов
водорода через мембрану был создан высокий

градиент ионов калия [26]. Полная схема пере�
носа протона через мембрану с помощью ниге�
рицина при наличии градиента ионов калия
представлена на рис. 1. На рисунке также пока�
зано, что в этих условиях образуются две фрак�
ции ионов водорода – фракция мембраносвя�
занных протонов на поверхности липидного
бислоя и, как отмечалось выше, фракция ионов
водорода в так называемом неперемешиваемом
слое воды. Толщина неперемешиваемого слоя
водной фазы порядка 100 мкм, и его необходи�
мо отличать от межфазной границы вода�мемб�
рана, где находятся мембраносвязанные прото�
ны, и толщина которой составляет всего нес�
колько ангстрем. При К+/Н+�обмене закисле�
ние неперемешиваемого слоя происходит в ре�
зультате протекания непрерывного процесса
отрыва мембраносвязанных ионов водорода от
«cis»�поверхности БЛМ.

На рис. 1 показано, что фракция мембрано�
связанных протонов возникает и существует как
стационарное состояние системы. При этом
роль источника энергии выполняет градиент
ионов К+. Объём этой фракции определяется
соотношением скоростей подачи и отрыва Н+�
ионов на «cis»�поверхности БЛМ. Фракция
мембраносвязанных протонов является стацио�
нарной (но неравновесной) энергозависимой
структурой, возникающей в системе «БЛМ/ни�
герицин/градиент К+». Таким образом, весь
объём фракции мембраносвязанных протонов,
пока существует градиент ионов калия, непре�
рывно обновляется. При этом в результате от�
рыва мембраносвязанных протонов от поверх�
ности мембраны поддерживается низкое значе�
ние рН в неперемешиваемом водном слое. Пов�
торная гидратация протонов на «cis»�стороне
мембраны происходит в гидрофобной фазе при�
мембранного слоя с низкой диэлектрической
постоянной [21]. При этом формируется новая
гидратная оболочка меньших размеров. Свой�
ства воды на заряженных межфазных границах
описаны в работе Gonella et al. [27]. Фракция
мембраносвязанных протонов, образовавшаяся
в результате переноса нигерицин�Н+ через
мембрану, на рис. 1 обведена красным овалом.

Для измерения закисления в неперемеши�
ваемом слое у поверхности БЛМ был использо�
ван разработанный метод [28], который позво�
лил проводить регистрацию быстрых измене�
ний pH. В систему добавлялся разобщи�
тель (протонофор), который трансформировал
локальный градиент pH на БЛМ в электрохи�
мический потенциал ионов водорода, который
уже может быстро измеряться потенциометри�
ческим методом. Результаты таких измерений
приведены на рис. 2. На рис. 2, б приведены
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кривые изменения потенциала, происходящие
при изменении активности H+ в примембран�
ном слое в присутствии разобщителя.

Такой подход позволил также отделить про�
цесс закисления в примембранном слое от про�
цессов на межфазной границе. Образующийся
избыток протонов в неперемешиваемом вод�
ном слое препятствовал прямой регистрации
фракции мембраносвязанных протонов и ис�
следованию её свойств. Для регистрации вклада
фракции мембраносвязанных протонов в гра�
ничный потенциал на БЛМ закисление в непе�
ремешиваемом слое необходимо было устра�
нить. Это было достигнуто за счёт создания
противоположно направленного потока прото�
нов через мембрану на ацетате (рис. 2, а) [29].
Как показали эксперименты, отрицательно за�
ряженный ацетат�анион, как и разобщители, не
способен взаимодействовать с мембраносвя�
занными протонами. Однако при этом ацетат
связывается с протонами в неперемешиваемом
слое, после чего в нейтральной форме перехо�
дит вместе с захваченным протоном через меж�
фазную границу на другую сторону мембраны
(рис. 2). Избирательное удаление избытка про�

тонов из неперемешиваемого слоя с помощью
ацетата позволило отдельно исследовать фрак�
цию мембраносвязанных протонов, которая не
взаимодействует с ацетатом.

Важно указать ещё раз, что эффект образо�
вания мембраносвязанных протонов, представ�
ленный на рис. 2, был получен в присутствии
разобщителя. Этот результат показал, что ра�
зобщитель в обычно используемых концентра�
циях (1–10 мкМ) не рассеивает энергию мемб�
раносвязанных протонов. Для взаимодействия
с этой фракцией протонов были синтезированы
специальные поверхностно�активные разоб�
щители (более подробно эти соединения об�
суждались в обзоре Eremeev и Yaguzhinsky [30]).

Катализ реакции отрыва протона от поверх�
ности мембраны. Как было показано в работе
Antonenko et al. [26], в присутствии нигерицина
и градиента К+ на БЛМ формируется фракция
мембранных протонов, которая может быть
удалена с поверхности добавлением слабых ос�
нований Льюиса (в концентрации поряд�
ка 10 мМ). Поскольку слабые основания, как
известно, обладают буферными свойствами,
подобные эффекты многие авторы объясняют
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Рис. 1. Схема генерации фракции мембраносвязанных протонов на БЛМ на межфазной границе при K+/H+�обмене на
нигерицине. Неравновесно связанные с мембраной протоны имеют изменённую гидратную оболочку (то есть в среднем
отличающуюся от таковой в объёме) и обладают избытком свободной энергии. На рисунке фракция этих протонов об�
ведена красным овалом
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действием этих веществ в качестве буферов.
Согласно такому объяснению, следовало ожи�
дать, что добавление буферов в систему, пред�
ставленную на рис. 1, будет уменьшать скачок
рН в примембранном слое при K+/H+�обмене.
Однако, как показал эксперимент, добавление в
систему, представленную на рис. 2, б, слабого
основания Льюиса (цитрата) вызывает прямо
противоположный эффект. Добавление цитра�

та, напротив, резко увеличивает градиент рН
(только в условиях K+/H+�обмена), что свиде�
тельствует об ускорении реакции отрыва мемб�
раносвязанного протона от поверхности би�
слоя. Это полностью противоречит ожидаемо�
му буферному эффекту цитрата, который дол�
жен проявляться как снижение градиента pH.
Необходимо отметить, что при повышении
концентраций оснований Льюиса иногда мож�
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Рис. 2. Метод встречных потоков протонов. а – Схема удаления (путём титрования ацетатом) локального градиента pH,
возникающего в неперемешиваемом слое при переносе протонов через мембрану на нигерицине (Nig), с помощью соз�
дания противоположно направленного потока протонов. б – Пример использования потенциометрического метода для
регистрации изменений pH в примембранном слое БЛМ в процессе его удаления нарастающими концентрациями аце�
тата. Величина ΔpH пропорциональна величине мембранного потенциала, возникающего на мембране в присутствии
разобщителя (см. выше). Величина первой добавки ацетата, полностью снимающей градиент pH, определена путём тит�
рования в предварительных экспериментах. После удаления «первичного» градиента pH в примембранном слое добавка
катализатора отрыва протона (цитрата) повторно создаёт рН�градиент в примембранном слое БЛМ за счёт увеличения
скорости V1. Полное удаление вновь появившегося градиента pH достигается с помощью титрования небольшими пор�
циями ацетата. Рисунок построен по данным работы [31]
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но также наблюдать их слабый буферный эф�
фект. Таким образом, удаление градиента рН в
примембранном слое [26] позволило показать
присутствие граничного потенциала на БЛМ в
условиях К+/Н+�обмена и независимо доказать
каталитический механизм реакции отрыва ио�
нов водорода от поверхности мембраны.

Данные работы Evtodienko et al. [32] (рис. 3),
в которой при помощи микроэлектрода было
проведено прямое измерение рН в примемб�
ранном слое БЛМ, также показали, что слабые
основания не только не снижают градиент рН,
но резко повышают концентрацию ионов водо�
рода в примембранном слое. В этой работе так�
же была измерена скорость трансмембранного
потока ионов водорода, которая увеличивалась
при добавлении цитрата (вставка на рис. 3), что
явно свидетельствует не о буферном, а о катали�
тическом эффекте слабых оснований. Таким
образом, было надёжно зарегистрировано на�
личие каталитической активности слабых осно�
ваний Льюиса в реакции отрыва протона от
мембраны. Это является прямым доказатель�
ством существования неравновесной фракции
связанных с мембраной протонов, которая в
форме граничного потенциала запасает энер�
гию градиента ионов калия.

Синтез мембраносвязанных протонов в реак�
ции гидролиза электрофильных соединений
(сaged�H+) в зоне межфазной границы мембрана�
вода. Генерацию мембраносвязанных протонов
можно осуществить за счёт высвобождения
сильной кислоты при гидролизе caged�H+ на
межфазной границе. Сaged�H+ принято назы�
вать соединения, относящиеся к классу элект�
рофильных веществ (например, эфиров суль�
фокислот или галоидалкиламинов), которые на
поверхности мембран митохондрий и БЛМ мо�
гут гидролизоваться с выделением сильных Н+�
кислот. Высвобождающиеся при этом протоны,
как и в случае трансмембранного переноса, ка�
кое�то время удерживаются на межфазной гра�
нице мембрана�вода. Этот подход был реализо�
ван в нашей лаборатории в начале 80�х гг.
прошлого века с использованием электрофиль�
ных соединений ряда β�галоидалкиламинов,
обладающих спонтанной реакционной способ�
ностью, гидролиз которых эффективно проис�
ходит на межфазной границе мембрана�во�
да [33]. В результате было показано, что генера�
ция избытка протонов на поверхности внутрен�
ней мембраны митохондрий блокирует работу
всех трёх протонных помп за счёт резкого повы�
шения локальной активности ионов водорода.
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Рис. 3. Прямая регистрация с помощью pH�микроэлектрода изменений pH в примембранном слое БЛМ при нарастаю�
щей скорости отрыва мембранных протонов (прямое доказательство увеличения скорости отрыва мембранных протонов
под действием катализатора – слабого основания Льюиса). Измерения проводились в условиях генерации мембранных
протонов на «cis»�стороне БЛМ в присутствии нигерицина и градиента ионов K+. Ускорение отрыва протонов с «cis»�
стороны БЛМ достигалось за счёт увеличения концентрации катализатора отрыва протонов – цитрата. На вставке – воз�
растание величины потока H+�ионов через мембрану (10–10 моль/см2/с) при увеличении концентрации цитрата. Рисунок
взят из работы [32] (с разрешения издательства Wiley)



НЕСТЕРОВ и др.

Важность этих результатов в том, что они полу�
чены на митохондриях. При этом очевидно, что
мембраносвязанные протоны стабилизированы
на поверхности митохондриальных мембран и
не подвергаются избыточной гидратации и от�
щеплению от мембраны митохондрий. Эти ре�
зультаты хорошо согласуются с более поздними
работами на модельных мембранах, в том числе
с теми, в которых был реализован более удоб�
ный и контролируемый вариант caged�H+, в ко�
торых реакция освобождения ионов водорода
индуцируется ультрафиолетовым (УФ) излуче�
нием [34]. Результаты, полностью согласующие�
ся с выводами работ на БЛМ с нигерицином,
описанными выше, были независимо подтверж�
дены при генерации мембраносвязанных про�
тонов с помощью высвобождения caged�H+

(возбуждения УФ�излучением молекул 2�ме�
токси�5�нитрофенилсульфата) [22]. Во всех
случаях регистрировалось образование фрак�
ции мембраносвязанных протонов, которая ка�
талитически удалялась с поверхности мембра�
ны слабыми основаниями Льюиса.

Особенно необходимо отметить экспери�
ментальные исследования кинетики диффузии
протона вдоль плоской бислойной мембраны,
проведённые П. Полем и Ю. Антоненко с  соавт.,
с использованием УФ�активируемых caged�
H+ [35]. Связанные с мембраной caged�H+ выс�
вобождали с помощью УФ�вспышек, и отсле�
живали их диффузию на различное расстояние
в отдалённые области мембраны, которая реги�
стрировалась по флуоресценции встроенного в
мембрану pH�зонда. В результате удалось пока�
зать высокую подвижность протона на поверх�
ности (одного порядка, но меньшую, чем в объ�
ёмной фазе дистиллированной воды), а также
то, что расстояние, преодолеваемое протоном
вдоль поверхности, снижается при увеличении
концентрации мобильных pH�буферов (катали�
заторов отрыва протонов) [35]. Исследование
химически различных бислойных мембран поз�
волило также показать, что быстрая диффузия
протонов по поверхности происходит за счёт
движения протона по молекулам воды по меха�
низму Гроттгуса [36], а не за счёт скачков между
закреплёнными на мембране участками связы�
вания протонов (иммобилизованными pH�бу�
ферами), как предполагалось до этого в ряде ра�
бот (см. ссылки в [36]).

Эксперименты по исследованию кинетики
движения мембраносвязанных протонов позво�
лили также оценить энергию активации отрыва
протона от поверхности мембраны в водную фа�
зу для различных липидов и показать, что она на
порядок превышает тепловую энергию [15, 36].
Суммарно, согласно выводам авторов этих ра�

бот, такая высокая энергия отрыва протонов от
поверхности мембраны связана с необходи�
мостью перестройки цепочек водородных свя�
зей в больших кластерах молекул воды при уда�
лении протона с межфазной границы [15].

О роли молекул воды в связывании протонов с
поверхностью искусственных мембран. С целью
выяснения участия молекул воды в образова�
нии связи протонов с поверхностью мембран
были проведены эксперименты с использова�
нием тяжёлой воды. В экспериментах на БЛМ с
нигерицином, где скорость реакции отрыва
мембраносвязанных протонов от поверхности
мембраны лимитировала скорость переноса
протонов в объём водной фазы, было обнаруже�
но, что в тяжёлой воде скорость потока прото�
нов через мембрану снижается [31]. При малых
концентрациях катализатора отрыва прото�
нов (цитрата) изотопный эффект при заме�
не H2O на D2O составлял лишь 30%. Однако
при высоких каталитических концентраци�
ях (20–100 мМ) наблюдался очень высокий
изотопный эффект, который достигал бо�
лее 400% [31]. Вышеприведённые результаты с
нигерицином находятся в согласии с экспери�
ментами на родопсине и цитохром с�оксидазе, в
которых присутствовали высокие концентра�
ции катализаторов отрыва протона. Лимитиру�
ющая стадия отрыва протона от фермента в
водную фазу [37] при замене H2O на D2O как в
родопсине [38], так и в цитохром с�оксида�
зе [39, 40] замедляется более чем в пять раз.
Наблюдаемые эффекты D2O однозначно указы�
вает на участие молекул воды в связывании ио�
нов водорода с межфазной границей (вода�ли�
пид или вода�белок). Таким образом, было по�
казано, что эффективность катализатора по ус�
корению процесса переноса иона водорода от
поверхности границы раздела в объём водной
фазы гораздо ниже в D2O по сравнению с Н2О.

Снижение скорости реакции отрыва прото�
на в тяжёлой воде лимитировано свойствами
кластера тяжёлой воды, который определяет
прочность связи иона водорода с межфазной
границей и его способность взаимодействовать
с молекулой катализатора. Это предположение
хорошо согласуется с результатами работы в мо�
дельной системе межфазной границы n�декана
с водой [41], где показали возможность удержа�
ния ионов водорода на межфазной границе и
снижение подвижности ионов водорода в тяжё�
лой воде. Вывод об участии молекул воды в
удержании протонов на мембране также делает�
ся в работе по изучению латерального переноса
протона вдоль мембран [36].

Участие мембраносвязанных протонов в синте�
зе ATP в модельной системе. Ещё в середине 70�х гг.
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прошлого века в нашей лаборатории были по�
ставлены эксперименты, в которых для синте�
за ATP использовалась сорбированная на меж�
фазной границе октан�вода (со стороны водной
фазы) F1FO�ATPаза, выделенная из митохонд�
рий сердца быка. В качестве источника энергии
для синтеза ATP со стороны гидрофобной фазы
добавлялся безводный раствор электронейт�
ральной Н+�кислоты Бренстеда – пентахлорфе�
нола [9]. В этих экспериментах ионы водорода
на межфазной границе образовывались в резуль�
тате диссоциации пентахлорфенола в момент
контакта с водной фазой. Образование ионов
водорода происходило в приграничном слое во�
ды, имеющем низкую диэлектрическую посто�
янную. В таких условиях, как отмечалось в пре�
дыдущих модельных экспериментах, на межфаз�
ной границе формируется фракция ионов водо�
рода (фракция мембраносвязанных протонов),
обладающих избытком свободной энер�
гии (рис. 4). В этих условиях на межфазной гра�
нице осуществлялся синтез ATP при отсутствии
трансмембранного электрохимического потен�
циала ионов водорода. Эти эксперименты пока�
зали, что объёмные параметры гидратной обо�
лочки иона водорода, образовавшегося в воде с
низкой диэлектрической постоянной, действи�
тельно невелики и соответствуют диаметру вход�
ного протонного канала F1FO�ATP�синтазы.
Приведённые выше результаты недавно получи�
ли надёжное независимое экспериментальное
подтверждение в работе Sjöholm et al. [17], в ко�
торой на липосомах (со встроенными ATP�син�
тазой и комплексом IV) было показано, что син�
тез ATP происходит за счёт фракции мембрано�

связанных протонов, которые переносятся
вдоль поверхности липосомальной мембраны от
респирасом на ATP�синтазу.

ОБНАРУЖЕНИЕ ФРАКЦИИ
МЕМБРАНОСВЯЗАННЫХ ПРОТОНОВ

НА ПРИРОДНЫХ МЕМБРАНАХ

Фракции мембраносвязанных протонов на по�
верхности митопластов (митохондриях без внеш�
ней мембраны). Можно было ожидать, что при
включении протонных помп положительный
поверхностный заряд на поверхности мито�
пластов повысится в результате образования
фракции мембраносвязанных протонов. Реги�
страция изменений поверхностного заряда на
мембранах митопластов проводилась на прибо�
ре Malvern Zetasizer. Было показано, что поверх�
ность мембраны митопластов несёт на себе
большой отрицательный заряд, но включение
работы протонных помп практически не умень�
шает его. Синтез фракции мембраносвязанных
протонов был достоверно продемонстрирован в
опытах с добавлением катализатора отрыва
протона (слабого основания HEPES 20 мМ).
Включение протонных помп в присутствии ка�
тализатора приводило к достоверному сниже�
нию величины отрицательного заряда, что ука�
зывало на появление фракции мембраносвя�
занных протонов на поверхности митоплас�
тов [23]. Результаты действия катализатора на
заряд митопластов приведены на рис. 5. Наблю�
даемый эффект катализа на митопластах пока�
зал, что на природных мембранах связь протона
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Рис. 4. Схема эксперимента по синтезу ATP на межфазной границе октан�вода. Источником ионов водорода на межфаз�
ной границе служила кислота Бренстеда (пентахлорфенол). Высвобождение протонов происходило при диссоциации
пентахлорфенола в момент контакта с водой. Синтез ATP наблюдался при отсутствии окислительных реакций и при от�
сутствии трансмембранного потенциала
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с мембраной качественно не отличается от свя�
зи мембраносвязанных протонов с БЛМ.

Важно отметить, что при выключенных про�
тонных помпах добавление катализатора отры�
ва протонов не оказывает влияния на поверхност�
ный заряд митопластов. Это связано с тем, что
при неработающих протонных помпах слой
противоионов на поверхности мембраны обра�
зуется ионами калия (основными катионами в
используемой среде измерения), а двойной
электрический слой находится в состоянии
равновесия. При включении протонных помп
ионы калия замещаются ионами водорода, при
этом система выходит из состояния равновесия.
Состояние с избыточной концентрацией про�
тонов на поверхности мембраны является ста�
ционарным и поддерживается работой протон�
ных помп. Добавление катализатора увеличива�
ет скорость отрыва протонов в объёмную фазу
воды и смещает стационарное состояние, что и
наблюдается как увеличение отрицательного
заряда мембраны. Этот эффект не наблюдается
в равновесном состоянии (при отсутствии ис�
точника энергии).

При исследовании функциональной роли
фракции мембраносвязанных протонов было
показано, что их удаление с поверхности мито�
пластов с помощью катализатора (HEPES 20 мМ)
увеличивало скорость работы протонных помп,
оцениваемую по скорости дыхания митоплас�
тов (рис. 6). Таким образом, было показано, что
фракция мембраносвязанных протонов, связан�
ная с внутренней мембраной митохондрий, ис�
полняет также роль регулятора активности элек�
трон�транспортной цепи системы ОКСФОС.

Наличие этой фракции тормозит работу про�
тонных помп по механизму обратной связи.
Аналогичный эффект можно наблюдать также
при образовании мембраносвязанных протонов
в результате гидролиза caged�H+ [33]. Наблюдае�
мый в этих экспериментах эффект торможения
дыхания избытком мембраносвязанных прото�
нов показал, что природа их связи с поверх�
ностью мембраны качественно отличается от
связи ионов калия с мембраной в равновесном
состоянии. Скорее всего, связь ионов калия с
поверхностью митопласта определяется пря�
мым электростатическим взаимодействием ка�
тионов с отрицательным зарядом поверхности,
в то время как связь протонов с поверхностью
митопластов в энергизованной системе близка
по своим свойствам к водородной связи. Имен�
но этот тип связи, как показывает эксперимент,
чувствителен к действию катализатора.

Из данных рис. 5 и 6 видно, что разобщитель
не взаимодействует с мембраносвязанными
протонами, но эффективно взаимодействует с
ними после их отрыва от мембраны с помощью
катализатора. Это обусловлено слабым взаимо�
действием аниона разобщителя с ионами водо�
рода, которые сорбированы на мембране. Этот
эффект наблюдается также при синтезе ATP [9].

Фракции мембраносвязанных протонов на по�
верхности митохондрий. Внешняя мембрана хо�
рошо проницаема для ионов водорода, и поэто�
му было необходимо ответить на вопрос о том,
существует ли перенос мембраносвязанных
протонов между внешней и внутренней мемб�
ранами. При этом было обнаружено, что поверх�
ность фосфорилирующих митохондрий, так же,
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Рис. 5. Обнаружение мембраносвязанных протонов, обладающих избытком свободной энергии, на поверхности мито�
пластов в условиях работы протонных помп. В таблице приведены ζ�потенциалы в пяти экспериментах на разных пре�
паратах митопластов по данным работы [23]. На диаграмме показаны усреднённые данные по всем пяти препаратам
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как и поверхность митопластов, может нести на
себе значительный отрицательный заряд. Экс�
перименты показали, что перенос мембрано�
связанных протонов в нормальных изотоничес�
ких условиях протекает малоэффективно. Од�
нако межмембранный перенос активируется в
условиях слабого осмотического стресса (при
120 мОсм в среде инкубации митохондрий),
когда, по данным электронной микроскопии,
можно наблюдать стыковку внешней и внут�
ренней мембран, обусловленную набуханием
матрикса [24]. Удаление мембраносвязанных
протонов с помощью катализатора (HEPES
20 мМ) увеличивает скорость работы протон�
ных помп в препаратах набухших митохонд�
рий [42] аналогично тому, как это происходит
на митопластах.

Участие мембраносвязанных протонов в реак�
циях синтеза ATP в митохондриях. Мембрано�
связанные протоны напрямую участвуют в ре�
акциях синтеза ATP [43]. Опыты проводили на
интактных митохондриях в гипотонических и
изотонических средах, в присутствии и при от�
сутствии катализатора реакции отрыва мембра�
носвязанных протонов (HEPES 20 мМ). Резуль�
таты этих экспериментов приведены на рис. 7.

Можно видеть, что катализатор резко снижает
эффективность функционирования ОКСФОС,
уменьшая ADP/О на 20–40%. Эффект наблю�
дался в условиях гипотонии, но в некоторых

экспериментах он появлялся и в изотонических
условиях. Эти и ранее описанные данные поз�
воляют сделать заключение о том, что энергия
фракции мембранных протонов используется в
реакции синтеза ATP при работе ОКСФОС.
Неустойчивость эффекта вызвана тем, что то�
ничность среды является не единственным
фактором, который контролирует слипание
мембран митохондрий и действие катализатора.
В связь между протонами и мембранами вклю�
чены, как было показано выше на модельных
системах, молекулы воды, и такого рода связи
могут меняться при небольших изменениях
внешних условий.

МИТОХОНДРИИ КАК ПРОТОННЫЙ
СУПЕРКОНДЕНСАТОР (ИОНИСТОР)

Приведённые ранее данные показывают на�
копление ионов водорода в двойном электри�
ческом слое на поверхности внутренней мемб�
раны митохондрий. Это даёт возможность срав�
нить митохондрии с суперконденсатором (ио�
нистором) – техническим устройством, энергия
в котором запасается в двойном электрическом
слое на границе с электродом [44]. Недавние мо�
дельные исследования гидратации фосфолипи�
дов демонстрируют, что ионы на межфазной
границе с фосфолипидным бислоем локализо�
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Рис. 6. Увеличение скорости дыхания митопластов (скорости функционирования протонных помп) в присутствии клас�
сического разобщителя при повышении концентрации катализатора отрыва мембранных протонов HEPES. Рисунок мо�
дифицирован по данным работы [23]



НЕСТЕРОВ и др.

ваны не только в слабосвязанном слое Гуи–Чеп�
мена, но и адсорбируются в полярной зоне ли�
пидного бислоя вблизи фосфатных групп [45].
Это даёт возможность для образования высоко�
устойчивых структур, аналогичных таковым в
пористых электродах ионисторов. При этом
электрический заряд протонов распределён на
большой поверхности, а расстояние между раз�
ноимёнными зарядами очень мало (менее 3 Å).
Важно отметить, что, в отличие от ионистора,
где носителями заряда служат любые ионы
электролита, в митохондриях идёт процесс
трансмембранного переноса протонов (в ре�
зультате функционирования комплексов дыха�
тельной цепи), в результате чего примембран�
ный слой связанных катионов формируется
преимущественно из протонов. Последующий
обмен протонов на другие ионы, приходящие из
водной фазы, возможен, однако имеет достаточ�
но высокую энергию активации. Именно этот
процесс отрыва протонов от мембраны (или об�
мена на другой ион) катализируется слабыми
основаниями. Поскольку протоны, запасённые
на межфазной границе, могут использоваться
ATP�синтазой для осуществления синте�
за ATP [9, 17], такие структуры с высокой элект�
рической ёмкостью могут выполнять функцию
промежуточного аккумулятора энергии в мито�
хондриях.

О СВОЙСТВАХ МЕМБРАНОСВЯЗАННЫХ
ПРОТОНОВ

Эффект удержания протонов на межфазной
границе наблюдается в условиях связывания
ионов водорода на поверхности мембраны ми�

тохондрий, митопластов и на модельных систе�
мах: на БЛМ и на межфазной границе октан�
вода. Важнейшей особенностью мембраносвя�
занных протонов является их способность при
отрыве от мембраны непосредственно участво�
вать в работе ATP�синтазы (ключевой биологи�
ческой машины) в качестве рабочего тела. В ра�
боте дано описание специфических свойств
мембраносвязанных протонов.
• Фракция мембраносвязанных протонов
формируется в границах двойного электричес�
кого слоя и находится в плотном слое противо�
ионов (в пределах внешней плоскости Гельм�
гольца и плоскости скольжения). При работе
протонных помп сохраняется заряд первого
слоя противоионов (величина поверхностного
заряда митохондрий не меняется), так как ионы
водорода замещают в нём ионы калия.
• Фракция мембранных протонов является
неравновесной и обладает избытком свободной
энергии. Она существует только в условиях ге�
нерации протонов на межфазной границе. Это
принципиально отличает её от равновесной
фракции противоионов слоя Штерна.
• Высокие концентрации мембраносвязан�
ных протонов ингибируют работу протонных
помп за счёт формирования запирающего слоя
из прочно удерживающихся на межфазной гра�
нице ионов водорода.
• Мембраносвязанные протоны способны к
быстрому латеральному движению без отрыва в
водную фазу (подвижность одного порядка с
подвижностью протона в объёме).
• Мембраносвязанные протоны обладают из�
бытком свободной энергии, и поэтому могут
быть удалены с мембраны добавлением катали�
заторов отрыва протонов – высокими концент�
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Рис. 7. Снижение коэффициента полезного действия (КПД) ОКСФОС при удалении фракции мембраносвязанных про�
тонов с помощью катализатора (HEPES 20 мM). На диаграмме приведены усреднённые данные из работы [43], получен�
ные на четырёх разных препаратах митохондрий. КПД оценивали по средней величине параметра ADP/О, отражающе�
го количество атомов кислорода, используемое митохондриями для синтеза одной молекулы ATP из ADP и фосфата. За
100% принимали параметр ADP/О = 2, соответствующий теоретическому максимуму при окислении сукцината
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рациями слабых оснований (буферов HEPES,
Tris, MES) или анионов слабых кислот (цитрат).
• Отрыв протонов от мембраны и их латераль�
ный перенос происходят с участием молекул
воды.
• Протоны на межфазной границе обладают
избытком свободной энергии, которая исполь�
зуется ATP�синтазой в реакции синтеза ATP.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ показал, что энергия окислительных
реакций, которая используется в синтезе ATP,
запасается не только в форме электрохимичес�
кого потенциала ионов водорода на митохонд�
риальной мембране, но также, а может быть и в
первую очередь, в форме фракции ионов водо�
рода, лабильно связанных с поверхностью
мембраны. Процесс запасания энергии в мито�
хондриях неразрывно связан с переносом ио�

нов водорода, которые одновременно исполня�
ют две функции – переносчика и носителя сво�
бодной энергии протонов и в то же время явля�
ются субстратами (рабочими телами), обеспе�
чивающими направленное движение рабочих
элементов в сложной биологической машине,
которой является F1FO�ATP�синтаза.
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MECHANISM OF ENERGY STORAGE AND TRANSFORMATION
IN MITOCHONDRIA AT THE WATER�MEMBRANE INTERFACE

Review

S. V. Nesterov1,2, E. G. Smirnova3, and L. S. Yaguzhinsky2,3,4*

1 National Research Center “Kurchatov Institute”, 123182 Moscow, Russia
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3 Belozersky Research Institute of Physico!Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,
119992 Moscow, Russia; e!mail: yag@genebee.msu.ru

4 Institute of Cytochemistry and Molecular Pharmacology, 115404 Moscow, Russia

In this analytical review various methods for the generation of membrane�bound protons with the use of different
energy sources were considered at model and natural systems. The analysis showed that all three considered types of
reactions contain the same key stage of membrane�bound protons synthesis. It is the dissociation of electrically neu�
tral Brønsted acids at the interface during the transition from hydrophobic phase to water with a low dielectric con�
stant. Particular attention is paid to the fact that in one of the analyzed model systems, membrane�bound protons
provide energy for the ATP synthesis reaction. The review provides data showing that a similar mechanism for the
synthesis of membrane�bound protons was also carried out on natural membranes of the OXPHOS system, in par�
ticular, on the membranes of mitoplasts and mitochondria. The analysis showed that the energy of oxidative reac�
tions, which provides the synthesis of ATP, at the intermediate stage is stored not only in the form of the transmem�
brane electrochemical potential of hydrogen ions. It is also and perhaps even primarily, stored in the form of hydro�
gen ion fraction bounded to the inner mitochondrial membrane. The process of energy storage in mitochondria is
linked with the transfer of hydrogen ions, which simultaneously perform two functions. The fraction of hydrogen
ions on the membrane surface is a free energy carrier and, at the same time, a direct substrate (working body) pro�
viding the movement of F1FO�ATP�synthase biological machine.

Keywords: membrane bound proton, hydrogen ion, membrane, mitochondria, oxidative phosphorylation, super�
capacitor
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Исключительный набор особенностей и характеристик представителей типа Cnidaria (Стрекающие) делает
их модельным объектом для широкого круга исследований. Особый научный интерес представляют плас#
тичность жизненного цикла и связанные с ним процессы клеточной дифференцировки и развития целост#
ного многоклеточного организма. Новый уровень развития молекулярно#генетических методов, в том чис#
ле использование методов широкомасштабного секвенирования геномов, транскриптомов и эпигеномов,
как на уровне целого организма, так и на уровне отдельных клеток, делает возможным получение детальной
картины развития этих животных. В представленном обзоре рассматриваются современные подходы и дос#
тижения с использованием методов широкомасштабного секвенирования в реконструкции процессов он#
тогенеза Cnidaria путём изучения регуляторных путей клеточной трансдукции и их взаимодействий.
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ИССЛЕДОВАНИЯ МОЛЕКУЛЯРНОЙ РЕГУЛЯЦИИ ПРОЦЕССОВ
РАЗВИТИЯ НИЗШИХ МНОГОКЛЕТОЧНЫХ НА ПРИМЕРЕ

СТРЕКАЮЩИХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ТЕХНОЛОГИЙ
ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ

Обзор
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ВВЕДЕНИЕ

Многоклеточные организмы, содержащие
различные дифференцированные типы клеток,
подразделяются на низшие и высшие. К «низ#
шим многоклеточным» относят пластинчатых
(Placozoa), губок (Porifera), гребневиков
(Ctenophora) и стрекающих (Cnidaria), в то время
как к «высшим» относят всех трехслойных била#
терально#симметричных многоклеточных жи#

вотных (Bilateria) [1]. Cnidaria, являясь двухслой#
ными (Diploblastica) по организации животны#
ми, обладают отличительной морфологической
характеристикой – наличием специализирован#
ных стрекательных клеток, «книдоцитов», кото#
рые используются для захвата добычи, защиты и
передвижения [2]. Разнообразные представите#
ли Cnidaria – коралловые полипы, актинии,
сцифо# и гидромедузы, жгучие сифонофоры ти#
па Португальского кораблика и морские осы из
группы кубомедуз представляют собой заметную
и важную часть экосистем океанов и морей. От#
дельную немаловажную роль играют представи#
тели актиний и кораллов и их эндосимбионты –
одноклеточные водоросли. Успешный симбиоз
обусловливает рост и выживание рифовых ко#
раллов в неблагоприятных условиях с обеднён#
ным содержанием питательных веществ [3].
В свою очередь, кораллы вступают в симбиоз с
макроорганизмами, обеспечивая безопасную
среду обитания для большого количества морс#

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ATAC#seq – анализ доступ#
ного для транспозазы хроматина с использованием секве#
нирования (Assay for Transposase#Accessible Chromatin using
sequencing); ChIP#seq – иммунопреципитация хроматина с
последующим секвенированием (Chromatin immunopre#
cipitation followed by sequencing); MARS#Seq – массивное
параллельное секвенирование транскриптомов единичных
клеток (Massively parallel single cell RNA#Seq); scRNA#
seq – секвенирование транскриптомов единичных клеток
(single cell RNA#sequencing); UMI – уникальный молеку#
лярный идентификатор (Unique molecular identifier).

* Адресат для корреспонденции.



НОВЫЕ ТЕХНОЛОГИИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ СТРЕКАЮЩИХ

ких животных (рыбы, двустворчатые моллюски,
ракообразные) [4]. Согласно систематике меж#
дународной базы данных WoRMS, cложная фи#
логенетическая организация Cnidaria в настоя#
щее время характеризуется делением на следую#
щие классы: Anthozoa, Cubozoa, Hydrozoa,
Myxozoa, Scyphozoa и Staurozoa [5].

Стрекающие являются объектом активного
научного изучения. Относительная простота ор#
ганизации, высокая способность к регенерации,
пластичность жизненного цикла и сложная фи#
логенетическая структура делают Cnidaria уни#
кальными представителями мировой фауны. Ис#
следования, связанные с изучением транскрип#
томов и эпигеномов, позволяющие охарактери#
зовать как целый организм, так и его клеточное
строение, демонстрируют сложную организа#
цию представителей Cnidaria со специфичными
особенностями строения и онтогенеза.

ХАРАКТЕРИСТИКА ТИПА СТРЕКАЮЩИХ

Тип Стрекающие (Cnidaria) объединяет раз#
нообразных представителей водной среды оби#
тания с преобладанием внешней радиальной
симметрии, рассматриваемый как сестринская
группа билатерально#симметричных животных.
Стрекающие – это двухслойные животные, на#
ходящиеся на уровне эпителиальной организа#
ции [6]. Их тело построено двумя эпителиями –
эпидермой и гастродермой, которые разделены
межклеточным матриксом или мезоглеей.
У Стрекающих отсутствуют органы. Пищевари#
тельная система представлена ротовым отверс#
тием, которое ведёт в единую замкнутую гаст#
ральную полость. Гастральная полость может
быть представлена сложно#разветвлённой сис#
темой каналов и называется гастроваскулярной
системой [7]. Ротовое отверстие – единственное
отверстие пищеварительной системы, использу#
емое как для заглатывания пищи, так и для вы#
броса непереваренных остатков. Самым важ#
ным отличительным признаком Стрекающих
является наличие стрекательных клеток или
книдоцитов со специализированными органел#
лами, которые представляют собой капсулы с
выстреливающими нитями, использующимися
для охоты, защиты и прикрепления [2]. Книдо#
циты вместе с сенсорными клетками, которые
имеют чувствительные реснички на апикальных
частях, выходящих на поверхность эпителиев, и
сетью ганглиозных клеток формируют нервную
систему Стрекающих, которая различается по
строению в зависимости от жизненной формы
организма [8, 9]. У свободноплавающих медуз
по краю колокола имеются нервные кольца,

состоящие из нейритов (отростков нейронов),
кроме того, у многих медуз есть специализиро#
ванные органы чувств – светочувствительные
глазки и органы равновесия [10, 11]. У прикреп#
лённых полипов нервная система организована
как сеть из нейронов, располагающаяся в осно#
вании эпителиев по всему телу, с некоторой кон#
центрацией нейронов в оральной и аборальной
областях [10, 11]. Определённая регионализация
нервной системы, связанная с формированием
мезентериальных нервных тяжей (располагаю#
щихся вдоль энтодермальных септ#мезентерий),
как у полипов Anthozoa [12], и нервных колец,
как у некоторых Hydra и медуз, наблюдается у
Стрекающих, что, однако, не нарушает основ#
ной принцип организации нервной системы для
этого типа [13]. Движение представителей Стре#
кающих обеспечивается наличием эпителиаль#
но#мышечных клеток с сократительными отро#
стками в базальной части. Эти клетки составля#
ют основу обоих эпителиев. Сократительные от#
ростки эпителиально#мышечных клеток эпи#
дермы и гастродермы полипов относятся пре#
имущественно к гладкому типу. У медуз на внут#
ренней стороне колокола сократительные отро#
стки эпителиально#мышечных клеток относят#
ся к поперечнополосатому типу [14]. Существу#
ют вариации строения мышечной системы у
Стрекающих, подробно описанные в обзоре
Leclère и Röttinger [14]. Здесь следует упомянуть
несколько особенностей строения в разных
группах Стрекающих. У многих Hydrozoa в щу#
пальцах энтодермальные эпителиальные клетки
не содержат миофиламентов, а у многих поли#
пов Medusozoa имеются мощные продольные
сократительные пучки эктодермального проис#
хождения, миоциты которых полностью распо#
лагаются в мезоглее и не связанны ни с одним из
эпителиев стенки тела. [14]. У Scyphozoa, как
правило, отсутствуют миофибриллы во внеш#
нем слое колокола (эксумбрелле) [15]. У боль#
шинства Anthozoa, в отличие от Medusozoa, хо#
рошо развиты эпителиально#мышечные клетки
энтодермы, составляющие круговую мускулату#
ру стенки тела, продольные париетальные мыш#
цы у основания септ и ретракторные мышцы на
одной стороне каждой септы. А эктодермальные
мышцы большинства Anthozoa развиты лишь в
зоне щупалец и ротового отверстия. Кроме того,
на примере Nematostella vectensis было показано
наличие в щупальцах мышечных клеток, обо#
собленных от эпителия в отдельный слой кле#
ток, не несущий эпителиальной функции [16].
У паразитических Endocnidozoa отсутствуют
эпителиально#мышечные клетки: миоциты
(гладкомышечного типа) расположены отдель#
но от эпителия в мезоглее [17].
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Тип Стрекающие представлен следующими
классами: Anthozoa, Cubozoa, Hydrozoa,
Myxozoa, Scyphozoa, Staurozoa [5]. Филогенети#
ческая структура Cnidaria является предметом
дискуссий, но, по последним данным, она опи#
сывается делением на 3 монофилетические груп#
пы – Anthozoa (шести# и восьмилучевые корал#
лы, актинии), Medusozoa, объединяющая клас#
сы Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa и Staurozoa, и
Endocnidozoa, объединяющая паразитических
Myxozoa и Polypodiozoa (рис. 1) [18–21].

Стрекающие демонстрируют большое раз#
нообразие жизненных циклов, отличающихся у
разных групп. У Anthozoa полипоидная стадия
формирует гаметы, и жизненный цикл включает
стадии зародыша → личинки (планулы) → ре#
продуктивного полипа. Медузоидная стадия в
жизненном цикле Anthozoa отсутствует. У
представителей Medusozoa жизненный цикл
осуществляется по схеме: полипоидная стадия
(которая размножается только вегетативным
путём) → медузоидная стадия (формирующая
половые продукты) → гаметы → заро#
дыш → планула → полип. Исключение состав#
ляет Hydra, у которой отсутствуют стадии меду#
зы и планулы, и которая размножается преиму#
щественно вегетативным путём (почкованием),
а половое размножение реализуется по схеме:
гаметы (развивающиеся в основании эпидер#
мы) → зародыш → новый полип [22]. Существу#

ют и отклонения от общей схемы жизненного
цикла. Например, у Hydrozoa могут быть реду#
цированы стадии полипа или медузы. Так, у
подкласса Trachylina полипы либо очень ма#
ленького размера, либо отсутствуют [23]. В то же
время у представителей подкласса Hydroidolina
может отсутствовать стадия медузы (например,
у некоторых Leptothecata [24]). У ряда предста#
вителей семейств Bougainvillidae, Hydractiniidae
и Rathkeidae вегетативное размножение может
происходить не только на стадии полипа, но и
на стадии медузы [25]. У некоторых сцифоид#
ных медуз в жизненном цикле также отсутствует
стадия полипа, например, у Pelagia [26]. Парази#
тические Endocnidozoa включают животных с
разнообразными жизненными циклами.
Myxozoa – это микроскопические эндопарази#
ты, колонизирующие беспозвоночных и позво#
ночных, жизненный цикл которых реализуется
с участием двух хозяев. Polypodiozoa проходят в
жизненном цикле через свободноживущую ста#
дию и паразитических личинок осетровых рыб,
соответственно, имеют одного хозяина в жиз#
ненном цикле [17].

Отдельного рассмотрения заслуживает онто#
генез представителей Medusozoa. Помимо опи#
санного выше классического жизненного цик#
ла, у них было обнаружено уникальное явление
«обратного развития», которое заключается в
переходе организма определённой стадии жиз#
ненного цикла не в следующую, а в предыдущую
стадию («возврат к предыдущей стадии»). Счи#
тается, что данный процесс вызывается стрессо#
выми ситуациями, например голоданием или
изменением условий среды обитания. «Обрат#
ное развитие» было зафиксировано у несколь#
ких представителей Hydrozoa на медузоидной
стадии [25]. Одним из самых известных иссле#
дований является эксперимент с гидромедузами
Turritopsis spp. (Hydrozoa), в котором в результа#
те воздействия факторов, вызывающих стресс,
таких как резкое повышение температуры, из#
менение солёности воды или механическое по#
вреждение колокола медузы, организм полово#
зрелой медузы регрессировал и образовывал ша#
рообразное скопление клеток (цисту), из кото#
рого впоследствии формировался новый по#
лип [27]. Недавно подобное явление «обратного
развития» было описано и для сцифоме#
дуз (Scyphozoa) Aurelia aurita [28].

СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ, ЗАДЕЙСТВОВАННЫЕ
В ПРОЦЕССАХ РАЗВИТИЯ У СТРЕКАЮЩИХ

Закладка орально#аборальной оси, форми#
рование разных типов тканей и органов, про#
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, отображающее тополо#
гию основных классов Стрекающих, построенное на осно#
вании последних опубликованных данных полногеномно#
го секвенирования [18, 19, 21]
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цессы регенерации, бесполое и половое раз#
множение регулируются клеточными молеку#
лярными каскадами, среди которых ряд сиг#
нальных путей, являющихся эволюционно кон#
сервативными для Стрекающих и билатераль#
но#симметричных животных (Bilateria). Рядом
исследований было показано, что у Стрекаю#
щих присутствуют сигнальные пути, которые
также регулируют раннее эмбриональное раз#
витие у Bilateria. К таким ключевым сигналь#
ным клеточным путям относятся: Wnt#,
Hedgehog#, Notch#, TGF#β# и RTK#путь [29].
В данном разделе будут рассмотрены молеку#
лярно#генетические характеристики структуры
сигнальных путей и их роль в развитии различ#
ных представителей Стрекающих.

Большое количество научных исследований,
связанных с изучением молекулярных сигналь#
ных каскадов в онтогенезе Стрекающих, демон#
стрирует эволюционную консервативность этих
путей у Cnidaria и высших Metazoa. Данные по
секвенированию геномов, транскриптомов и
функциональные исследования роли путей кле#
точной трансдукции в развитии Стрекающих
показывают, что основные компоненты пере#
численных выше сигнальных путей открыты
практически в каждом классе Cnidaria. Здесь
нужно отметить, что наибольшее количество
исследований структуры молекулярных каска#
дов проведено на активно использующихся в
научных экспериментах моделях Anthozoa и
Hydrozoa. В геномах Hydra и N. vectensis были
найдены все вышеперечисленные сигнальные
пути [30, 31]. В базе данных генов и гено#
мов KEGG, объединяющей геномную и систем#
ную функциональную информацию о разных
организмах, можно найти подробные схемы
сигнальных путей Wnt, Notch и TGF#β у Hydra и
N. vectensis [32]. У Scyphozoa молекулярная
структура различных каскадов детектируется
наличием отдельных компонентов путей на ге#
номном уровне [33, 34], при этом в работе
Brekhman et al. [35] предложена модель пути
Wnt/β#catenin у A. aurita. Меньше всего инфор#
мации о структуре сигнальных путей имеется по
представителям Cubozoa и Staurozoa [33, 36, 37].
В геномах паразитических стрекающих
Myxozoa, в отличие от других классов Cnidaria и
паразитических Polypodiozoa (сестринский так#
сон Myxozoa с типичным для свободноживущих
Стрекающих строением тела), отсутствуют пол#
ноценные сигнальные каскады, связанные с
процессами дифференцировки, развития и
межклеточных коммуникаций [18]. Среди ком#
понентов Wnt#пути у них обнаружены только
некоторые эффекторные белки, а также некото#
рые элементы сигнальных путей Hedgehog и

TGF#β (таблица). У обоих классов (Myxozoa и
Polypodiozoa) присутствуют ключевые составля#
ющие пути передачи сигналов Notch [18]. Авто#
ры предполагают, что основной причиной отсут#
ствия полноценных сигнальных путей разви#
тия является уменьшение размера генома в свя#
зи с переходом к паразитизму. Эксперименталь#
ные данные по функциям вышеупомянутых
сигнальных каскадов у паразитических Cnidaria
отсутствуют. Имеющиеся данные демонстриру#
ют эволюционную консервативность сигналь#
ных каскадов, задействованных в развитии
Cnidaria.

Системы сигнальных каскадов играют важ#
ную роль в процессах клеточной дифференци#
ровки и развития живого организма. Далее будет
рассмотрена функциональная роль каждого мо#
лекулярного пути в ключевых биологических
процессах развития разных Стрекающих.

Формирование осевого паттерна вдоль ораль=
но=аборальной оси и образование вторичной оси.
Среди Стрекающих обнаруживаются как живот#
ные с радиальной симметрией, имеющие одну
ось полярности (большая часть Hydrozoa и
Medusozoa), так и организмы c элементами би#
латеральной симметрии (кораллы и актинии
Anthozoa) с направляющей осью симметрии,
перпендикулярной орально#аборальной оси те#
ла. Например, у N. vectensis вторичная ось тела
определяется щелевидной формой глотки и ас#
симетричным расположением ретракторных
мышц на септах [38]. Однако вопрос о гомоло#
гичности данного варианта билатеральной сим#
метрии таковому у Bilateria остаётся откры#
тым [39–43]. Эволюционно консервативной
сигнальной системой, определяющей общность
развития Стрекающих и высших Metazoa, явля#
ется молекулярный путь Wnt, который опосре#
дует формирование осевого паттерна вдоль
орально#аборальной оси тела в раннем эмбрио#
генезе [43–47]. Впервые это было показано на
примере Hydra: после выделения ортологов ос#
новных компонентов канонического сигналь#
ного пути Wnt/β#catenin с помощью гибридиза#
ции in situ определили участки локальной
экспрессии ортологов лиганда Wnt3 и эффек#
торного транскрипционного фактора Tcf/Lef в
апикальных частях у взрослых полипов и у
вновь образующихся в процессе почкования.
Экспрессия гена β$catenin была повышенной в
зоне образования будущей почки – месте зак#
ладки вторичной оси тела, а ортологов белка
Dishevelled и киназы гликогенсинтазы#3
(GSK3) – конститутивно на низком уровне по
всему телу Hydra. Формирование апикальной
части Hydra сопровождалось экспрессией Wnt и
Tcf/Lef и в процессе регенерации головы, и в
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процессе de novo образования головной части в
клеточных агрегатах из диссоциированной кле#
точной суспензии [47]. Дальнейшие функцио#
нальные исследования на Hydra определили
ключевую роль пути Wnt в процессе формирова#
ния орально#аборальной оси тела с определени#
ем апикальной части организма – головного ор#
ганизатора и вторичной оси тела, предшествую#
щей эвагинации почек [48–53]. Кроме того, в
процессе организации головной части Hydra,
участвующей в формировании оси тела, также
может быть задействован сигнальный путь
Notch, регулирующий работу генов лиган#
дов (Wnt7) и транскрипционных факторов#ми#
шеней пути Wnt (Sp5 и Tcf) [54]. Анализ диффе#
ренциальной экспрессии генов по всему геному
Hydra после фармакологического ингибирова#
ния каскада Notch выявил снижение экспрес#
сии Wnt7, Tcf и Sp5 с последующим восстановле#
нием до нормального уровня после удаления
ингибитора Notch [54].

Исследования формирования орально#або#
ральной оси тела на других моделях Стрекаю#
щих также демонстрируют важную роль молеку#
лярного каскада Wnt. Изучение эмбриогенеза

представителя Anthozoa N. vectensis выявило оп#
ределённые закономерности формирования
первичной оси тела, схожие с Hydra, но со свои#
ми особенностями: большое разнообразие орто#
логов лигандов Wnt (подсемейства генов WntA
и Wnt1–11) экспрессировалось вдоль оси плану#
лы с ограничением экспрессии около бластопо#
ра в процессе гаструляции и в зоне ротового
участка у полипов. Экспрессия лигандов Wnt
была ограничена одним слоем ткани (эктодер#
мой или энтодермой) [55]. Дальнейшие иссле#
дования определили, что лиганды Wnt, Dsh а
также β#catenin, являются основными регулято#
рами развития осевого паттерна N. vectensis в
раннем эмбриогенезе и в регенеративных про#
цессах [43, 44, 56–59]. β#Catenin, локализую#
щийся в ядрах клеток бластомеров, демонстри#
рует первый молекулярный сайт осевой асси#
метрии на стадии бластулы [56]. Dsh, стабилизи#
рующий β#catenin, локализуется в анимальном
полюсе ооцита, дающем начало закладки ораль#
ного полюса взрослого организма, и затем в
бластомерах [57]. В установлении осевого пат#
терна у N. vectensis на стадии планулы также
включается консервативная система генов гомео#
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Сигнальные пути и гомологи белков, задействованные в процессах развития у различных представителей Cnidaria

HydrozoaСигнальный
путь/Класс

(представители)

Wnt

Hedgehog

Notch

TGF#β

RTK

Scyphozoa
(Aurelia,

Nemopilema)

[45, 46, 67,
68, 78, 87,

89, 123, 124,
135, 138,

139, 144, 188]

[89]

[99, 188]

[89, 188]

[125, 137]

Anthozoa
(Nematostella

vectensis)

[33#35, 100]

[100]

нет данных

[33, 100]

нет данных

Cubozoa
(Morbakka
virulenta)

[33]

нет
данных

нет
данных

[36]

нет
данных

Polypodiozoa
(Polypodium
hydriforme)

[18]

[18]

[18]

[18]

нет данных

Hydra sp.

[30, 47–53,
79, 83,

110–115,
118, 131,
169, 181]

[30, 119]

[30, 54,
84, 117]

[30, 85,
118, 131,

181]

[30, 86,
106, 118,
131, 181,

191]

Medusozoa
(Hydractinia, Clytia

hemisphaerica,
Cladonema pacificum,

Podocoryne carnea,
Dynamena pumila,
Ectopleura larynx)

[45, 46, 67, 68, 78,
87, 89, 123, 124, 135,

138, 139, 144, 188]

[89]

[99, 188]

[89, 188]

[125, 137]

Myxozoa (Kudoa
iwatai, Myxobolus

cerebralis)

лиганды и рецеп#
торы пути утраче#
ны, но есть экс#
прессия эффектор#
ных белков канони#
ческого и некано#
нического путей 

[18]

[18]

[18]

нет данных

Примечание. Таблица составлена по данным экспрессии, геномным и функциональным данным и базе данных KEGG [32].
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боксовых транскрипционных факторов Hox,
важных регуляторов позиционной идентичнос#
ти вдоль передне#задней оси билатерий [44].
Филогенетически среди Hox#генов N. vectensis
представлены передние (NvAx6, NvAx6a, NvAx7
и NvAx8) и центральные#задние (NvAx1, NvAx1a)
гены [44]. NvAx6 и NvAx1 экспрессируются в
оральной и аборальной областях соответственно,
в процессе эмбрионального развития N. vecten$
sis, что, возможно, опосредует регуляцию фор#
мирования основной оси тела с участием пере#
дачи сигнала Wnt [44]. NvAx1a, NvAx6a, NvAx7,
NvAx8 и NvAx8a, а также Gbx (ген подкласса Hox$
like) экспрессируются вдоль направительной
оси [42, 60] с задействованием каскада BMP в
регуляции паттерна направительной оси [61].
Показано, что, помимо Wnt#пути, в формирова#
нии осевого паттерна в процессе развития
N. vectensis задействованы сигнальные каскады
FGF, TGF#β и Hedgehog [62]. TGF#β#каскад че#
рез передачу сигнала BMP задействован и в
формировании направляющей оси тела
N. vectensis [59, 61, 63, 64], зависящей также от
работы Wnt#каскада до установления направля#
ющей оси [59, 65].

Отдельные компоненты пути Wnt определя#
ют развитие осевого паттерна в раннем эмбрио#
генезе и поддержание осевой идентичности в
процессе онтогенеза у представителей гидро#
идных медуз (лиганды Wnt, рецептор Frizzled,
Tcf) [45, 66–68]. Для представителей сцифоид#
ных медуз рода Aurelia была показана неодно#
родная экспрессия лигандов Wnt на разных
стадиях жизненного цикла: со спецификой для
стадии полипа и тканеспецифичной экспрес#
сией лигандов на стадии медузы, что демон#
стрирует консервативный механизм определе#
ния передне#задней оси тела и тканевой иден#
тичности [33].

Регуляция сегрегации зародышевых листков.
Процесс образования зародышевых листков,
являющийся ключевым этапом эмбриогенеза
для всех Metazoa, ассоциирован с гаструляцией.
У Стрекающих гаструляция опосредует образо#
вание двух слоёв клеток тела – эктодермы и эн#
тодермы. В общем случае инициация формиро#
вания зародышевого слоя начинается с опреде#
ления эмбрионального участка начала сегрега#
ции и определения тканевой идентичности
листка (определение клеточной судьбы), сопро#
вождающегося морфогенетическими движения#
ми энтомезодермы (участка, отделённого от эк#
тодермы и недифференцированного в энто# или
мезодерму) [69]. С подробным описанием меха#
низмов гаструляции у разных Стрекающих мож#
но ознакомиться в обзорах Technau [69], а также
Kraus и Markov [70]. В данном подразделе будет

рассмотрена роль сигнальных каскадов в регу#
ляции гаструляции.

Из всех изучаемых Стрекающих больше все#
го исследований молекулярной регуляции гаст#
руляции посвящено Anthozoa. Подробные
функциональные исследования N. vectensis вы#
явили, что в процессе гаструляции активно ра#
ботает сигнальный каскад Wnt, который также
детерминирует формирование первичной оси у
планулы, что связано с экспрессией множества
Wnt#лигандов в зоне бластопора (эктодерме или
энтодерме после завершения гаструляции) [55].
Разные компоненты канонического и некано#
нического сигнальных путей Wnt опосредуют
процессы спецификации энтодермы [57], фор#
мирования паттерна будущих энтомезодер#
мальных и эктодермальных клеток c участием
сигнальных каскадов BMP, FGF [71] и
Hedgehog [72], образования архентерона и оп#
ределения клеточной судьбы во время гаструля#
ции [73], а также формирования паттерна
орального полюса [58, 65]. Ингибирование ка#
нонического пути Wnt за счёт прямого отключе#
ния трансляции β#catenin полностью блокиро#
вало гаструляцию [56, 74], однако нокдаун гена,
кодирующего транскрипционный фактор Tcf,
не влиял на прохождение гаструляции, но пре#
дотвращал образование нормальной глот#
ки [71]. Важным моментом является то, что об#
разование архентерона, регулирующееся путём
Wnt/PCP, может происходить независимо от эн#
томезодермальной спецификации судьбы кле#
ток, регулирующейся каскадом Wnt/β#catenin,
что говорит о независимой эволюции этих двух
процессов [75].

У гидроидных распространены различные
пути гаструляции, однако даже в случае аполяр#
ного пути, характеризующегося отсутствием вы#
раженной морфологической полярности эмбри#
она [70], на уровне гаструлы формируется пат#
терн орально#аборальной оси, детерминирую#
щийся градиентом сигнального каскада Wnt
[46]. В то же время у некоторых гидроидных
морфогенетические процессы гаструляции и
спецификации клеточной судьбы не связаны с
молекулярной осью, опосредованной передачей
сигнала Wnt [76, 77]. Удлинённая форма плану#
лы у гидроидной медузы Clytia образуется во
время гаструляции и опосредуется Wnt/РСР#
каскадом [78]. Функциональная роль Wnt#пути в
эмбриогенезе Hydra, в отличие от взрослого по#
липа, пока не установлена, однако показана
экспрессия ортологов Frizzled, β$catenin и Tcf, но
не лиганда Wnt, транскрипты которого детекти#
руются после завершения гаструляции. β$Сatenin
и Tcf экспрессируются равномерно по всему
эмбриону [79].
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Регуляция образования половых клеток. Стре#
кающие демонстрируют большое разнообразие
жизненных циклов и связанных с ними репро#
дуктивных систем [80]. Различные сигнальные
каскады задействованы в процессе образования
половых клеток. У Hydra гаметогенез начинает#
ся в субпопуляции интерстициальных стволо#
вых клеток в эктодерме. В процессе оогенеза
после нескольких этапов делений интерстици#
альных клеток с образованием кластеров, а за#
тем единого клеточного агрегата определяется
единственный ооцит. Оставшиеся клетки диф#
ференцируются во вспомогательные (эндоци#
ты), которые после апоптоза фагоцитируются
растушим ооцитом [81, 82]. На ранних этапах
оогенеза, ещё в процессе формирования класте#
ров интерстициальных клеток, увеличивается
экспрессия киназы GSK#3β, негативного регу#
лятора пути Wnt, которая снижается к моменту
установления ооцита. В то же время в процессе
сперматогенеза увеличение экспрессии GSK#3β
было зафиксировано лишь на поздней стадии в
базальной части сперматогония [83]. Функцио#
нальные исследования показали, что GSK#3β
необходима для инициации апоптоза в эндоци#
тах в процессе оогенеза [83]. Кроме того, в ооци#
те была показана экспрессия генов Frizzled, β$
catenin и Tcf, но не Wnt [79]. Сигнальный каскад
Notch также играет важную роль в оогенезе у
Hydra: нарушение пути передачи сигнала приво#
дит к ингибированию дифференциации интер#
стициальных клеток#предшественников ооци#
та, что приводит к образованию обширных кле#
точных кластеров [84]. Определены гены#мише#
ни пути Notch в эндоцитах Hydra [54]. Путь кле#
точной трансдукции TGF#β/Smad также может
быть задействован в оогенезе, но не в спермато#
генезе Hydra: высокая экспрессия ортолога
Smad1 была детектирована у предшественников
ооцита, а также на разных стадиях оогенеза,
включая агрегацию и фагоцитоз [85]. Новая ре#
цепторная тирозинкиназа Lemon была открыта
у Hydra в процессе изучения гаметогенеза, что
может свидетельствовать о включении пу#
ти RTK: увеличение экспрессии наблюдалось в
агрегированных интерстициальных клетках до
формирования мужской и женской гамет [86].

У Medusozoa гаметогенез происходит в гоно#
зооидах – прикреплённых полипах с мужскими
и женскими выростами#гонофорами или же в
гонадах у плавающих медуз [80]. У гидроидных
медуз каскад Wnt задействован в формировании
полярности ооцита – анимально#вегетативной
оси: экспрессия Frizzled1 локализуется в зоне
анимального полюса около ядра ооцита в про#
цессе роста. Во время созревания ооцита
Frizzled3 аккумулируется в зоне кортекса на ве#

гетативном полюсе, Wnt3 – в зоне анимального
полюса [87]. Функциональные исследования де#
монстрируют изменения полярности ооцита
при нарушении пути передачи сигнала Wnt
(подробно описано в обзоре Houliston et al. [88]).
У Hydractinia symbiolongicarpus оогенез начинает#
ся в герминальной зоне тела гонозооида и про#
должается в гонофоре. Сперматогенез пол#
ностью проходит в мужском гонофоре. В про#
цессе гаметогенеза включается путь Hedgehog,
гомологи лигандов которого экспрессируются в
гастродермисе мужских и женских гонофо#
ров [89]. Кроме того, может быть задействован
сигнальный каскад TGF#β через BMP: экспрес#
сия предполагаемого рецептора BMP
(BmpR_54452) и белка Capicua (репрессора тар#
гетных генов пути) была детектирована в разви#
вающихся ооцитах женских гонофоров и гаст#
родермисе мужских гонофоров [89].

Гаметогенез Anthozoa происходит в энтодер#
ме мезентериев. В процессе роста и созревания
ооциты постепенно выпячиваются в мезоглею,
сохраняя контакт с гастродермой через трофоне#
му, сформированную специализированными со#
матическими клетками гастродермы, трофоци#
тами. Мужские половые клетки в процессе спер#
матогенеза агрегируются с образованием фолли#
кула, окружённого слоем мезоглеи. В дальней#
шем половые продукты попадают в гастральную
полость через разрывы эпителия мезентериев и
выводятся наружу через рот [90, 91]. Wnt#каскад
регулирует образование и поддержание ани#
мально#вегетативной оси ооцита за счёт аккуму#
ляции белка Dishevelled на анимальном полюсе и
возможной деградации на вегетативном [57].
Молекулярный путь Hedgehog необходим для
формирования кластеров первичных половых
клеток у N. vectensis, которые локализуются в ме#
зентериях в зоне между экспрессией лиганда
Hedgehog1 и доменами рецептора Patched [72].
В результате световой индукции высвобождения
ооцитов у N. vectensis была охарактеризована це#
лая сеть молекулярных каскадов, по данным
транскриптомов, включающая увеличение
экспрессии компонентов пути Wnt и RTK [92].
У склерактиниевого коралла Euphyllia ancora бы#
ла обнаружена активная экспрессия гомоло#
га Notch – сигнального Notch#каскада, опосреду#
ющего межклеточные взаимодействия в незре#
лых и зрелых ооцитах [93].

Регуляция нейрогенеза. Сенсорные клетки
эктодермы с апикальной ресничкой, ганглиоз#
ные клетки базальной части эктодермы и нема#
тоциты (книдоциты) составляют массив нерв#
ных клеток Стрекающих. У Hydrozoa нейроге#
нез начинается в интерстициальных стволовых
клетках эктодермы, как у Hydra, или в энтодер#

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  2  2022

236



НОВЫЕ ТЕХНОЛОГИИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ СТРЕКАЮЩИХ

ме (гидроидные медузы) с миграцией в эктодер#
му. У Hydra клетки#предшественники нейронов
и нематоцитов мигрируют к одному из полюсов
тела (оральному или аборальному) и затем диф#
ференцируются в разные типы клеток в зависи#
мости от положения вдоль главной оси тела.
При этом существуют вариации клеточного
нейрогенеза у Hydra и других гидроидных [94].
У N. vectensis нейрогенез начинается с нейраль#
ных клеток#предшественников в бластуле. Диф#
ференциация клеток происходит в клетках экто#
дермы во время гаструляции, а затем в энтодер#
ме [95, 96]. У сцифоидных медуз дифференци#
рующиеся нервные клетки обнаруживаются в
эктодерме на стадии планулы [97]. Обе группы
гидроидных и сцифоидных медуз проходят этап
метаморфоза в жизненном цикле, при котором
происходит дегенерация части зародышевых
нейронов и новый этап дифференциации и миг#
рации нервных клеток [9]. Нейрогенез у взрос#
лых медуз протекает в манубриуме и бульбусах
щупалец [98]. Молекулярная регуляция нейро#
генеза Стрекающих консервативна и включает
работу упомянутых выше сигнальных каскадов
(Wnt, Notch, TGF#β, FGF, Hedgehog) [94]. Под#
робная характеристика компонентов молеку#
лярных каскадов описана в обзорах Galliot и
Quiquand [9], Rentzsch et al. [94] и Galliot et al.
[98], по данным которых и по последним науч#
ным исследованиям можно выделить ряд зако#
номерностей молекулярной регуляции нейроге#
неза у Стрекающих.
• Каскад Notch регулирует дифференцировку
предшественников нематоцитов в зрелые нема#
тоциты у Hydra [54, 84] и др. Hydrozoa
(Hydractinia echinata [99]), количество эпители#
альных предшественников нервных клеток и
книдогенез у Anthozoa (N. vectensis).
• Экспрессия компонентов пути Hedgehog
наблюдается у N. vectensis в клетках предполага#
емых нервных предшественников [62], у A. auri$
ta (Scyphozoa) – в ропалиях развивающейся
эфиры [100].
• Молекулярный каскад Wnt/β#catenin участ#
вует в формирования паттерна нервной системы
у N. vectensis в апикальной части (так называе#
мой оральной нервной сети): путь регулирует
экспрессию нейрогенных транскрипционных
факторов на стадии бластулы и необходим для
определения клеточной судьбы нейральных
предшественников нервных клеток в апикаль#
ной части тела [101]. У гидроидной медузы
H. echinata путь передачи сигнала Wnt может
включаться в процессе дифференцировки ней#
ронов и нематоцитов [102].
• Сигнальный путь RTK через FGF задейство#
ван в развитии сенсорного апикального реснич#

ного органа у планулы N. vectensis [103, 104] а
молекулярный каскад MAPK, опосредующий
путь RTK, стимулирует нейрогенез за счёт регу#
ляции экспрессии нейрогенных факторов тран#
скрипции [105]. Пути передачи сигналов VEGF
и FGF, проходящие через MAPK, регулируются
каскадом Wnt/β#catenin и могут участвовать в
развитии нервной системы у Hydra, однако не#
обходимы более подробные функциональные
исследования [106].
• Эффекторы сигнального пути TGF#β/Smad –
белки Smad – задействованы у Hydra в процес#
сах дифференцировки нематоцитов. У N. vecten$
sis TGF#β#каскад через ВМР, индуцирующийся
путём Wnt/β#catenin, необходим для поддержа#
ния паттерна сети нейронов в зоне рта вдоль
орально#аборальной и направляющей осей
[101].

Регуляция процессов регенерации и морфоло=
гических особенностей строения Стрекающих.
Стрекающие обладают широким регенератив#
ным потенциалом, в связи с чем их активно ис#
пользуют в качестве моделей для изучения реге#
нерации животных. Механизмы регенерации и
их молекулярная структура подробно описаны в
различных обзорах [107–109]. В данном подраз#
деле будет обобщена информация по молеку#
лярной регуляции с помощью сигнальных кас#
кадов (Wnt, Notch, Hedgehog, RTK, TGF#β) про#
цессов регенерации и роста организменных осо#
бенностей строения тела Стрекающих.

Путь передачи сигнала Wnt является самым
консервативным и распространённым каска#
дом, опосредующим регенеративные процессы
Стрекающих. У Hydra путь Wnt включается в
разных моделях регенерации:
• при установлении главной оси тела в про#
цессе регенерации тканей в экспериментах с
трансплантацией разных частей тела поли#
па [53];
• при регенерации участка оральной области
тела путём активации Wnt3 в интерстициальных
клетках участка регенерации [110] и последую#
щей активации пула лигандов Wnt [50] с форми#
рованием петли обратной связи [50];
• роль β#catenin в регенерации головной части
полипа также была продемонстрирована в экс#
периментах с ингибированием и оверэкспрес#
сией β#catenin [111];
• при регенерации тканей подошвы, что было
показано в экспериментах с ингибированием и
оверэкспрессией β#catenin [111];
• при регенерации частей тела de novo в кле#
точных агрегатах – организатора головной части
за счёт Wnt3 [47, 112], в том числе в малых клас#
терах клеток [113], при механическом растяже#
нии ткани Hydra в сфероидах из клеток, где
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Wnt3 активируется в процессе регенерации го#
ловной части за счёт зависимой от растяжения
транскрипционной активации его гена [114].

Помимо регенеративных процессов, у Hydra
сигнальный каскад Wnt/PCP при активации ка#
нонического пути задействован в процессах
дифференциации эпителиальных стволовых
клеток в зоне образования щупалец и по#
чек [49]. Кроме пути передачи сигнала Wnt, у
Hydra в процессах регенерации включаются и
другие молекулярные пути. Сигнальный кас#
кад MAPK, активирующийся при заживлении
раны, модулирует Wnt при рассечении Hydra
пополам с возможным механизмом транскрип#
ционной активации лигандов Wnt, необходи#
мых для формирования регенеративного про#
цесса [115], а также активирует процесс апопто#
за, необходимого для регенерации головной
части Hydra [116]. Путь Notch необходим для
восстановления центра организации головной
части в процессе регенерации и модуляции пат#
терна закладки щупалец [117], а передача сиг#
налов через VEGF и FGF играет важную роль в
регенерации гипостома и щупалец [106]. Кас#
кад BMP, регулируемый канонический пу#
тём Wnt, задействован в базальной регенерации
тела Hydra [118]. Путь Hedgehog может участво#
вать в регенерации апикальной и базальной
частей тела Hydra при рассечении: ортолог ли#
ганда Hedgehog дифференциально экспресси#
ровался в эндодермальных клетках гипостома и
базальной части тела Hydra, в зоне подошвы в
интактных животных и при рассечении тела по#
перек – в экто# и энтодерме апикальной и ба#
зальной зон с усилением экспрессии в верхней
части тела [119].

Регенеративные процессы представителей
Medusozoa также связаны с включением каска#
да Wnt. У гидроидной медузы Hydractinia каскад
функционально задействован в регенерации
апикальной части полипа с образованием блас#
темы и одновременным ингибированием роста
столона [67]. Регенерация столона требует, в
свою очередь, ингибирования каскада Wnt [120].
У гидроидной медузы Clytia путь Wnt активирует#
ся в процессе ремоделирования тканей купола
медузы, установления бластемы и регенерации
манубриума [121]. Каскад Wnt в том числе опос#
редует морфологические особенности строения
отдельных Medusozoa. Так, у колониальных гид#
роидов сигнальный каскад Wnt задействован в
регуляции структуры колоний, связанной с по#
ложением зачатков полипов в колонии, специ#
фической для столонов экспрессией отдельных
компонентов каскада в пределах одной колонии,
что подробно описано в обзоре Cartwright
et al. [122], и с морфогенезом ветвления коло#

ний [123]. Помимо Wnt, в разных по морфологии
и функциям полипах единой колонии экспрес#
сируются лиганд каскада Hedgehog (гомолог
Hedgehog) – в гастродермисе мужских и женских
гонофоров, рецептор BMP (BmpR_54452) – в оо#
цитах и гастродермисе мужских гонофорах, что
может быть связано с гаметогенезом [89]. В пре#
делах одного организма Hydractinia путь Wnt ре#
гулирует количество и положение щупалец на
полипе [124]. Морфогенез щупалец у Hydractinia
в процессе регенерации апикальной части тела и
в процессе метаморфоза планулы опосредуется
сигнальным каскадом Notch [99]. Ветвление
щупалец Cladonema pacificum, связанное с агре#
гацией интерстициальных клеток в области
формирования ветви, регулируемой каска#
дом MAPK, опосредуется молекулярным пу#
тём RTK, задействованным в удлинении вет#
вей [125].

Подробное описание механизмов регуля#
ции регенерации и функциональное значение
каждого каскада у представителей Anthozoa
описано в обзоре Röttinger [108]. Здесь следует
выделить важные моменты. Путь передачи сиг#
нала Notch и каскад MAPK у N. vectensis вклю#
чаются в процессе регенерации глотки полипа
при её ампутации, при этом после нанесения
раневого повреждения проколом эпителия в за#
живлении раны также участвует MAPK, что
сопровождается активацией апоптоза в области
повреждения [126]. Каскад Wnt регулирует оп#
ределение, формирование и поддержание рото#
вого паттерна полипа [58]. Путь FGF, по дан#
ным экспрессии, активируется через 20 часов
при регенерации отсечённого от ротового отве#
рстия до подошвы куска тела у актинии
Calliactis polypus, что может свидетельствовать о
начале нейрогенеза, по аналогии с экспрессией
компонентов FGF при нейрогенезе у планулы
N. vectensis [103, 127]. При регенерации поли#
пов колониальных склерактиниевых кораллов
из недифференцированных кусочков ткани
включаются каскады Wnt и FGF по данным
экспрессии разных компонентов каждого пути
на разных этапах регенеративного процесса,
что свидетельствует о возможном перекрёстном
взаимодействии двух каскадов. При этом у дан#
ных кораллов сохранялась тенденция регенера#
ции головной части, подобно Hydra при попе#
речном иссечении и N. vectensis при поврежде#
нии, а также активация апоптотических про#
цессов с последующей активацией каноничес#
кого пути Wnt [128]. С подробным описанием
механизмов молекулярной регуляции регенера#
ции у немодельных представителей Anthozoa
можно ознакомиться в обзоре van der Burg и
Prentis [129].
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Регуляция жизненного цикла Стрекающих.
Стрекающие демонстрируют большое разнооб#
разие жизненных циклов, включающее подвиж#
ные и прикреплённые стадии, наличие вегета#
тивного и полового процессов с вариациями по#
ла (гонохоризм, гермафродитизм) [80]. Ан#
самбль молекулярных каскадов участвует в регу#
ляции перехода из стадии в стадию.

У Hydra вегетативное размножение происхо#
дит за счёт процесса почкования: эвагинация
почки из стенки тела, сопровождающаяся про#
лиферацией и тканевыми перестройками в со#
ответствии орально#аборальной оси нового ор#
ганизма, приводит к образованию дочернего по#
липа, который впоследствии отделяется и ста#
новится автономным. Сигнальные каскады
FGFR и Notch функционально задействованы в
формировании границы между родительским
полипом и дочерним зачатком почки с возмож#
ным включением пути Wnt (экспрессия Tcf и β$
catenin показана в зоне начала эвагинации поч#
ки), что подробно описано в обзоре Böttger и
Hassel [130]. Размеры тела Hydra контролируют#
ся как Wnt#, так и TGF#β#каскадами, притом
Wnt#путь непосредственно влияет на экспрес#
сию компонентов TGF#β#пути. TGF#β сигналь#
ный путь контролирует, в свою очередь, образо#
вание почки при вегетативном размножении,
что формирует определённый переключатель
развития между фазой роста и репродуктивной
фазой, определяющий количество клеток орга#
низма Hydra [131].

У представителей класса Hydrozoa группы
Medusozoa отдельные молекулярные каскады
задействованы в процессах развития поло#
вой (медуза) и бесполой (полип) стадий жизнен#
ного цикла. Медуза развивается из группы про#
лиферирующих клеток, называемой энтокодо#
ном, который образуется путём инвагинации
участка эктодермы к энтодерме с формировани#
ем полости [132]. Полип развивается из планулы
путём метаморфоза или морфологической пере#
стройки, сопровождающейся апоптозом и ре#
дифференциацией отдельных типов кле#
ток [133, 134]. В процессе метаморфоза планулы
включается каскад Wnt. У Clytia и Hydractinia в
зоне орального полюса эктодермы планулы
экспрессируется Wnt3, при этом у Hydractinia та#
кая экспрессия связана с предотвращением
апоптоза [135], что, предположительно, может
быть и у Clytia [136]. Кроме того, у Hydractinia в
процессе метаморфоза путь Wnt/Tcf опосредует
формирование и поддержание орального пат#
терна с редукцией развития столонов при экто#
пической активации сигнального каскада [67].
Путь Notch не задействован функционально в
формировании нервной системы Hydractinia в

процессе метаморфоза [99]. Лиганд VEGF, путь
передачи которого опосредуется RTK#каска#
дом, но не рецептор пути VEGFR, активно
экспрессируется в процессе метаморфоза пла#
нулы в клетках энтодермы Podocoryne carnea.
Также лиганд и рецептор экспрессируются в эн#
тодерме развивающейся медузы P. carnea на ста#
дии почки – выроста тела полипа, затем в разви#
вающихся радиальных каналах, клетках попе#
речнополосатых мышц и бульбусах щупалец.
При этом экспрессия VEGFR в этих областях
медузы низкая [137].

На примере P. carnea была показана актива#
ция дифференциальной экспрессии генов ка#
нонического пути Wnt на стадии репродуктив#
ного полипа (Wnt, Frizzled, LRP5/6, Dishevelled,
CK2, APC, Tcf/Lef), что может быть связано с
дальнейшим развитием медуз на гонофо#
рах [138]. Также была детектирована коэкспрес#
сия генов лиганда Wnt3 и мембранных рецепто#
ров Frizzled (1 и 3) на дистальном и оральном
концах осей последовательного развития медуз
и полипов [138], что демонстрирует универ#
сальную роль сигнального каскада Wnt в про#
цессе развития разных стадий жизненного цик#
ла. У представителя Стрекающих с отсутствую#
щей стадией личинки#планулы в жизненном
цикле (Aplanulata) Ectopleura larynx Wnt#путь
опосредует развитие как полипов, так и ранних
мужских и женских гонофоров, представляю#
щих собой недоразвитых медуз, прикреплён#
ных к полипам. При этом экспрессия компо#
нентов Wnt#пути коррелирует с половым ди#
морфизмом гонофоров E. larynx, связанным с
образованием зачатков щупалец в оральной зо#
не женского гонофора и шарообразной струк#
туры, не разделённой на щупальца, в оральной
зоне мужского гонофора [139]. Кроме того, ав#
торы исследования предполагают, что ингиби#
рование экспрессии элементов пути Wnt может
быть вовлечено в процессы нарушения полно#
ценного развития медузы E. larynx [139].

У сцифоидных медузы развиваются из апи#
кальной части полипа в процессе стробиляции
(сегментации), а полип, в свою очередь, – из
планулы в результате метаморфоза, связанного с
элиминацией энтодермы планулы и образова#
нием вторичной энтодермы из клеток эктодер#
мы планулы с последующим развитием щупалец
полипа [140]. У Aurelia дифференциальная
экспрессия разных компонентов каскада Wnt,
специфическая главным образом для стадии ли#
чинки#планулы, и несколько лигандов со спе#
цифической экспрессией для медузы и строби#
лы были детектированы на разных стадиях жиз#
ненного цикла [35]. В процессе стробиляции
Aurelia включается несколько молекулярных
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каскадов. Wnt11a экспрессируются в эктодерме
оральной части каждого развивающегося сег#
мента – будущей эфиры, что сопровождается
экспрессией Bmp5/8 в энтодерме развивающей#
ся гастральной полости [33]. Гиперактивация
пути Wnt приводит к нарушению стробиляции,
связанной с отсутствием границ между сегмен#
тами [33]. Компоненты сигнального пу#
ти Hedgehog экспрессируются на стадии строби#
лы в сегментах и развивающейся эфиры (рецеп#
тор Patched и лиганды SHH1, SHH2) Aurelia.
Ингибирование этого каскада приводит к нару#
шению процесса сегментации полипа в процес#
се стробиляции [100].

У N. vectensis в результате метаморфоза пла#
нулы теряется подвижность с оседанием на дно,
формируется ротовое отверстие, окружённое за#
чатками щупалец, и развиваются первые мезен#
терии [96]. Несколько генов#лигандов каскада
TGF#β (Bmp2/4 и Gdf5$like) начинают экспрес#
сироваться на стадии бластулы и далее в мезен#
териях N. vectensis в процессе метаморфоза [40,
61, 63, 141]. Сигнальный путь FGF играет важ#
ную роль в процессе состояния компетентнос#
ти, то есть способности планулы задерживать
метаморфоз до обнаружения определённых сиг#
налов среды обитания, и метаморфоза планулы
рифового коралла Acropora millepora, что было
показано с помощью ингибироваия рецептора
пути FGFR1 в личинках в состоянии компетен#
ции [142].

Данных по изучению молекулярных каска#
дов, задействованных в процессах развития у
представителей Cubozoa, почти нет. Известно,
что в геноме Morbakka virulenta было найдено
14 генов семейства Wnt [33], однако отсутствует
информация по функциональной составляю#
щей Wnt#пути.

Процессы развития Cnidaria опосредуются
теми же ключевыми молекулярными путями,
что и у высших Metazoa: Wnt, Hedgehog, Notch,
TGF#β и RTK. Функциональная составляющая
каждого сигнального каскада индивидуальна
для отдельных классов Cnidaria, однако можно
выделить закономерности включения опреде#
лённых сигнальных путей, определяющих одни
и те же процессы развития у представителей
Стрекающих разных классов. Так, Wnt#путь
опосредует формирование орально#аборальной
оси у всех Cidaria, а путь Notch задействован в
книдогенезе у Hydra, Nematostella и Hydractinia.
Помимо описанных выше классических сиг#
нальных путей, в процессах развития Cnidaria
задействовано большое разнообразие молеку#
лярных каскадов, специфичных именно для
Стрекающих. Данные сигнальные пути более
подробно описаны в литературе [92, 100, 143].

СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ
СЕКВЕНИРОВАНИЯ В ИССЛЕДОВАНИИ

РАЗВИТИЯ СТРЕКАЮЩИХ

Использование новейших молекулярно#ге#
нетических методов, применяемых для изуче#
ния процессов развития, позволяет проводить
детальные исследования не только молекуляр#
ной структуры и локализации включения регу#
ляционных сигнальных каскадов в пределах ор#
ганизма, но и их функциональной значимости в
отдельных процессах онтогенеза. Изучение
функций путей клеточной трансдукции, рас#
смотренных в предыдущем разделе, осущест#
вляется с помощью спектра методов, связан#
ных с генной манипуляцией, к которым в насто#
ящий момент относятся фармакологические
методы модулирования активности молекуляр#
ных каскадов и методы обратной генетики
(RNAi#, морфолино#опосредованный нокдаун,
CRISPR/Cas9, TALEN/Fok1#опосредованный
нокаут, гиперэкспрессия мРНК, использование
индуцибельных промоторов, активируемых теп#
ловым шоком). Подробное описание методик
изучения процессов развития на известных мо#
делях Стрекающих рассмотрено в обзорах [22,
96, 108]. В данном разделе будут рассмотрены
последние данные по использованию методов
широкомасштабного секвенирования при изу#
чении процессов развития Стрекающих.

Применение методов широкомасштабного сек=
венирования геномов для изучения механизмов
развития и распространения Стрекающих. Техно#
логии полногеномного секвенирования активно
используются для изучения разнообразных ас#
пектов развития и распространения Cnidaria [30,
31, 33, 34, 37, 144, 145]. Последние исследования
геномов Стрекающих выявляют интересные
особенности этого типа в плане развития и адап#
тации к условиям окружающей среды. Так, учё#
ные определили геномные характеристики ко#
ралловых полипов Acropora (Anthozoa) и генети#
ческие детерминанты их приспособленности к
изменению условий окружающей среды [146].
Молекулярное датирование позволило опреде#
лить эволюционную историю развития Acropora,
выявив, что их предки возникли около 55,8 млн
лет назад и пережили поэтапное повышение и
понижение глобальной температуры. Возможно,
это привело к увеличению видового разнообра#
зия Acropora [146]. Кроме того, была установлена
предполагаемая причина высокой чувствитель#
ности кораллов Acropora, приводящая к обесцве#
чиванию, связанная с нарушением у них синтеза
цистеина, ведущего к зависимости от симбиоти#
ческих водорослей. Также, по геномным данным,
были определены основные механизмы адапта#
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ции кораллов к стрессовым условиям окружаю#
щей среды, унаследованные от далеких предков
Acropora. Это специфичный механизм высоко#
скоростной кальцификации кораллов, специфи#
ческая тандемная дупликация генов ответа на
стресс (например гены, кодирующие малые цис#
теин#богатые пептиды и коралловые каспазы),
увеличение количества генов диметилсульфо#
пропионат лиазы (фермента цикла серы в океане,
который опосредует обратную связь между ат#
мосферой и океаном и может влиять на регули#
рование местного климата), произошедшее ещё
у предков Acropora в результате горизонтального
переноса генов от симбиотических водорослей,
и положительный отбор генов, кодирующих ан#
тимикробные пептиды, и генов симбиоза [146].
Секвенирование генома гигантской медузы
Nemopilema nomurai (Scyphozoa) выявило инди#
видуальные генетические особенности этого ви#
да, связанные с мобильностью и активным хищ#
ничеством, которые опосредуются увеличением
числа генов, кодирующих миозины II типа, ней#
ротрансмиттеры и белки ядов [34].

Применение широкомасштабного секвенирова=
ния для исследования процессов прямого и обрат=
ного развития Стрекающих. Молекулярно#гене#
тические детерминанты особенностей жизнен#
ного цикла существенно важны для исследова#
ния процессов развития Стрекающих. Как было
описано ранее, некоторые представители
Medusozoa обладают возможностью направлять
своё развитие в обратную сторону (по сравнению
с типичным жизненным циклом) с переходом на
более раннюю стадию развития. Описание эта#
пов классического пути жизненного цикла и пе#
реключение на «обратное развитие» на уровне
клеточных процессов представляет особый науч#
ный интерес в области биологии развития.

Больше всего молекулярно#генетических
исследований проводится в отношении прямого
развития Cnidaria. Так, у Scyphozoa на примере
A. aurita был охарактеризован процесс перехода
от стадии полипа к медузе и проведён анализ ре#
гуляции жизненного цикла. Исследователи раз#
делили процесс перехода на 3 этапа: индукция
метаморфоза понижением температуры, стро#
биляция (сегментирование тела полипа с апи#
кальной части и по направлению к проксималь#
ной) и развитие новых медуз из отделившихся в
процессе стробиляции сегментов#эфир [147].
Было установлено, что в процессе стробиляции
происходит выработка молекулярных веществ#
индукторов метаморфоза, которые концентри#
руются в сегментированной части стробилы и
отсутствуют у полипов и эфир. По данным тран#
скриптомного секвенирования стадий полипа,
медузы и эфиры, исследователи определили,

что процесс стробиляции инициирует сигналь#
ный путь ретиноевой кислоты, запускающийся
при добавлении ретинола в среду. Также были
определены индуктор стробиляции – 5#меток#
си#2#метилиндол (индуцировал стробиляцию
через 48 часов инкубации) – и гормон естест#
венной стробиляции, специфичный для A. auri$
ta [147]. С помощью транскриптомного профи#
лирования полного жизненного цикла A. aurita
были более подробно охарактеризованы основ#
ные сигнальные каскады, опосредующие специ#
фические для разных стадий процессы [35, 100],
и специфические для каждого этапа жизненно#
го цикла транскрипционные факторы [35], что
было также продемонстрировано на представи#
теле Scyphozoa Rhopilema esculentum [148]. На
стадии планулы у аурелии экспрессировались
основные компоненты пути Wnt (Wnt2, $3, $5b,
$8 и #16a), Frizzled, GSK$3β и Axin. В то же время
на других стадиях экспрессировалась лишь
часть лигандов: Wnt9/10, Wnt11a и Wnt3 – на
стадии медузы, Wnt16b – на стадии строби#
лы [35]. Подобная дифференциальная экспрес#
сия демонстрирует активное включение каска#
да Wnt в раннем эмбриональном развитии ауре#
лии. В исследовании развития Hydrozoa, прове#
дённом Leclère et al. [144], была охарактеризова#
на молекулярная структура жизненного цикла
Clytia hemisphaerica с определением специфичес#
ких маркёрных генов и транскрипционных фак#
торов для каждой стадии, а также проведён
сравнительный анализ процессов развития у
Hydrozoa, Scyphozoa и Anthozoa. Сборка тран#
скриптома de novo и последующий биоинформа#
тический анализ позволили сформировать но#
вую высококачественную базу транскриптом#
ных данных представителя Cubozoa Tripedalia
cystophora, которая была использована для иден#
тификации специфических для Стрекающих
нейропептидов, что расширило современные
представления о нейроанатомии представите#
лей Cubozoa [149]. Молекулярные пути и меха#
низмы, лежащие в основе полового размноже#
ния, были подробно описаны с использованием
транскриптомных данных у представителя
Anthozoa N. vectensis [92]. Авторы определили
ключевые процессы, активирующиеся при вы#
свобождении ооцитов в результате световой и
тепловой индукции, к которым относятся свето#
восприятие (экспрессия фоторецепторов), орга#
низация внеклеточного матрикса, регуляция ак#
тинового цитоскелета и компоненты циркадных
ритмов. При этом экспрессия компонентов ме#
таболических путей, таких как липидный мета#
болизм, и компонентов клеточного цикла была
подавлена. Половое размножение у исследуе#
мых актиний более чувствительно к температур#
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ным сдвигам, чем к световым изменениям [92].
Таким образом, высокопроизводительное сек#
венирование транскриптомов Стрекающих поз#
воляет подробно описать молекулярно#генети#
ческую структуру развития, а также определить
механизмы развития и влияние условий окружа#
ющей среды на жизненный цикл.

Эпигенетические подходы к изучению разви=
тия Стрекающих. Применение методов высо#
копроизводительного секвенирования для изу#
чения процессов развития Стрекающих позво#
ляет проводить более детальные исследования,
касающиеся структуры генома и генной
экспрессии с функциональной аннотацией. По#
мимо активно использующихся методов секве#
нирования тотальных геномов и транскрипто#
мов, нужно выделить эпигенетические исследо#
вания, используемые для изучения генетичес#
ких модификаций, не связанных с изменениями
в первичной последовательности ДНК, и при#
менение технологии секвенирования геномов,
транскриптомов и эпигеномов единичных кле#
ток в исследуемом образце для структурного и
функционального описания различных типов
клеток одного организма.

Эпигенетические изменения являются вари#
антом реакции генома живого организма на ва#
риабельные условия окружающей среды [150].
В настоящее время изучение эпигенетических
модификаций ограничено доступными метода#
ми, такими как анализ ДНК#метилирования,
исследования открытых участков хроматина,
ДНК#белковых взаимодействий и различных
модификаций гистонов.

Механизм ДНК#метилирования, заключаю#
щийся в переносе метильной группы в положе#
ние C5 на цитозине с образованием 5#метилци#
тозина, регулирует экспрессию генов путём
привлечения белков#репрессоров или путём ин#
гибирования связывания транскрипционных
факторов с ДНК [151]. Существует несколько ва#
риантов метилирования в зависимости от поло#
жения цитозина, которые можно разделить на
2 группы. К первой группе относится самый
распространённый вариант метилирования, воз#
никающий на цитозинах, предшествующих гуа#
ниновым нуклеотидам (CpG#сайты) [151].
Ко второй группе относятся редко встречающи#
еся варианты метилирования не по CpG#сайтам,
а на цитозинах, предшествующих другим типам
нуклеотидов (A, T, C), что было детектировано у
растений [152]. В геномах беспозвоночных мети#
лирование ДНК относительно редко встречается
в нуклеотидном контексте CG, однако оно часто
детектируется в активно транскрибируемых ге#
нах [153]. В процессе развития живого организма
уровень метилирования ДНК в геноме постоян#

но меняется, что является важной характеристи#
кой для изучения регуляторных функций гено#
ма [151]. Одним из полногеномных методов изу#
чения метилирования ДНК является бисульфит#
ное секвенирование, объединяющее разные под#
ходы к изучению метилирования, большая часть
из которых основана на бисульфитной конвер#
сии ДНК для обнаружения неметилированных
цитозинов (рис. 2). В процессе подготовки биб#
лиотеки инкубация с бисульфитом приводит к
химической конверсии всех неметилированных
цитозинов на урацил, который в процессе секве#
нирования идентифицируется как тимин. При
последующей обработке высчитывают процент
метилированных цитозинов по данным прочте#
ний после секвенирования [154, 155].

Данных по исследованию ДНК#метилирова#
ния у Стрекающих не так много, однако они де#
монстрируют важную роль метилирования в
процессах регуляции развития. На примере сим#
биотического модельного организма Aiptasia
(Anthozoa) было показано существование генов с
повышенным уровнем метилирования ДНК по
CpG#сайтам в кодирующей области гена и пони#
жением уровня метилирования ДНК в областях
начала и конца транскрипции [157]. Исследова#
тели предполагают, что такое специфическое ме#
тилирование играет важную роль для повыше#
ния точности транскрипции у Aiptasia и поддер#
жания транскрипционного гомеостаза, отвечаю#
щего за симбиоз [157]. В то же время нанопоро#
вое секвенирование полногеномного профиля
ДНК#метилирования у симбиотического корал#
ла Anthopleura elegantissima (Anthozoa), который
может существовать и как апосимбионт, проде#
монстрировало схожие профили метилирования
у симбиотической водоросли Elliptochloris marina
и у апосимбиотического A. elegantissima, что мо#
жет быть обусловлено особенностями симбиоза
конкретных организмов [158]. У разных предста#
вителей Anthozoa CpG#метилирование в кодиру#
ющей области генов связано с пластичностью
генной экспрессии в разных средах и популяци#
ях [159], а также с акклиматизацией [160], адап#
тацией к низким уровням рН [160] и эволюцией
кодонов [161]. Данные по метилированию ДНК у
Hydra ещё нуждаются в функциональной оценке,
однако есть некоторые исследования по тоталь#
ному уровню метилирования ДНК в целом орга#
низме. В геноме Hydra показано низкое содержа#
ние GC [162], поэтому уровень метилирования в
CpG#сайтах значительно ниже, чем в других об#
ластях генома. Авторы данного обзора предпола#
гают, что метилирование аденозина в положении
N6 (m6dA) может способствовать началу тран#
скрипции, необходимой в непрерывно делящих#
ся и дифференцирующихся клетках тела Hydra, а
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метилирование цитозина в положении C5 может
динамически регулироваться в процессе диффе#
ренцировки ооцитов [163]. У представителей эн#
допаразитов группы Myxo#sporea (Myxozoa), по
данным бисульфитного секвенирования, пол#
ностью отсутствует метилирование ДНК по ци#
тозину, что, по мнению авторов, может быть свя#
зано с малым размером генома [164].

Следующим важным методом эпигенетичес#
ких исследований является изучение доступнос#
ти хроматина в геноме по непосредственной де#
текции открытых областей, чувствительных к
нуклеазам, а также областей, в которых наблю#
дается низкая плотность нуклеосом или же они
отсутствуют. Открытый хроматин называют ещё
«активным» по способности к экспрессии ге#

Рис. 2. Принцип полногеномного бисульфитного секвенирования. Обработка образца ДНК бисульфитом приводит к хи#
мическому преобразованию неметилированных цитозинов в урацилы, которые при проведении амплификации опреде#
ляются как тиминовые основания. Бисульфит#конвертированная ДНК используется для подготовки библиотеки секве#
нирования, которая заключается в лигировании адаптеров, сиквенсных праймеров и амплификации библиотеки. По по#
лученным данным секвенирования проводится анализ сайтов гипер# и гипометилирования по всему геному. Схема – на
основе протокола бисульфитной конверсии набора EZ DNA Methylation#Gold™ Kit («Zymo Research», США). Описание
к рисунку составлено на основе источников [154, 156]



нов. Одним из часто используемых эпигенети#
ческих подходов является анализ доступного
для транспозазы хроматина с помощью секве#
нирования или ATAC#seq (Assay for Transposase#
Accessible Chromatin using sequencing) [165].
Принцип метода заключается в использовании
высокоактивного фермента транспозазы Tn5,
которая фрагментирует ДНК по открытым
участкам, одновременно интегрируя праймеры
для секвенирования (рис. 3) [165].

Секвенирование библиотеки проводится на
стандартных платформах, например, на плат#
форме «Illumina», США. Анализ данных позво#
ляет идентифицировать открытые участки хро#
матина в геноме, а также использовать эти дан#
ные для изучения регуляции экспрессии генов.

Исследования с использованием ATAC#seq на
N. vectensis продемонстрировали взаимосвязь
открытых участков хроматина и транскрипции
генов циркадного ритма, изменяющейся в зави#
симости от режима светового культивирования.
По результатам исследования показано, что бо#
лее половины промоторов известных циркадных
генов находились в участках открытого хромати#
на. Кроме того, в работе были идентифицирова#
ны активные энхансеры, специфичные для раз#
ных режимов светового культивирования [166].
Эксперименты с тепловым воздействием (37 °С)
на N. vectensis, выращенную в лабораторных ус#
ловиях и собранную в полевых условиях, пока#
зали, что разные условия выращивания влияют
на эпигеном N. vectensis, демонстрируя участие
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Рис. 3. Принцип метода ATAC#seq (Assay for Transposase#Accessible Chromatin using sequencing). Гиперактивная транспоза#
за Tn5 инкорпорирует специфические адаптеры в области открытого хроматина в месте разреза ДНК. Очищенная фраг#
ментированная по открытым участкам ДНК используется для подготовки библиотеки секвенирования. По полученным
данным секвенирования проводят анализ открытых участков генома, детектируют положение нуклеосом и закономер#
ности расположения транскрипционных факторов [165]
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различных транскрипционных факторов и от#
личный для разных условий транскрипционный
ответ на повышение температуры. Функцио#
нальный анализ состава дифференциально
экспрессируемых генов позволил определить,
что в ответ на тепловое воздействие включаются
разные сигнальные клеточные пути, зависящие
от условий культивирования: в полевых услови#
ях – пути, относящиеся к контрольным точкам
клеточного цикла, репликации, репарации ДНК
и структурированию гомеостаза, а в лаборатор#
ных условиях – пути, связанные с метаболичес#
кими процессами (метаболизмом аминокислот,
амидов), везикулярным транспортом и стабили#
зацией белков. Таким образом, данное исследо#
вание демонстрирует прямое воздействие усло#
вий окружающей среды на эпигенетическую ре#
гуляцию ответа на стрессовые условия [167].
Разная эпигеномная регуляция в ответ на тепло#
вой стресс была показана у вышеупомянутого
симбиотического анемона Aiptasia [168]. Описа#
на эпигенетическая регуляция в процессе реге#
нерации оральной части с щупальцами у Hydra.
По данным ATAC#seq, у Hydra в верхней части
тела на стадии регенерации идентифицировали
более 20 000 открытых хроматиновых участков.
В сопоставлении с другим эпигенетическим ме#
тодом ChIP#seq (описанным ниже) удалось уста#
новить положение доступных участков хромати#
на: более 3000 из них находились в межгенных
областях, более 800 открытых регионов пере#
крывались с интронами и более 200 участков – с
экзонами. Таким образом, впервые был пред#
ставлен анализ элементов открытого хроматина
в геноме Стрекающих в контексте процесса раз#
вития [169].

Анализ ДНК#белковых взаимодействий яв#
ляется важнейшим из эпигенетических методов,
позволяющим довольно точно детектировать
регуляторные элементы генома. Одним из рас#
пространённых методов считается ChIP#seq
(Chromatin immunoprecipitation followed by
sequencing) или иммунопреципитация хромати#
на с последующим секвенированием [170].
Принцип заключается в использовании специ#
фических антител, которые при инкубации им#
мунопреципитируют ДНК#связанные белки, за#
тем ДНК осаждается, очищается от белков и
секвенируется (рис. 4). Этот метод позволяет де#
тектировать области активных промоторов, сай#
ты связывания транскрипционных факторов и
других регуляторных элементов по всему гено#
му, а также в сочетании с РНК#секвенировани#
ем и ДНК#метилированием устанавливать регу#
ляторные сети генов [170, 171].

Кроме того, данный метод используется для
анализа модификаций гистонов, определяющих

состояние транскрипции генов локального
участка генома. К основным хорошо известным
типам модификаций относятся: ацетилирование,
метилирование, фосфорилирование и убиквити#
нирование. Существуют также и другие недавно
открытые типы модификаций, например, деими#
нация или пролиновая изомеризация [174].
В настоящее время известно большое количество
данных по модификациям гистонов и их функ#
циям в хроматине [175], однако к основным гис#
тоновым меткам, широко использующимся в
эпигенетических исследованиях, относятся: мо#
нометилирование по четвёртому остатку лизина
гистона H3 (H3K4me1) и ацетилирование гисто#
на H3 по лизину 27 (H3K27ac), связанные с эн#
хансерными областями; метка промоторных ре#
гионов – триметилирование гистона H3 по чет#
вёртому остатку лизина (H3K4me3); триметили#
рование гистона H3 по лизину 36 (H3K36me3) –
метка транскрибируемых участков в теле генов;
триметилирование гистона H3 по лизину 27
(H3K27me3) – метка транскрипционного реп#
рессорного комплекса Polycomb; триметилирова#
ние гистона H3 по лизину 9 (H3K9me3) – метка
гетерохроматина [173].

Данные ChIP#seq расширили понимание
эпигеномной регуляции регенерации частей те#
ла Hydra. Как было упомянуто выше, комбини#
рование с данными ATAC#seq позволило опреде#
лить положение доступных участков хроматина,
а также идентифицировать кандидаты активных
проксимальных промоторов, энхансерных реги#
онов и транскрипционных факторов [169].
В процессе регенерации тканей апикальной час#
ти тела Hydra было отмечено динамическое ре#
моделирование регуляторных элементов, боль#
шинство которых теряло свою доступность при
регенерации. При этом определённые энхансер#
ные и промоторные области активировались,
например, один промоторный и два регулятор#
ных сайта гена Wnt3, который, как известно, за#
действован в организации апикальной части
Hydra в процессе регенерации [169]. При экто#
пической активации пути Wnt были детектиро#
ваны межгенные участки – потенциальные эн#
хансеры рядом с генами ключевых транскрипци#
онных факторов (Brachyury1, Cngsc, Pitx1) и ли#
гандов Wnt#пути (Wnt5a, Wnt11), регулирующих
развитие головной части Hydra [176].

В геноме N. vectensis было идентифицирова#
но более 5000 энхансерных областей, подтверж#
дённых также в экспериментах in vivo [177]. Так#
же у N. vectensis была определена ассоциация
транскрипционного кофактора p300 с энхансе#
рами и показана их активация непосредственно
в процессе гаструляции и на стадии планулы.
Функциональная характеристика генов, распо#



ложенных вблизи энхансерных областей, вы#
явила превалирование генов регуляции тран#
скрипции, сигнальных клеточных путей и про#
цессов развития у N. vectensis. При этом гены,
кодирующие транскрипционные факторы, бы#
ли связаны с несколькими энхансерами чаще,
чем гены домашнего хозяйства [177].

Изучение развития Стрекающих на уровне еди=
ничных клеток. Методы секвенирования гено#
мов, транскриптомов и эпигеномов отдельных
клеток положили начало новой эре молекуляр#
но#генетических исследований процессов разви#

тия живых организмов, что позволило проводить
более детальные исследования разных типов кле#
ток в пределах одного организма и изучать кле#
точную дифференциацию на разных этапах жиз#
ненного цикла. В данном подразделе будут опи#
саны исследования на Стрекающих с использо#
ванием секвенирования единичных клеток.

Первым и фундаментальным научным ис#
следованием по секвенированию отдельных
клеток Стрекающих является работа научных
групп Marlow и Tanay [178]. В качестве модель#
ного объекта использовали представителя акти#
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Рис. 4. Принцип метода ChIP#seq (Chromatin immunoprecipitation followed by sequencing). Фиксация хроматина, связанная
с обработкой клеток формальдегидом, in vivo приводит к перекрёстному сшиванию ДНК и целевых белков. При изучении
нативного хроматина этот шаг опускается. Далее хроматин фрагментируется ферментативно или ультразвуковой обработ#
кой. Последующая преципитация целевых ДНК#связывающих белков осуществляется путём использования специфич#
ных антител к данным белкам. Очистка ДНК заключается в длительном нагреве и ферментативной обработке протеина#
зами и рибонуклеазами с последующей очисткой на мембранных колонках или путём фенол#хлороформной экстракции.
Готовая ДНК используется для подготовки библиотеки. По полученным данным секвенирования проводят анализ откры#
тых участков генома, положения транскрипционных факторов и сайтов модификаций гистонов [171–173]
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ний N. vectensis, на котором были проведены экс#
перименты по секвенированию транскриптомов
единичных клеток (по#другому называют single
cell RNA#sequencing или scRNA#seq) и открытого
хроматина методом ATAC#seq. Для секвенирова#
ния транскриптомов использовали метод мас#
сивного параллельного секвенирования единич#
ных клеток (MARS#Seq), который заключается в
сортировке клеток с помощью проточного сор#
тирующего цитофлуориметра (FACS) и их иммо#
билизации на луночном планшете (каждая клет#
ка в отдельной лунке). После лизиса клетки на
полиА#последовательность мРНК отжигается
олиго(dT)#праймер с уникальным молекуляр#
ным олигонуклеотидным идентификатором
(UMI), индивидуальным для каждого праймера
и лунки, одинаковым для всех праймеров в каж#
дой лунке клеточным баркодом, адаптером
«Illumina» и промотором Т7. С олиго(dT)#прай#
мера начинается обратная транскрипция с обра#
зованием первой цепи комплементарной
ДНК (кДНК). После этого все клеточные лизаты
смешиваются, образуя единую группу для даль#
нейшей амплификации. Синтезируется вторая
цепь кДНК с последующей транскрипцией. По#
лученная РНК фрагментируется, и к ней лигиру#
ют адаптер «Illumina» для секвенирования с до#
полнительным баркодом клеточной смеси
(группы амплификации). После обратной тран#
скрипции готовая баркодированная кДНК ис#
пользуется для подготовки библиотеки для сек#
венирования (рис. 5) [179, 180].

Комбинируя транскриптомные и эпигеном#
ные данные единичных клеток, исследователям
удалось создать целый атлас различных типов
клеток у взрослого организма N. vectensis: были
идентифицированы кластеры разных клеток и
гены со специфической для каждого кластера
экспрессией, то есть маркёрные гены для каж#
дого типа клеток. Например, было показано,
что в книдоцитах экспрессируются белки капсу#
лы (миниколлагены, нематогалектины) и
ядов (NEP). Также исследователи охарактеризо#
вали разные типы клеток у стадии планулы, от#
метив при этом два плануло#специфических
кластера клеток – нейроны и клетки апикально#
го органа. Сравнительный анализ репертуаров
генов, специфичных для разных типов клеток,
показал, что высоко консервативные гены име#
ют низкую специфичность к типу клеток, а ге#
ны, кодирующие специфичные белки Стрекаю#
щих, демонстрируют высокую тканевую специ#
фичность. Кроме того, сравнение кластеров
клеток актинии и модельной нематоды
Caenorhabditis elegans выявило 3 типа клеток
N. vectensis, схожих по специфической генной
экспрессии с разными типами клеток у C. ele$

gans: ретракторные мышцы и гастродермис
N. vectensis соответствуют мышцам кишечника и
стенки тела C. elegans; недифференцированные
клетки#предшественники N. vectensis – клеткам
зародышевой линии и клеткам#предшественни#
кам у C. elegans со специфической экспрессией
генов хромосомной организации, ассоцииро#
ванной с митозом, репликацией и клеточной
пролиферацией; нейроны N. vectensis – нейро#
нам C. elegans. Дополнительно исследователи ус#
тановили модули транскрипционных факторов,
регулирующие разнообразие клеток у N. vecten$
sis, а также тканеспецифичные регуляторные
элементы в геноме N. vectensis [178]. Таким обра#
зом, данное исследование демонстрирует новые
знания об эволюции типов клеток животных и
тканеспецифической геномной регуляции.

Исследование на стволовых клетках Hydra с
применением секвенирования транскриптомов
единичных клеток позволило описать разнооб#
разные типы клеточных линий и их изменения в
процессе дифференцировки [181]. Ученые при#
менили другую технологию секвенирования,
которая называется «полногеномное профили#
рование экспрессии отдельных клеток с исполь#
зованием нанолитровых капель» или Drop#seq
(Droplet#sequencing) (рис. 6) [182].

Принцип метода заключается в генерации за
счёт тонкой микрофлюидики одноклеточной
эмульсии, состоящей из водно#масляной капли,
шариков из смолы с баркодированными прай#
мерами и клеток исследуемого образца, таким
образом, что все фрагменты от одной клетки
имеют общий баркод. Полученная эмульсия ис#
пользуется в дальнейшем для создания стандарт#
ных библиотек с короткими фрагментами для
секвенирования на распространённых приборах
фирмы «Illumina». Подготовка библиотеки
включает этап тагментации – фрагментации
ДНК транспосомами с одновременным лигиро#
ванием адаптерных последовательностей для
последующей амплификации с сиквенсными
праймерами «Illumina». После секвенирования
специальное программное обеспечение исполь#
зует идентификационные баркоды для сопо#
ставления прочтений и их количества с их ядром
или клеткой [182]. Исследователи отсеквениро#
вали около 25 000 транскриптомов единичных
клеток. По результатам анализа все клетки были
разделены на 3 кластера, представляющие от#
дельные клеточные линии: эктодерму, эндодер#
му и интерстициальные клетки. В каждом клас#
тере были определены свои популяции клеток в
широком диапазоне состояний дифференци#
ровки. Так, например кластеры дифференциро#
ванных эпителиальных клеток головы и подош#
вы связаны с соответствующими кластерами
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Рис. 5. Принцип метода MARS#seq (Massively parallel single cell RNA#Seq). Особенностью метода является возможность
использования трёхуровневого баркодирования: молекулярной метки (UMI), клеточной метки и метки клеточной смеси
для более точного анализа количества молекул. Метод позволяет учитывать только 3′#транскрипты мРНК с индивидуаль#
ными баркодами. По полученным данным секвенирования анализируют спектр активной мРНК во множестве отдельных
клеток. Описание к рисунку составлено на основе источников [179, 180]
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стволовых клеток тела полипа, а кластеры интер#
стициальных стволовых клеток связаны как с
предшественниками нейронов, так и с немато#
цитами. Кроме того, были определены кластеры
дифференцированных нейронов, железистых
клеток, нематоцитов и половых клеток, принад#
лежащих интерстициальной линии [181]. Анализ
дифференциальной экспрессии на уровне еди#
ничных клеток позволил идентифицировать

пространственную экспрессию эпителиальных
генов вдоль орально#аборальной оси тела Hydra
с определением ранее неохарактеризованных ге#
нов, кодирующих компоненты сигнальных пу#
тей развития (Wnt, BMP и FGF). С помощью де#
тальных исследований интерстициальной линии
клеток исследователи идентифицировали попу#
ляцию мультипотентных интерстициальных
стволовых клеток, установив у них низкий уро#
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Рис. 6. Принцип метода Drop#seq (Droplets). Формат баркодирования схож с таковым у MARS#seq. Разница заключается
в том, что баркоды прикреплены к микрочастицам (шарикам). Каждая микрочастица содержит множество олиго(dT)#
праймеров с одним и тем же клеточным баркодом (Cell_bc), адаптером «Illumina» (IA1) и разными UMI для цифрового
подсчёта молекул мРНК. Как и в случае MARS#seq, при обработке данных учитываются только 3′#транскрипты. По полу#
ченным данным секвенирования анализируют транскрипты мРНК во множестве отдельных клеток. Схема – на основе
работы Macosko et al. [182] c дополнениями на основе протокола Bageritz и Raddi [183] и протокола подготовки библио#
тек Nextera XT DNA Library Prep Reference Guide («Illumina, Inc.»)
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вень или отсутствие экспрессии генов диффе#
ренцировки. Этот кластер клеток использовали
для определения траектории развития интерсти#
циальной линии, что выявило дифференциров#
ку нейронов и железистых клеток через единое
общее клеточное состояние, отличное от пути
дифференцировки нематоцитов [181]. Примене#
ние метода ATAC#seq и его комбинирование с
scRNA#seq позволило определить экспрессию
транскрипционных факторов, специфичную для
разных типов клеток и на разных этапах диффе#
ренцировки. Так, например, было показано, что
гомеобоксный транскрипционный фактор RX
задействован в развитии базального диска, а
фактор транскрипции RFX функционирует в
спецификации железистых клеток. Используя
флуоресцентную гибридизацию in situ, научная
группа сконструировала подробную молекуляр#
ную карту нервной системы Hydra, определив
12 различных подтипов нейронов [181].

Интересное исследование с использованием
секвенирования транскриптомов единичных
клеток демонстрирует молекулярно#генетичес#
кую структуру эндосимбиоза между восьмилуче#
вым кораллом Xenia (Anthozoa) и одноклеточны#
ми динофлагеллятами [184]. Учёные использова#
ли технологию scRNA#seq на платформе компа#
нии «10X Genomics Ins.», США. Технология сек#
венирования схожа с описанным выше Drop#seq.
Исследователи определили 16 кластеров клеток с
генами#маркёрами для каждого кластера. От#
дельное внимание было уделено идентификации
клеток, задействованных в эндосимбиозе. Для
этого с помощью цитометра были отсортирова#
ны клетки с водорослями и клетки без них. На
данных клетках провели тотальное транскрип#
томное секвенирование, и затем полученные
данные комбинировали с данными scRNA#seq.
Дополнительное применение гибридизации
in situ (метода RNAscope) и микроскопии крио#
консервированных срезов тканей позволили,
предположительно, установить кластер клеток
гастродермиса, участвующий в эндосимбио#
зе [184]. Исследование процесса регенерации
эндосимбиотической линии Xenia после физи#
ческого удаления щупалец с использованием
вычислительных методов для установления
псевдовремени (меры того, как далеко продви#
нулась клетка в ходе биологического прогрес#
са) [185] и динамики экспрессии (ожидаемого
изменения экспрессии генов в ближайшем буду#
щем) [186] показало, что эндосимбиотические
клетки существуют в пяти динамических состоя#
ниях между гомеостатическими условиями и
процессом регенерации: состояние 1 – преэндо#
симбиотический предшественник, который че#
рез промежуточное состояние 2 переходит в со#

стояние 3 (зрелые клетки с водорослями), а за#
тем через промежуточное состояние 4 – в состо#
яние 5 (постэндосимбиотические клетки). В об#
разцах, проходящих регенерацию, обнаружен
более высокий процент клеток в состояниях 1
и 2, в отличие от не регенерирующих вариантов,
где оказалось больше клеток в состояниях 3–5.
Показано, что пре#эндосимбиотические клетки
экспрессируют лиганды молекулярного каска#
да Wnt (Wnt7b, Wnt11), которые могут быть за#
действованы в регуляции пролиферации и диф#
ференцировки клеток#предшественников [184].
Данное исследование демонстрирует новую ха#
рактеристику эндосимбиоза у кораллов, а также
его необходимость в процессе регенерации.

Новые данные по секвенированию единич#
ных клеток у представителя Hydrozoa C. hemi$
sphaerica показывают пластичность разных типов
клеток в условиях голодания [187]. С использо#
ванием технологии «10X Genomics Ins.» было
определено 36 клеточных популяций, составля#
ющих 8 основных кластеров клеток C. hemi$
sphaerica, соответствующих эпидермису, гастро#
дермису и производным мультипотентных интер#
стициальных стволовых клеток (ISC). Функцио#
нальная аннотация кластеров клеток с исполь#
зованием уже опубликованных данных scRNA#
seq и экспериментальных данных гибридизации
in situ генов в целом организме позволила вы#
явить новые типы клеток – биолюминесцент#
ные клетки щупалец, экспрессирующие специ#
фические эндогенные зелёные флуоресцентные
белки (GFP), а также эпителиально#мышечные
клетки гладкого и поперечнополосатого типа,
выстилающие нижний слой колокола и велум,
6 подтипов пищеварительных клеток в гастро#
дерме, соответствующие пищеварительным
участкам в гастроваскулярной системе (желу#
док, гонады и бульбусы щупалец), предполагае#
мые механосенсорные клетки с экспрессией го#
мологов компонентов механосенсорного аппа#
рата, характерного для волосковых клеток поз#
воночных. Особенностью медузы C. hemisphaeri$
ca является возможность постоянной генерации
разных типов клеток, особенно нейронов и не#
матоцитов, из пулов ISC эпидермиса бульбусов
щупалец. Анализ траекторий дифференцировки
клеток интерстициальной линии с изучением
генной экспрессии выявил потенциально спе#
цифичные для C. hemisphaerica маркёрные гены.
Эксперимент с реакцией на стрессовые условия
в виде голодания показал, что организм не гене#
рирует новые типы клеток в ответ на голодание,
а формирует ответ за счёт изменения состояния
существующих клеток. Эффект голодания был
вариабельным для разных типов клеток, однако
наибольшие изменения происходили в клетках
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гастроваскулярной системы. Исследователи
составили целую систему из кластеров клеток, в
которых была детектирована дифференциаль#
ная экспрессия генов в процессе голодания,
например генов ферментов оксидоредуктаз, ди#
оксигеназ или генов лизосомального транспор#
та (Npc2$like), что позволило определить про#
цессы, на которые влияет голодание, как, на#
пример метаболизм жирных кислот в клетках
гастродермиса. Кроме того, высокая экспрессия
генов голодания была зафиксирована в ранних
ооцитах. Таким образом, голодание вызвало ре#
организацию гастродермы и популяции клеток
ооцитов. При этом изменения в организации
гастродермы и профилей транскрипции, выз#
ванные голоданием, опосредовали процессы са#
мопереваривания тканей и мобилизацию гаст#
родермальных клеток из гонад [187].

Технология секвенирования транскриптомов
и эпигеномов отдельных клеток является мощ#
ным инструментом для изучения процессов раз#
вития живых организмов. Метод позволяет не
только качественно охарактеризовывать разные
типы клеток и конструировать карты регулятор#
ных элементов геномов (на примере актинии
N. vectensis), но и моделировать траектории раз#
вития отдельных клеточных линий (например,
интерстициальных клеток у Hydrozoa). Кроме
того, разрешение секвенирования на уровне
единичных клеток позволяет более детально
рассмотреть роль симбиотических отношений
между разными организмами в процессах разви#
тия и регенерации (на примере коралла Xenia), а
также установить клеточные и регуляторные ме#
ханизмы процессов, происходящих в отдельных
организмах в ответ на стрессовые условия (на
примере гидромедузы C. hemisphaerica).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стрекающие представляют собой уникаль#
ную группу животных с особенными характерис#
тиками, связанными со строением, эволюцией,
жизненными циклами, регенеративными спо#
собностями и процессами развития. Данные осо#
бенности обусловливают научный интерес к

этим животным, которые активно используются
в качестве различных модельных объектов. Ог#
ромное количество исследований посвящено
изучению процессов раннего развития разнооб#
разных представителей Cnidaria. Использование
технологий широкомасштабного высокопроиз#
водительного секвенирования поспособствовало
выявлению эволюционно консервативных меха#
низмов молекулярно#генетического контроля
этапов раннего развития Стрекающих и возмож#
ности их сопоставления с эмбриональным раз#
витием высших Metazoa. Развитие технологий
секвенирования нового поколения в области ге#
номики, транскриптомики и эпигеномики как
на уровне тканей, так и единичных клеток позво#
лило проводить более глубокие исследования
структуры и регуляторных функций генома, осо#
бенностей экспрессии определённых генов и
разных типов клеток в пределах одного организ#
ма. Использование методов широкомасштабно#
го секвенирования вывело научные знания в об#
ласти характеристики особенностей приспособ#
ленности Стрекающих к стрессовым условиям
окружающей среды, изучения жизненных цик#
лов (в частности, уникального обратного разви#
тия), исследования стволовых клеток и механиз#
мов развития на новый уровень. Эти данные не#
сут в себе важную информацию не только с точ#
ки зрения фундаментального научного интереса,
но и с точки зрения развития активно использу#
ющихся в прикладных областях технологий ши#
рокомасштабного секвенирования.
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STUDYING OF MOLECULAR REGULATION OF DEVELOPMENTAL
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A unique set of features and characteristics of species of the Cnidaria phylum is the one reason that makes them a
model for a various studies. The plasticity of a life cycle and the processes of cell differentiation and development of
an integral multicellular organism associated with it are of a specific scientific interest. A new stage of development of
molecular genetic methods, including methods for deep genome, transcriptome, and epigenome sequencing, both at
the level of the whole organism and at the level of individual cells, makes it possible to obtain a detailed picture of the
development of these animals. This review examines some modern approaches and advances in the reconstruction of
the processes of ontogenesis of Cnidaria by studying the regulatory signal transduction pathways and their interactions.

Keywords: Cnidaria, development, sequencing technologies, genomics, signaling pathways



258

БИОХИМИЯ,  2022,  том  87,  вып.  2,  с.  258  –  277

УДК 57.075

1 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, биологический факультет,
кафедра генетики, Центр генетики и генетических технологий, 119234 Москва, Россия;

электронная почта: a_malyarchuk98@mail.ru
2 Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН,

119991 Москва, Россия; электронная почта: rogaev@vigg.ru
3 Университет Сириус, Центр генетики и наук о жизни, 354340 Сочи, Россия

4 Медицинская школа Чан Массачусетского университета, Департамент психиатрии, 01545 Шрусбери, США

Поступила в редакцию 14.12.2021
После доработки 08.01.2022

Принята к публикации 21.01.2022

Развитие палеогеномных исследований – одно из актуальных и перспективных направлений междисцип�
линарных исследований в современной мировой науке. Новые геномные методы анализа древней
ДНК (дДНК), такие как технологии высокопроизводительного секвенирования (NGS), позволяют не толь�
ко получать подробную генетическую информацию об исторических и доисторических популяциях челове�
ка, но и изучать отдельные микробные и вирусные патогены и микробиомы из разных древних и историчес�
ких объектов. Исследования дДНК патогенов путём реконструкции их геномов позволили к настоящему
времени получить полные последовательности древних геномов для патогенов, сыгравших значительную
роль в истории человечества: Yersinia pestis (возбудитель чумы), Variola virus (оспа), Vibrio cholerae (холера),
HBV (вирус гепатита B), а также не менее важных эндемичных инфекционных агентов человека –
Mycobacterium tuberculosis (туберкулёз), Mycobacterium leprae (проказа) и Treponema pallidum (сифилис). Ге�
номные данные этих патогенов дополнили сведения, полученные ранее палеопатологами, и позволили не
только идентифицировать возбудителей пандемий прошлого, но и выявить ныне несуществующие линии
патогенов, уточнить хронологию появления патогенов в популяциях человека, а также реконструировать
эволюционную историю патогенных микроорганизмов, которые остаются актуальными для общественно�
го здравоохранения сегодня. В настоящем обзоре описывается современное состояние геномных исследо�
ваний происхождения и эволюции многих древних патогенных микроорганизмов и вирусов, а также рас�
сматриваются механизмы возникновения и распространения древних инфекций в истории человечества.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: популяции человека, древняя ДНК, палеопатология, палеогеномика, патоген, чума,
холера, лепра, сифилис, оспа, туберкулёз.
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ГЕНОМИКА ДРЕВНИХ ПАТОГЕНОВ:
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ВВЕДЕНИЕ

В последние десятилетия значительно воз�
росли технические возможности в области сек�
венирования древней ДНК (дДНК), в том числе
древних патогенов. Появляются всё более со�
вершенные методы подготовки геномных биб�

лиотек, обогащения ДНК, секвенирования; раз�
виваются и инструменты для биоинформати�
ческого анализа геномных данных. Растёт число
работ, посвящённых идентификации и характе�
ристике на молекулярно�генетическом уровне
патогенных микроорганизмов, извлечённых из
древних останков. Таким образом, появилась
новая область исследований – молекулярная
палеоэпидемиология [1], в задачи которой вхо�
дит исследование вопросов возникновения ин�
фекций и распространения патогенов в популя�
циях человека.

Долгое время изучение перенесённых ин�
фекционных заболеваний проводилось тради�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : дДНК – древняя ДНК;
CPXV – вирус коровьей оспы; NGS – высокопроизводи�
тельное секвенирование; TIR – инвертированные конце�
вые повторы; VARV – вирус натуральной оспы человека;
VACV – вакцинный вирус оспы.

* Адресат для корреспонденции.
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ционным путём палеопатологической оценки
костей древних скелетов из археологических
раскопок, однако этот подход имеет существен�
ные ограничения, связанные с тем, что многие
инфекции не оставляют видимых следов на кос�
тях, а другой материал оказывается недоступен
для исследования [2].

Первые успехи в изучении ДНК древних
бактерий и вирусов стали возможны с появле�
нием метода полимеразной цепной реак�
ции (ПЦР). Этот подход позволяет обнаружить
присутствие инфекционных агентов, но даёт ог�
раниченную информацию об эволюционной
истории патогена, поскольку генетический ма�
териал микроорганизмов в таком случае анали�
зируется по одному или нескольким коротким
фрагментам, амплифицированным из препара�
тов ДНК, выделенных из останков древних лю�
дей [3, 4]. Кроме того, дДНК, извлечённая из
археологического материала, обычно присут�
ствует в нём в небольших количествах, сильно
фрагментирована и содержит химические моди�
фикации [5, 6], что затрудняет амплификацию.

С развитием методов высокопроизводитель�
ного секвенирования (NGS) в большом количе�
стве стали появляться последовательности пол�
ных геномов современных организмов, включая
микробы и вирусы. Таким образом, выросло ко�
личество референсных геномных последова�
тельностей, включая отдельные штаммы. Для
палеогенетических исследований такой прорыв
позволил не только однозначно констатировать
наличие инфекционного возбудителя в суммар�
ной ДНК, выделенной из древнего образца, но и
более точно определить филогению выделенно�
го штамма. Первой удачной попыткой собрать
полный геном древнего патогена стал геном из�
вестного бактериального возбудителя чумы
Yersinia pestis, опубликованный в 2011 г., за кото�
рым последовало множество работ по геномным
исследованиям различных патогенов.

К настоящему времени наибольшее количе�
ство геномных данных получено для Y. pestis
(возбудитель чумы), Variola virus (оспа), Vibrio
cholerae (холера), а также трёх не менее важных
эндемичных инфекционных агентов человека –
Mycobacterium tuberculosis (туберкулёз), MycobacA
terium leprae (проказа) и Treponema pallidum (си�
филис).

ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ ПАЛЕОГЕНЕТИКИ

При работе с дДНК, в том числе микробно�
го происхождения, извлечённой из историчес�
ких и археологических образцов, существует
ряд проблем и ограничений, обусловленных её

специфическими особенностями. Археологи�
ческие образцы обычно содержат смеси эндо�
генной (прижизненной) и экзогенной (посмерт�
ной) микробной ДНК, которая может включать
комменсальные бактерии (например, микроб�
ные колонии в зубном камне), эпидемические
патогены (например, Y. pestis в пульповой по�
лости зубов) и бактерии окружающей среды
(например, почвенные микроорганизмы, участ�
вующие в разложении). Кроме того, загрязне�
ние дДНК в образце может возникнуть на всём
протяжении анализа – с момента археологичес�
ких раскопок и обработки древнего материала
при контакте с исследователями (например,
кожные микробы), при нарушении условий
хранения (например, чрезмерный рост бакте�
рий и грибов), а также от лабораторных источ�
ников загрязнения, таких как реагенты (напри�
мер, ДНК�полимеразы и другие ферменты, бу�
феры, загрязнённые бактериальной ДНК) [7].
Целевая составляющая выделенной дДНК нас�
читывает в среднем 1–10%, при этом на фрак�
цию патогена, которую можно выделить, при�
ходится менее 0,5% от общего метагенома. Ис�
ключение составляют образцы, полученные из
вечной мерзлоты, либо препараты ДНК, выде�
ленные из слуховых косточек. Поэтому важной
задачей при исследовании древних патогенов и
других микроорганизмов является подтвержде�
ние аутентичности полученных результатов,
т.е. доказательство того, что выделенная ДНК
принадлежит древнему образцу (бактерии или
вирусу), а не является результатом контамина�
ции. Следовательно, анализ дДНК и проверка
полученных результатов требуют строгого со�
блюдения определённых методологических
стандартов.

К настоящему времени древняя микробная
ДНК была успешно выделена из различных ти�
пов образцов – костей, зубов, копролитов, му�
зейных образцов, кальцинированного зубного
налета, почвы и т.д. (таблица).

Однако основным объектом для извлечения
ДНК древних патогенов пока остаются костные
останки человека. Современные методологи�
ческие подходы к выделению дДНК и подготов�
ке её для проведения геномного секвенирова�
ния методом масштабного параллельного секве�
нирования на платформе «Illumina» представле�
ны в обзоре [8]. В данном разделе мы ограни�
чимся примерами специальных методов, кото�
рые используются для оценки и подтверждения
подлинности ДНК древних патогенов (процессу
идентификации таксономии, проверки и аутен�
тификации древних микробов с использовани�
ем данных высокопроизводительного секвени�
рования ДНК).
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Проверка таксономии древних патогенов и
микроорганизмов. Традиционные методы опре�
деления таксономической принадлежности, та�
кие как характеристика гомологий методом
ДНК–ДНК�реассоциации, для которой необхо�
димо изолировать и культивировать отдельные
микроорганизмы, не могут применяться при ис�
следовании древних бактерий. Поэтому на на�
чальных этапах использовался генетический
анализ древних патогенов методом ПЦР с ис�
пользованием праймеров, специфичных для
маркёрных генов возбудителей инфекционных
заболеваний, как, например, гена rpoB (возбуди�
теля чумы Y. Pestis) [3, 4]. Основная сложность в
интерпретации результатов ПЦР – присутствие
в древних образцах смеси бактериальных орга�
низмов, что может привести к неспецифичес�
ким или даже ложноположительным результа�
там, как, например, в случае с ДНК почвенных
бактерий, содержащих последовательности, вы�
сокогомологичные ДНК M. tuberculosis и Y. pestis
[9, 10].

Другой метод идентификации микроорга�
низмов, получивший наиболее широкое рас�
пространение, основан на сравнении нуклеотид�
ных последовательностей гена 16S рРНК [11].
Так как последовательность гена 16S рРНК
сходна у разных таксонов микробов, для его
ПЦР�амплификации используют универсаль�
ные праймеры. Анализ нуклеотидных последо�
вательностей 16S рРНК позволяет с высокой
степенью достоверности определять как фило�

генетическое положение микроорганизмов, так
и надёжно идентифицировать их на родовом, а
иногда и на видовом уровнях. Возможность
быстро и недорого секвенировать десятки или
сотни тысяч целевых гипервариабельных после�
довательностей гена 16S рРНК одновременно с
использованием методов секвенирования ново�
го поколения была успешно применена в круп�
ном проекте «Human Microbiome Project» [12].
Этот подход также применялся в исследовани�
ях дДНК, например, для определения таксоно�
мии ДНК, полученной из смеси костных остан�
ков, принадлежащих различным видам живот�
ных [13]. Однако этот метод не может быть на�
прямую применён к исследованиям древних
бактерий, т.к. целевые гипервариабельные об�
ласти гена 16S рРНК превышают среднюю дли�
ну получаемых фрагментов молекулы бактери�
альной дДНК.

В настоящее время при изучении таксоно�
мии метагеномных данных используют биоин�
форматические подходы, ориентированные на
сопоставление считываний с последовательнос�
тями генов 16S рРНК (например, QIIME [14] и
Mothur [15]) или с панелями однокопийных ге�
нов (например, MetaPhlAn2 [16, 17], MIDAS [18]
и PhyloSift [19]), сопоставление всего генома на
основе k�меров (например, Kraken [20] и
CLARK [21, 22]), а также метод с гибридным со�
поставлением на основе k�меров c расширением
выравнивания (MALT [23, 24]). Целевая ампли�
фикация гена 16S рРНК популярна для профи�
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Образец

Кости

Зубы (пульпа)

Зубы (зубной камень)

Кальцинированные включения 
в легких

Мумифицированные останки

Копролиты

Музейные медицинские образцы
органов, залитые в парафин

Янтарь

Образцы ископаемого льда и
вечной мерзлоты

Источники бактериальной древней ДНК и примеры микроорганизмов и патогенов, которые были выделены
и охарактеризованы

Патоген

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Brucella melitensis, Brucella abortus,
Treponema pallidum

различные патогены, передающиеся через кровь человека

бактерии микробиома полости рта (Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis и др.)

M. tuberculosis

различные патогены и различные комменсальные бактерии микробиома человека

источник кишечной микробиоты человека

Bacillus anthracis, Vibrio cholerae, Variola virus (VARV)

грамотрицательные протеобактерии Brevundimonas

палеовирусы, например, Pithovirus sibericum



ПАЛЕОГЕНОМИКА ПАТОГЕНОВ

лирования сложных микробных сообществ, а
такие программы, как QIIME и Mothur, помога�
ют обрабатывать данные ампликонов, прово�
дить сортировку и таксономическое профили�
рование на основе больших баз данных генов
16S рРНК, таких как Greengenes [25].
DADA2 [26] и Deblur [27] – новые методы сор�
тировки прочтений гена 16S рРНК, которые бы�
ли внедрены в QIIME v2.0 и обеспечивают более
точную группировку прочтений, чем методы,
представленные в QIIME v1. Эти программы
требуют нескольких копий каждой последова�
тельности, которые, хотя и являются обычными
в наборах данных ампликонов гена 16S рРНК,
вряд ли могут иметь место в наборе древних
прочтений, которые выбираются из набора ме�
тагеномных данных, полученных методом shot�
gun�секвенирования, из�за недостаточного пок�
рытия. В исследовании Velsko et al. [28] было по�
казано, что целевая амплификация гена
16S рРНК из сильно фрагментированных древ�
них образцов ДНК может приводить к таксоно�
мическим ошибкам из�за длинных гипервариа�
бельных областей и полиморфизмов длины [29],
а ген 16S рРНК трудно собрать из метагеномов
из�за его высококонсервативных областей [30].

Одно из основных различий между разными
программами заключается в способе вычисления
относительной численности. Используя набор
однокопийных маркёрных генов, MetaPhlAn2 и
MIDAS пытаются представить долю клеток каж�
дого вида, обнаруженных в образце. Это отлича�
ется от методов на основе k�меров, таких как
CLARK�S и MALT, которые сообщают о доле об�
щей ДНК, отнесённой к каждому виду. Размер
генома может существенно различаться между
видами бактерий, и виды с большими геномами
могут казаться более многочисленными в образ�
це, потому что большая доля ДНК принадлежит
этим видам, даже если количество клеток мало.
Относительное число видов, полученное с по�
мощью методов идентификации на основе k�ме�
ров, может быть нормировано на предсказанный
размер генома, чтобы приблизительно опреде�
лить число копий клеток, даже если точный
штамм неизвестен, поскольку размер генома в
значительной степени совпадает в пределах вида.
При рассмотрении метагеномных профилей со�
обществ следует иметь в виду различие между от�
носительной численностью, сообщаемой метаге�
номными профилировщиками, нормирующими
(MetaPhlAn2 и MIDAS) и ненормирующими
(CLARK�S, MALT, QIIME) число копий клеток.

CLARK�S лучше всего подходит для получе�
ния наибольшего количества определённых
прочтений или для выявления относительного
содержания всех фрагментов ДНК (если, напри�

мер, нужно попытаться собрать геном из всех
прочтений, отнесённых к одному виду). Однако
обнаружение настоящих видов с малой числен�
ностью (особенно вирусов и бактериофагов) с
помощью CLARK�S невозможно из�за высокой
частоты ложноположительных идентификаций
с численностью менее 0,1%.

MALT уникален тем, что он может обеспе�
чить функциональную классификацию прочте�
ний, а также таксономическую классификацию,
но он испытывает трудности с присвоением,
когда используемая база данных содержит боль�
шое количество близкородственных видов.
Кроме того, как и CLARK�S, MALT имеет высо�
кий процент ложноположительных определе�
ний в малочисленных таксонах.

Наименее точный метод QIIME/UCLUST
включает множество ложноположительных ре�
зультатов даже при отсеивании таксонов с низ�
кой численностью. Также результаты работы
Velsko et al. [28] показывают, что это единствен�
ная программа, чья производительность замет�
но отличалась между древними и современными
образцами.

Влияние моделей повреждения ДНК на так�
сономическое распределение варьируется в раз�
ных программах, но большинство протестиро�
ванных программ [28] подвержены неправиль�
ному распределению только в небольшой части
прочтений из�за повреждения ДНК. В целом,
результаты показывают, что для видов с высокой
численностью таксономические ошибки сход�
ны между современными и древними смодели�
рованными наборами метагеномных данных.

Повреждение ДНК по�разному влияет на
частоту ложных срабатываний пяти протестиро�
ванных программ, но смещение базы данных го�
раздо сильнее влияет на профилирование наи�
более распространённых видов. CLARK�S,
MetaPhlAn2, MIDAS и QIIME/UCLUST имеют
большее количество ложноположительных оп�
ределений в древних, чем в современных набо�
рах данных, однако в MetaPhlAn2 эти различия
не существенны. Это может быть проблемой
при сравнении и сопоставлении микробных
профилей древних и современных метагеномов,
особенно для определения присутствия и рас�
пределения видов с низкой численностью. Если
не учесть более высокий процент ложнополо�
жительных результатов в древних образцах по
сравнению с современными, можно сделать не�
верный вывод о том, что многочисленные виды
с низкой частотой встречаемости были утраче�
ны в процессе эволюции. Поэтому очень жела�
тельно иметь одинаковые показатели ложнопо�
ложительных результатов для древних и совре�
менных наборов данных, и такие программы,
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как MALT и MetaPhlAn2, больше подходят для
этих целей, чем CLARK�S, MIDAS и QIIME/
UCLUST, поскольку показатели ложноположи�
тельных результатов в древних и современных
образцах сопоставимы как до, так и после
фильтрации.

Недавно Hübler et al. [31] разработали новый
биоинформационный инструмент HOPS для эв�
ристического скрининга патогенов на основе
алгоритма mapDamage, который анализирует
данные, полученные при помощи MALT, для
идентификации и подтверждения подлинности
бактериальных патогенов в древних метагеном�
ных образцах и извлечения этой информации
для дальнейшего анализа. В сочетании с гибри�
дизационным захватом для получения большего
числа последовательностей древних эукариот
HOPS может позволить оценить подлинность
дДНК на основе профилей повреждения ДНК,
даже если доступно очень мало последователь�
ностей (≤50 прочтений на вид).

Результаты выполнения HOPS можно визуа�
лизировать при помощи программы MaltExtract
Interactive Plotting Application (MEx�IPA, автор
J. Fellows Yates; https://github.com/jfy133/MEx�
IPA) для визуализации профилей повреждения
дДНК целевых таксонов.

Базы данных, используемые при анализе древ<
них патогенов и микроорганизмов. В настоящее
время доступно множество разнообразных баз
данных, которые используются для метатаксо�
номического анализа древних образцов. К ним
относятся базы данных, ориентированные на
один локус, такой как ген 16S рРНК, или другие
гены, в которых представлены ортологи этих ге�
нов у всех видов микроорганизмов, содержа�
щихся в базе данных. Существует несколько
крупномасштабных общедоступных баз данных
генов 16S рРНК, каждая из которых содержит
миллионы выровненных эталонных последова�
тельностей: например, Ribosomal Database
Project (RDP) – http://rdp.cme.msu.edu (свыше
3 млн последовательностей), база данных
Greengenes – https://greengenes.secondgenome.
com и проект SILVA – https://www.arb�silva.de
(больше 2 млн последовательностей).

Кроме того, существуют базы данных, осно�
ванные на нескольких локусах, состоящих из
небольшого набора генов домашнего хозяйства
бактерий. Среди них, например, база данных
MetaPhlAn36, которая содержит свыше миллио�
на уникальных маркёрных генов, отобранных
для определения конкретных микробных клад
(бактериальных, архейных и вирусных – более
17 000 референсных последовательностей гено�
ма, полученных из более чем 7000 таксонов на
уровне видов).

Третий вид баз данных – базы данных, со�
держащие полные геномы. Их преимущество
заключается в том, что они позволяют иденти�
фицировать известные микроорганизмы и пато�
гены, присутствующие даже в небольших коли�
чествах в образце, так как любой секвенирован�
ный фрагмент ДНК определённого вида микро�
организма потенциально содержится в целевой
базе данных. Следовательно, именно полноге�
номные базы данных могут быть наиболее по�
лезны в исследованиях по обнаружению древ�
них патогенов, когда в образце ожидается при�
сутствие только следовых количеств ДНК пато�
генного организма. Ниже приводится перечень
баз данных, доступных в настоящее время.
• Genomes OnLine Database (GOLD; https://
gold.jgi.doe.gov), DOE Joint Genome Institute,
США.
• NCBI Reference Sequence Database (RefSeq;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq), National
Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine, США.
• NCBI GenBank Sequence Database (GenBank;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), National
Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine, США.
• Metagenome analyzer (MEGAN; https://
computomics.com/services/megan6.html), Center
for Bioinformatics, Tübingen University, Германия.
• Microbial Database for Activated Sludge
(MiDAS; https://www.midasfieldguide.org/global),
Center for Microbial Communities, Department of
Chemistry and Bioscience, Aalborg University, Да�
ния.
• Virus Pathogen Resource (ViPR; https://www.
viprbrc.org/), collaboration between the University
of Chicago and J. Craig Venter Institute, США.
• Greengenes 16S rRNA gene database
(Greengenes, https://greengenes.secondgenome.com),
Center for Environmental Biotechnology, Lawrence
Berkeley National Laboratory, California, США.
• Global Initiative on Sharing Avian Influenza
Data (GISAID; http://gisaid.org).
• Virus�Host DB (https://www.genome.jp/
virushostdb/), Institute for Chemical Research,
Kyoto University, Япония.
• Viral Bioinformatics Resource Center (VBRC;
https://4virology.net/organisms/dsdna�viruses/
poxviridae/), University of Victoria, Канада.
• Nextstrain (https://nextstrain.org/), collabora�
tion between researchers in Seattle, США и Basel,
Швейцария.

Оценка повреждений ДНК. Так как дДНК
сильно фрагментирована в результате процесса
депуринизации с последующим гидролизом ос�
новной цепи ДНК, молекулы древней ДНК
представляют собой короткие фрагменты, чаще
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всего 30–60 п.н., этот признак можно использо�
вать как один из маркёров для дифференциации
древних последовательностей ДНК от контами�
нации современной ДНК, характеризующейся
более длинными последовательностями. Присут�
ствие дезаминирования цитозина, специфич�
ных замен C → T и G → A в анализируемых
фрагментах также может считаться признаком
того, что это аутентичная дДНК [6]. Оценку
предполагаемого уровня дезаминирования ци�
тозина возможно провести при анализе резуль�
татов полногеномного секвенирования по про�
филю неправильного включения нуклеотидов
(сдвиг нуклеотидного состава GC > TA), при
сравнении секвенированной последовательнос�
ти с референсным геномом, используемым при
выравнивании последовательности. В настоя�
щее время для более достоверной количествен�
ной оценки паттернов повреждений дДНК па�
тогенов широко используются биоинформаци�
онные программы, такие как, например,
mapDamage [32].

Оценка стойкости возбудителя. При оценке
повреждений дДНК патогенов необходимо учи�
тывать разное время сохранности различных
микроорганизмов. Например, известно, что
грамположительные бактерии, такие как возбу�
дители туберкулёза и проказы (M. tuberculosis и
M. leprae), имеют клеточную стенку в несколько
раз толще, чем грамотрицательные, а присут�
ствие определённых химических компонентов в
их бактериальной стенке, служащих, вероятно,
защитой от повреждающего действия воды, мо�
жет играть ключевую роль в сохранности
их ДНК. Это учитывается при оценке поврежде�
ний ДНК у этих патогенов, так, например, ана�
лиз древних геномов M. leprae показал снижение
сигнала дезаминирования [33].

Моделирование источника древней ДНК мик<
роорганизмов – один из инструментов для оцен�
ки аутентичности. Для анализа древних бакте�
рий из таких источников, как зубной камень и
палеофекалии, рекомендуется проведение
оценки на биологическую достоверность соста�
ва микробиомного сообщества перед дальней�
шим анализом. Например, в исследовании
Warinner et al. [34] совокупность выделенной
ДНК из образца зубного камня была смодели�
рована с помощью программного инструмента
SourceTracker как смесь ДНК, происходящая из
бактерий, образующих зубной налет, кожных
бактерий, почвенных бактерий и др. Используя
сравнение с референсными наборами совре�
менных метагеномных данных, выбранными
для каждого из этих источников, алгоритм оце�
нивал долю образца зубного камня, происходя�
щего из каждого источника, перед дальнейшим

анализом структуры и функций микробио�
ма [34]. Авторы работы установили, что архео�
логические образцы зубного камня, демонстри�
рующие плохие профили SourceTracker, не под�
ходят для определения древнего микробиоце�
ноза полости рта, так как он мог быть изменён в
результате процессов разложения или загрязне�
ния [34].

Обогащение геномных библиотек. Вслед за
возросшей доступностью технологии массивно�
го параллельного секвенирования ДНК были
разработаны и методы обогащения библио�
тек ДНК для изучения древних микробов.
Во многих случаях нет необходимости секвени�
ровать весь геном патогена – иногда для целей
исследования бывает достаточно получить пос�
ледовательности нуклеотидов нескольких опре�
деленных локусов. В таких случаях проводят
обогащение библиотек для секвенирования це�
левыми фрагментами ДНК с помощью гибриди�
зации, используя в качестве зондов одноцепо�
чечные последовательности ДНК или РНК с
высокой гомологией (Hybridization capture). Та�
ким способом был, например, идентифициро�
ван древний штамм патогена Y. pestis, ответ�
ственный за вспышку первой эпидемии чумы
(VI–VIII вв.) [35].

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ИНФЕКЦИИ

Лепра (проказа, болезнь Хансена) считается
одной из старейших известных болезней челове�
ка, основным возбудителем которой является
бактерия M. leprae (открытая в XIX в., она стала
первым известным человечеству возбудителем
болезни). Небольшое количество случаев наи�
более тяжёлой формы проказы связано с
Mycobacterium lepromatosis, бактерией из сестрин�
ского таксона [36]. Лепра – это хроническое за�
болевание, передающееся воздушно�капельным
путём от человека к человеку, характерной осо�
бенностью болезни является поражение костей
черепа (риномаксиллярный синдром) и дефор�
мации кистей и стоп. Сложность диагностики
лепры в древних скелетных останках связана с
тем, что идентичные изменения скелета могут
быть вызваны другими заболеваниями, такими
как сифилис или псориатический артрит [37].
Поскольку M. leprae является облигатным пато�
геном, его присутствие в останках древних лю�
дей считается явным доказательством инфек�
ции [38].

Ранее на основе исторических и эпидемио�
логических данных был проведён анализ геогра�
фического распространения проказы в древнос�
ти, и было установлено, что вспышки проказы
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связаны с периодами глобализации, такими как
эпоха Великого переселения народов или созда�
ние Римской империи, когда формировались
обширные пространства, связанные с регуляр�
ными контактами населения различных терри�
торий или торговыми путями [39–43]. В России
проказа известна со времён Киевской Руси, о
чём свидетельствуют палеопатологические ис�
следования костных останков из погребений
X в. на территории Киева, который находился
на пересечении Великого шёлкового пути в Ев�
ропе и входил в зону риска распространения
проказы в древности [44].

Впервые схема эволюции возбудителя про�
казы была предложена Monot et al. [45] на осно�
ве сравнительного генетического анализа боль�
шого количества современных образцов из раз�
ных географических мест. Исследование пока�
зало, что все ныне существующие случаи лепры
можно отнести к одному клону, было определе�
но четыре основных штамма M. leprae, на осно�
вании распространения которых была предло�
жена гипотеза о возникновении заболевания в
Восточной Африке или на Ближнем Востоке и о
его последующем распространении в процессе
миграций людей. Европейцы или выходцы из
Северной Африки занесли проказу в Западную
Африку и Америку в течение последних 500 лет.
Дополнительные исследования с использовани�
ем в том числе генетических данных бактерии
M. leprae, выделенной из древних останков (воз�
раст которых 1500 лет) больного проказой из
Египта, увеличили количество сохранившихся
до наших дней разновидностей M. leprae до
шестнадцати [46].

С целью анализа генетического разнообра�
зия и популяционной структуры M. leprae в ис�
следовании Schuenemann et al. [47] были получе�
ны геномы десяти штаммов M. leprae из костных
останков больных проказой из различных реги�
онов средневековой Европы (Италии, Венгрии,
Чехии, Великобритании и Дании), датируемых
IV–XIV вв. Филогения, реконструированная на
основе всех опубликованных средневековых и
современных геномов, продемонстрировала вы�
сокое разнообразие штаммов M. leprae в средне�
вековой Европе, относящихся к четырём основ�
ным филогенетическим ветвям M. leprae, вклю�
чая самые базальные из них, редко обнаруживае�
мые где бы то ни было [47]. Было также показа�
но, что два древних штамма M. leprae и 52 совре�
менных штамма из США являются филогенети�
чески близкими, что может свидетельствовать о
том, что Европа являлась ключевым регионом
для раннего распространения проказы [48–50].

В работе Fotakis et al. [48] на примере норвеж�
ского индивида XVI в. была впервые продемон�

стрирована возможность успешного выделе�
ния ДНК и реконструкции генома M. leprae из
зубного камня для дальнейшего полногеномно�
го секвенирования на платформе «Illuminа» в
режиме одноконцевых прочтений. Авторы по�
лучили дДНК M. leprae, где 76% генома было
представлено с 5�кратным покрытием. Филоге�
нетический анализ с использованием 164 ранее
опубликованных древних и современных гено�
мов M. leprae показал выраженное генетическое
сходство полученного древнего норвежского ге�
нома M. leprae с геномами других современных и
древних штаммов из Северной Европы. Таким
образом, было показано, что зубной камень че�
ловека может служить альтернативным материа�
лом для обнаружения и геномного анализа
M. leprae в древних скелетных останках вместо
использования материала из костей и зубов, что
особенно актуально в случае невозможности диа�
гностики данного заболевания палеопатологи�
ческими методами.

Вопрос о происхождении лепры на островах
Тихого океана является спорным. Считалось,
что проказа была завезена на острова европей�
цами во время колонизации в XIX в., но некото�
рые палеопатологические данные предполага�
ют более раннее распространение болезни [51].
Результаты недавнего исследования девяти ге�
номов M. leprae с островов Тихого океана [52]
позволяют предположить, что бактерия могла
быть завезена в Океанию во время первых миг�
раций человека около 3000 лет назад с повтор�
ной интродукцией во время последующих миг�
раций, что подтверждает гипотезу о более ран�
нем занесении лепры в Тихоокеанский реги�
он [53].

Культура изоляции людей, больных прока�
зой, и, соответственно, организация отдельных
захоронений при лепрозориях дала возмож�
ность проведения уникального сравнительного
генетического анализа останков людей, зара�
жённых лепрой с останками из обычных захоро�
нений из той же местности и того же периода.
Например, был проведён популяционный ана�
лиз индивидов из кладбища лепрозория
St. Jørgen (Дания, XIII–XVI вв.), в котором были
исследованы гены, связанные с иммунным ста�
тусом. Были показаны значимые ассоциации
аллеля лейкоцитарного антигена человека
DRB1*15:01 и сочетание гаплотипов
DRB1*15:01 и DQB1*06:02 с заболеванием леп�
роматозной проказой в средневековых популя�
циях [54]. В современных популяциях аллель
DRB1*15:01 также является фактором воспри�
имчивости к проказе. Интересно, что комбина�
ция аллелей DRB1*15:01–DQB1*06:02 пред�
ставляет собой гаплотип, широко распростра�
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ненный у современных европейцев [55, 56], ко�
торый является генетическим фактором риска
развития язвенного колита, саркоидоза и рассе�
янного склероза [57–59], в то же время он защи�
щает от диабета 1�го типа [60].

Эти различные ассоциации заболеваний
подчёркивают хорошо известную плейотропию
вариантов HLA, которые влияют на популяци�
онную частоту определённых гаплотипов и вно�
сят вклад в генетическое разнообразие в области
HLA в целом. В более общем плане эти резуль�
таты предоставляют новые доказательства гипо�
тезы о том, что древние эпидемии, например,
такие как проказа, повлияли на частоту аллелей
генов, связанных с воспалительными заболева�
ниями в современных популяциях [61–63].
В перспективе реконструкция того, как люди
адаптировались к крупным эпидемиям в прош�
лом, поможет понять генетические факторы,
участвующие в нашей нынешней предрасполо�
женности к инфекционным заболеваниям.

Холера – острое заболевание, вызываемое
грамотрицательными бактериями V. cholerae,
колонизирующими тонкий кишечник и выраба�
тывающими холерный токсин [64]. До начала
XIX в. холера была эндемична в Азии, но
в 1817 г. глобализация привела к распростране�
нию заболевания из Индии в другие регионы и
возникновению первой пандемии. Всего в
XIX–XX вв. было 6 волн эпидемии, седьмая на�
чалась в конце XX в. и продолжается до сих пор;
случаи холеры регистрируются в эндемичных
районах Юго�Восточной Азии, Африки и Латин�
ской Америки [65]. Причиной всех волн эпиде�
мии является загрязнённая вода.

К настоящему времени проведены лишь
единичные геномные исследования холерных
вибрионов из палеообразцов. Так, в 2014 г. груп�
па исследователей с использованием методов
NGS реконструировала геном V. cholerae из сох�
ранённого желудка жертвы второй пандемии хо�
леры (вспышки в Филадельфии в 1849 г.). Было
показано, что этот штамм гомологичен
на 95–97% референсному штамму классическо�
го биовара холеры O395, отличаясь от него
203 однонуклеотидными заменами, отсутствием
трёх геномных локусов и наличием тандемных
повторов профага, содержащего ген холерного
токсина, потенциально влияющих на вирулент�
ность [66]. Выявление холерного вибриона в ар�
хеологических образцах затруднено тем, что в
наиболее удобном материале для выделения
ДНК – костной ткани и зубной эмали, по�види�
мому, невозможно обнаружить ДНК данного
вибриона. Однако при исследовании останков
«холерного» кладбища времен пятой волны эпи�
демии холеры в Аргентине наличие холерного

вибриона в одном из образцов седиментов
крестцовых отверстий удалось выявить мето�
дом ПЦР и секвенирования по Сэнгеру [67].
На сегодняшний день это единственный случай
обнаружения дДНК V. cholerae, что подтвержда�
ет расширение возможностей обнаружения па�
тогенов в археологических образцах при вклю�
чении в анализ образцов седиментов.

Туберкулёз. Ещё одно заболевание, поража�
ющее людей на протяжении тысячелетий и яв�
ляющееся самым смертельным из бактериаль�
ных инфекций – это туберкулёз, вызываемый
бактерией M. tuberculosis [68]. Несмотря на то
что геном палочки Коха активно изучается, еди�
ного мнения о происхождении болезни и време�
ни её появления до сих пор нет [69]. Выявление
патогена в древних останках обычно произво�
дится с помощью метода ПЦР с использовани�
ем праймеров на гены пероксидазы, катала�
зы (katG) и фосфолипазы C (mpt40), которые
обнаружены исключительно у бактерий
M. tuberculosis complex (хотя mpt40 отсутствует у
Mycobacterium bovis, Mycobacterium caprae и, воз�
можно, в некоторых других штаммах туберкулё�
за), и, следовательно, используются в качестве
специфических маркёров наличия ДНК
M. tuberculosis [70].

На основе молекулярных исследований сов�
ременных геномов бактерии M. tuberculosis была
выдвинута гипотеза, предполагающая, что са�
мый недавний общий предок M. tuberculosis сле�
довал вместе с людьми во время миграций из
Африки на протяжении примерно 70 000 лет.
В то же время исследования с использованием
древних геномов в качестве точек калибровки
дают гораздо более молодой возраст общего
предка – менее 6000 лет [70, 71]. Например, ре�
зультаты байесовского филогенетического ана�
лиза недавно реконструированного генома
M. tuberculosis из останков шведского епископа
XVII в. Педера Винструпа (на сегодняшний
день – это бактериальный геном с самым высо�
ким покрытием (141�кратным) и самого высо�
кого качества), пять ранее опубликованных
древних и 255 современных геномов этого воз�
будителя свидетельствуют о появлении комп�
лекса M. tuberculosis в неолите [72].

Штаммы M. tuberculosis из человеческих ос�
танков тысячелетнего возраста с территории
прибрежного Перу оказались наиболее близки к
штаммам Mycobacterium pinnipedii, поражающим
тюленей и морских львов [70]. Авторами выска�
зано предположение, что ластоногие могли пе�
реносить микобактерию от неизвестного вида�
хозяина с берегов Африки к побережью Перу,
где добыча мяса и меха морского зверя способ�
ствовала передаче бактерий людям [73]. Также
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существуют палеопатологические свидетельства
наличия туберкулёзных поражений в человечес�
ких останках с островов Тихого океана, которые
могли появиться ещё до контакта с европейца�
ми [74].

Недавнее открытие того, что гомозиготы по
полиморфизму TYK2 P1104A подвержены более
высокому риску развития клинических форм ту�
беркулёза, стало первым доказательством моно�
генной предрасположенности к туберкулёзу, тем
самым дав нам уникальную возможность изу�
чать совместную эволюцию человека и смер�
тельного патогена M. tuberculosis [75]. С исполь�
зованием методов байесовского анализа на
большом наборе данных (1013 древних челове�
ческих геномов, принадлежащих к семи истори�
ческим эпохам) было показано, что современ�
ный вариант P1104A произошел от варианта об�
щих предков жителей Западной Евразии около
30 000 лет назад [76]. Кроме того, было выявле�
но заметное колебание частоты P1104A в тече�
ние последних 10 000 лет европейской истории
после крупномасштабных миграций анатолийс�
ких неолитических фермеров и евразийских
степных пастухов в Европу. Также результатом
анализа стало обнаружение резкого уменьше�
ния частоты полиморфизма после бронзового
века, что может быть связано с сильным отрица�
тельным отбором, начавшимся около 2000 лет
назад, с относительным снижением приспособ�
ленности гомозигот на 20%, такой показатель
является одним из самых высоких в геноме че�
ловека.

Таким образом, источники появления и
распространения туберкулёза в популяциях че�
ловека остаются не до конца изученными, по�
этому дальнейшие исследования, в том числе с
помощью методов палеогенетики, являются
весьма актуальными.

Сифилис – это древнее инфекционное забо�
левание, вызываемое спирохетой T. pallidum
(бледная трепонема). Эпидемия этой болезни
разразилась в Европе в конце XV в., и с тех пор
вспышки сифилиса периодически возникают в
разных частях мира (с миллионами заболевших
каждый год), даже несмотря на открытие анти�
биотиков. Вопрос происхождения сифилиса ос�
таётся спорным, выдвигались две основные ги�
потезы: «колумбовая» (американская) и «доко�
лумбовая» (европейская). Ещё одна гипотеза
предполагает общее доколумбовое происхожде�
ния сифилиса и других патологий, вызванных
бактериями рода Treponema [77].

Согласно американской гипотезе, сифилис
возник в Новом Свете и был завезён в Европу
экипажем первой американской экспедиции,
так как время вспышки этой болезни совпадает

с возвращением Колумба. Быстрое распростра�
нение заболевания среди европейцев при этом
объясняют отсутствием у них иммунитета к но�
вой болезни.

Вторая гипотеза, называемая «доколумбо�
вой», предполагает, что сифилис присутствовал
у населения Старого Света ещё до контакта с
Америкой, и болезнь могла распространиться в
Евразии и Африке ещё в доисторические време�
на [78]. Согласно этой версии, сифилис в древ�
них европейских образцах мог быть не диагнос�
тирован из�за сходства симптомов с другими па�
тологиями, например с лепрой [79], или болезнь
могла стать более вирулентной, а её течение бо�
лее тяжёлым только в XV в., начав быстро рас�
пространяться в том числе из�за социальных
факторов.

Третья гипотеза возникновения сифилиса
является разновидностью «доколумбовой» ги�
потезы и предполагает, что все трепонематозы
(сифилис, фрамбезия, пинта, беджель) являют�
ся одним заболеванием, проявляющимся в раз�
ных формах в зависимости от климата и других
условий. Однако в настоящее время пока нет
достоверных подтверждений этой гипотезы, хо�
тя высказаны предположения о возможных ре�
комбинационных событиях между разными
штаммами трепонем [80].

ДНК бледной трепонемы была впервые вы�
явлена в образцах ДНК из костей человека
в 1999 г. [81] с помощью ПЦР, но более поздние
попытки закончились неудачей [82]. Исследова�
тели долгое время считали трепонему неподхо�
дящим объектом для палеогенетических иссле�
дований: спирохеты присутствуют в небольшом
количестве в организме и даже при жизни паци�
ентов их бывает сложно детектировать генети�
ческими методами [83]. Филогенетические ис�
следования, выполненные на материале от сов�
ременных пациентов и образцах, собранных
в 1912 г. и культивируемых в лабораторных усло�
виях, позволили реконструировать эволюцион�
ную историю T. pallidum и обнаружить домини�
рующий кластер, всё разнообразие которого
сформировалось в XX в. после открытия анти�
биотиков [84].

Возможность проведения полногеномных
исследований стала прорывом в изучении сифи�
лиса, поскольку короткие участки, амплифици�
рованные с использованием ПЦР, не могли дать
достаточной информации о медленно эволюци�
онирующем патогене [77]. Исследования, осно�
ванные на методах NGS, были впервые успешно
выполнены на трепонемах из костей приматов.
После этого стало появляться всё больше и
больше работ, связанных с извлечением ДНК
трепонемы из археологических образцов.
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В 2018 г. был проведён первый сравнительный
анализ полных геномов T. pallidum из древних
человеческих скелетов из колониальной Мекси�
ки XVII–XIX вв., в результате которого были по�
лучены данные, свидетельствующие о вероят�
ных рекомбинационных событиях между раз�
ными подвидами трепонем [85].

Анализ последовательностей ДНК 25 кост�
ных образцов из Рио�де�Жанейро позволил вы�
явить присутствие сифилиса в Бразилии времён
колониального периода [86]. Также подтвержде�
но с помощью молекулярных методов палеопа�
тологическое предположение о случае сифилиса
в 150�летних останках плода (29 недель) во
Франции [87]. Недавнее исследование, показав�
шее более сложную, чем считалось ранее, карти�
ну географического распределения ранних эпи�
демий трепонем, было основано на реконструк�
ции четырёх геномов T. pallidum из средневеко�
вой Европы (XIV–XVII вв.). Исследованные
древние геномы свидетельствуют о генетичес�
ком разнообразии T. pallidum, существовавшем в
Средние века в Старом Свете, в частности, было
показано присутствие как трепонем, вызываю�
щих сифилис, так и подвидов, связанных с дру�
гими типами трепонематозов. Однако эти ре�
зультаты не опровергают гипотезы об интродук�
ции новых штаммов трепонем из Нового Света
участниками европейских экспедиций и потен�
циальных изменений в геномах в результате ре�
комбинационных событий между ними и евро�
пейскими трепонемами [80].

Чума. Yersinia pestis является возбудителем
чумы – болезни, унесшей жизни около 60% на�
селения Старого Света во время трёх разруши�
тельных пандемий: первой, или юстиниановой
чумы (VI–VIII вв.), второй, или Чёрной смерти
(XIV–XVIII вв.), и третьей, или современной
пандемии (XVIII–XIX вв.), начавшейся в Ки�
тае [88–90]. Сейчас чума считается проблемой
прошлого, хотя до сих пор ежегодно регистри�
руются сотни случаев заболевания в африканс�
ких странах [91].

Подробное описание последних достиже�
ний в области генетических исследований
Y. pestis и полученные с их помощью новые дан�
ные о наиболее известных эпидемиях чумы в
истории человечества представлены в обзоре
Кузнецовой с соавт. [92]. Наиболее важными, с
точки зрения пополнения исторических фактов
и изучения эволюции чумной палочки, были
находки Y. pestis в останках, датированных
бронзовым веком, т.е. намного ранее известных
пандемий. Кроме того, по мере накопления ге�
номных данных были установлены возможные
причины окончания исторически известных
пандемий.

ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ

Как и в случае бактерий, гипотезы об эволю�
ции вирусов высказывались только на основе
данных о разнообразии современных штаммов.
Накопление геномных данных из археологичес�
ких образцов позволило сочетать в анализе
древние и современные геномы. Так, исходя из
эволюционного анализа штаммов вируса гепа�
тита B, начиная с эпохи неолита, было высказа�
но предположение о том, что данный вирус су�
ществует не менее 20 000 лет [93, 94]. Помимо
изучения разнообразия штаммов вирусов во
временном разрезе, ещё одним актуальным нап�
равлением изучения истории пандемий, выз�
ванных вирусами, является анализ результатов
медицинской защиты человека от заболеваний,
в том числе вакцинации. Таким историческим
примером служит борьба с вирусом оспы.

Оспа. Натуральная оспа является высокоза�
разным вирусным заболеванием, возбудителем
которого является вирус оспы VARV, относя�
щийся к семейству Poxviridae, роду Orthopoxvirus.
Род Orthopoxvirus включает множество иммуно�
логически родственных поксвирусов, которые
сильно различаются по своей способности ин�
фицировать разных хозяев. Вирус натуральной
оспы VARV уникален среди других видов
Orthopoxvirus тем, что является исключительно
человеческим патогеном.

Патогенный вирус VARV существует в двух
разновидностях: Variola major, вызывающий бо�
лее тяжёлую клиническую форму болезни с ле�
тальностью 20–40%, а в некоторых эпидемиях –
до 90%, и Variola minor, отличающийся низкой
летальностью (1–3%) [95]. На протяжении мно�
гих столетий оспа, или как её называли в древ�
ности «Чёрная оспа», вызывала несколько круп�
номасштабных эпидемий, уровень смертности в
которых доходил до 70% [96]. Так, уже в XX в. от
оспы погибло свыше 300 млн человек [97].
В настоящее время натуральная оспа является
единственной болезнью человека, которая была
ликвидирована в мире в результате кампании
всеобщей вакцинации к 1980 г., и это достиже�
ние остаётся одним из величайших триумфов
современной медицинской науки [95]. Геном
вируса натуральной оспы представляет собой
линейную двухцепочечную ДНК, содержащую
186–187 т.п.н., с инвертированными концевыми
повторами (TIR) на обоих концах последова�
тельности. Локализация генов с различными
функциями в геноме вируса натуральной оспы
не случайна: центральная часть генома разме�
ром ~100 т.п.н. занята генами, которые являют�
ся общими с другими поксвирусами и кодируют
~100 белков, участвующих в первую очередь в
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репликации и экспрессии вирусного генома, а
также в морфогенезе вирионов [97, 98]. Вспомо�
гательные гены, кодирующие белки, участвую�
щие в различных аспектах взаимодействия ви�
руса с человеком, группируются преимущест�
венно в периферических областях генома, при�
мыкающих к TIR�последовательностям. Эти
вирусные белки отвечают за противодействие
антивирусным ответам, включая такие, как
врождённый иммунитет и запрограммирован�
ную гибель клеток, и играют основную роль в
уклонении от иммунитета, патогенности и ви�
рулентности вируса [99, 100] (рис. 1). В 2006 г.
была составлена обширная база данных с пол�
ными геномными последовательностями совре�
менного вируса оспы VARV из ряда географи�
чески разделённых изолятов, собранных со все�
го мира [101]. Геномы всех секвенированных
современных штаммов вируса VARV оказались
очень сходны между собой, что объясняется
медленными эволюционными изменениями в
ДНК вирусов [102].

Сравнительный анализ геномов виру�
са VARV с геномами других поксвирусов (на�

пример, вируса коровьей оспы (CPXV), чьи
предковые CPXV�подобные штаммы эволюцио�
нировали во все современные ортопоксвирусы)
показал, что штаммы вируса натуральной оспы,
в том числе наиболее вирулентные, после их
расхождения от общего предка потеряли множе�
ство вспомогательных генов, что коррелирует с
их узким (исключительно человеческим) кругом
хозяев. Эти вирусные гены кодируют белки, со�
держащие домены межбелкового взаимодей�
ствия, участвующие в различных внутриклеточ�
ных и внеклеточных сигнальных путях, такие
как белки кельх�домена (kelch), анкириновые
белки поксвирусов (ANK), белки Bcl�2�домена
и др. [103] (рис. 1).

Несмотря на то что вирус оспы активно изу�
чается с помощью молекулярно�генетических
методов, до сих пор остаются неизвестными
временные рамки возникновения и распростра�
нения вируса VARV в популяциях человека.
В последние десятилетия было предпринято
несколько попыток реконструировать ДНК ви�
руса натуральной оспы из археологических об�
разцов: последовательности геномов древних
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Рис. 1. Схема строения генома вируса оспы. Сокращения: ПЛК – палиндромная концевая область; КР – конкатемер;
ТП – тандемные повторы; УНК – уникальная последовательность (без повторов). На рисунке представлены схемы стро�
ения геномов: вируса коровьей оспы (CPXV) [104], древнего вируса оспы (aVARV) из археологических останков, обнару�
женных на севере Европы и датируемых эпохой викингов (600–1050 гг. н.э.) [105], современного вируса натуральной ос�
пы (VARV) [103], вакцинного вируса оспы (VACV). На схеме обозначены вспомогательные вирусные гены, по которым
различаются представленные геномы. Гены сортируются слева направо по категориям, в зависимости от функции (отме�
чены цветом), а затем – по их положению в геноме относительно друг друга. Жёлтым, синим и красным цветом обозна�
чены гены, которые присутствуют и функционируют (в случае aVARV – предположительно функционируют); серым цве�
том обозначены гены, которые отсутствуют или инактивированы (в случае aVAR – это отсутствующие или предположи�
тельно инактивированные гены); частично окрашенные гены обозначают, что они функционируют/инактивированны у
некоторых aVARV/VARV/VACV; белым цветом обозначены гены, информация для которых неизвестна в случае
aVARV [105, 106]



ПАЛЕОГЕНОМИКА ПАТОГЕНОВ

вирусов оспы VARV были реконструированы из
сибирских мумий XVII–XVIII вв., мумии ребён�
ка из Литвы, датированной XVII в., и из чешс�
ких музейных образцов XIX в. [107–109]. Древ�
нюю ДНК патогена удалось выделить из мягких
тканей мумии, для обогащения геномных биб�
лиотек была использована стратегия гибридиза�
ции с последующим массивным параллельным
секвенированием на платформе «Illumina», а за�
тем было проведено сравнение с референсным
геномом современного образца вируса оспы
VARV. В случае анализа древнего вируса из му�
мии ребёнка из Литвы, датированной XVII в.,
авторы также предприняли попытку сборки
de novo генома древнего штамма VARV. Конеч�
ный геном de novo имел длину 187 565 п.н., а
консенсусная последовательность de novo имела
идентичность 97,5% по 185 578 п.н. с референс�
ной последовательностью современного штам�
ма VARV. Также был реконструирован геном ви�
руса натуральной оспы из музейного образца
XVIII в. в Англии, представляющего собой сох�
ранённые в парафине ткани ребёнка, поражён�
ные оспой. В данном случае выделенную ДНК
использовали для создания библиотек и после�
дующего полногеномного секвенирования на
платформе «Illumina» без предварительного
обогащения геномных библиотек. Филогенети�
ческий анализ древнего генома со всеми доступ�
ными современными и историческими генома�
ми VARV продемонстрировал, что вирус XVIII в.
относится к самостоятельной линии древних
штаммов, отличной от геномов вируса XVII в., и
занимает эволюционное положение между ис�
торическими образцами вирусов XVII в. из Лит�
вы и современными европейскими штаммами
XX в. [110]. На основе собранных данных ранее
был сделан вывод о времени существования об�
щего предка всех штаммов вируса натуральной
оспы – между XIV и XVII вв. Однако историчес�
кие источники, упоминающие об оспе, такие
как письменные свидетельства о возможных
инфекциях оспы в Индии, датируются
1500 г. до н.э., а египетские мумии с кожными
поражениями, сходными с оспой, датируются
ещё раньше (3570 г. до н.э.) [111].

Результаты недавнего исследования 13 пол�
ногеномных последовательностей вируса нату�
ральной оспы, выделенных из археологических
останков, обнаруженных на севере Европы и да�
тируемых эпохой викингов (600–1050 г. н.э.),
сдвинули дату самого раннего случая заболева�
ния натуральной оспой на тысячелетие и дали
возможность говорить о присутствии вируса ос�
пы в Европе уже в конце VI–начале VII в. [105].
Авторы провели сравнение геномных последо�
вательностей древних вирусов и современных

штаммов VARV, в результате которого были об�
наружены различия в количестве функциональ�
ных генов, относящихся к группе вспомогатель�
ных генов поксвирусов, отвечающих за проти�
водействие антивирусным ответам. В последо�
вательностях ряда генов были выявлены мута�
ции (а именно: вставки, делеции или точечные
замены, которые приводили к появлению стоп�
кодонов либо сдвигу рамки считывания), кото�
рые приводят к инактивации гена. Оказалось,
что по крайней мере 3 гена (CrmB, C1L и E5R),
активные во всех образцах современных виру�
сов VARV, инактивированы у древних штаммов
вирусов оспы, существовавших более
1000 лет назад.

В то же время 14 генов, инактивированных
или отсутствующих у современных штаммов ви�
руса VARV, предположительно были активны в
некоторых или во всех образцах древнего виру�
са. Среди них обнаружилось 8 генов, которые
кодируют различные факторы вирулентности,
например, такие как C2L, F3L и A55R или, напри�
мер, ген IL1B, кодирующий цитокин IL�1�бета
семейства интерлейкина 1 (IL�1), участвующий
в регуляции иммунных реакций и в воспали�
тельных процессах [105] (рис. 1). Как уже упо�
миналось выше, потеря подобных генов ведёт к
изменению вирулентности и приводит к огра�
ничению круга «хозяев» поксвирусов [112]. Об�
наруженные древние варианты вируса оспы
эпохи викингов оказались частью ранее неизвест�
ной, а ныне вымершей вирусной клады, которая
эволюционировала независимо от современно�
го VARV. Полученные данные подтверждают тео�
рию редуктивной эволюции поксовирусов о
том, что уменьшение количества генов предпо�
лагаемого предкового вируса играет решающую
роль в видообразовании и приводит к тому, что
любой вновь появляющийся вид вируса ограни�
чивается определённой, только ему присущей
экологической нишей (одним «хозяином»)
[105, 113].

Данные анализа геномов древних штаммов
вируса натуральной оспы свидетельствуют о су�
ществовавшем высоком генетическом разнооб�
разии вирусов оспы VARV в Европе до разработ�
ки противооспенной вакцины. Давление отбора
со стороны возрастающего уровня вакцинации,
вероятно, постепенно привело к исчезновению
сразу нескольких древних линий вируса VARV, а
доступные в настоящее время геномы вируса ос�
пы VARV представляют лишь часть генетичес�
кого разнообразия VARV в прошлом [108, 110].

Другим направлением в изучении древних
штаммов вируса оспы является вопрос истории
и эволюционных отношений различных штам�
мов противооспенной вакцины, который до сих
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пор остаётся неясным, так как нет достоверных
данных о происхождении и разнообразии виру�
сов, используемых в программах ранней вакци�
нации. В конце XVIII в. первооткрыватель вак�
цины от оспы, Эдвард Дженнер, показал, что
людей можно вакцинировать против заражения
оспой, используя материал на основе вируса ко�
ровьей оспы (CPXV), что было намного безопас�
нее, чем существующая на тот момент практика
«вариоляции» с помощью вируса оспы VARV
[114]. Вирус коровьей оспы CPXV, в отличие от
вируса натуральной оспы VARV, обладает наи�
большим генетическим разнообразием и широ�
ким кругом хозяев и имеет весь набор генов,
присутствующих во всех других ортопоксвиру�
сах. Предполагают, что потеря генов сыграла
важную роль в эволюции Orthopoxvirus и что
предковые CPXV�подобные штаммы эволюцио�
нировали во все современные ортопоксвирусы в
результате «редуктивной эволюции» [113]. Од�
нако вирус осповакцины (VACV), который в ко�
нечном итоге был использован для искоренения
оспы и который содержится во всех современ�
ных противооспенных вакцинах, отличается от
любого известного современного штамма CPXV.
Биологическое происхождение VACV неизвест�
но, хотя было высказано предположение о том,
что его предком мог быть вирус, похожий на ви�
рус конской оспы, хотя геном современного ви�
руса конской оспы (HPXV) несет в себе множе�
ство дополнительных генов [115]. Эта гипотеза
подтверждается сообщением Jenner [114] о том,
что он получил свою более позднюю инокуля�
цию от инфекции лошадей.

Геномный анализ вируса, ассоциированного
с вакциной в исторических образцах, позволил
получить данные об исторических вакцинных
штаммах вируса оспы VACV, циркулирующих в
Филадельфии в XIX в. во время активной вакци�
нации американских военнослужащих [116].
Авторы исследовали происхождение, разнооб�
разие и распространение ранних штаммов про�
тивооспенной вакцины методом полногеном�
ного анализа как вириона, так и метагенома,
выделенных из исторических музейных «набо�
ров» для вакцинации. Проведённый авторами
филогенетический анализ помещает выделен�
ные исторические вакцинные штаммы в кла�
ду Orthopoxvirus (OPXV). Наиболее близкими к
историческим вакцинным штаммам вируса ока�
зались как современные североамериканские
вакцинные штаммы VACV, так и различные
штаммы вируса осповакцины, циркулирующие
в природной среде обитания, включая южно�
американский крупный рогатый скот (Бразилия)
и буйволов из Юго�Восточной Азии (Индия), а
также вирус Cantagalo (CTGV), представляющий

собой отдельный штамм коровьего вируса [116].
Ранее был проведён полногеномный анализ ис�
торического штамма вируса осповакцины, вы�
деленного из глицеринового образца, содержав�
шего противооспенную вакцину «Mulford»
1902 г. из Европы. В результате анализа было об�
наружено, что геном этого штамма вируса оспо�
вакцины VACV на 99,7% совпадает с вирусом ос�
пы лошади HPXV, что подтверждает предпола�
гаемую роль вируса конской оспы в происхож�
дении исторической противооспенной вакци�
ны. Также авторы обнаружили у «Mulford» уни�
кальные делеции на обоих концах последова�
тельности размером 10,7 т.п.н. слева и 5,5 т.п.н.
справа, примыкающие к области TIR�повторов,
присутствующие в современных штаммах VACV,
но отсутствующие в геноме вирусов конской ос�
пы HPXV и коровьей оспы CPXV [117]. Таким
образом, на основании данных исследований
исторических штаммов осповакцины можно
заключить, что для иммунизации европейского
населения в XIX в. взаимозаменяемо использо�
вались прививки, полученные как от коровьей,
так и от конской оспы. Вероятно, что существо�
вал и предковый вирус осповакцины (аVACV),
который мог циркулировать в популяциях раз�
личных домашних животных (лошадей и коров)
в Европе в XIX в., но затем исчез и теперь не
имеет естественных хозяев, за исключением
случаев заражения животных в отдельных стра�
нах, таких как Бразилия и Индия.

В настоящее время на основе полногеном�
ного анализа современных и исторических вак�
цинных штаммов все существующие штаммы
осповакцины разделены на 3 основных филоге�
нетических кластера: евразийский кластер,
включающий британский штамм Lister, китайс�
кий штамм Tian�tan и российский штамм
Tashkent; южноамериканский кластер, включа�
ющий бразильские полевые штаммы осповак�
цины, представленные вирусом Cantagalo; и
американский или Dryvax�кластер, который
объединяет все вирусные клоны, выделенные из
американской вакцины Dryvax [118]. Авторы
показали, что центральная часть генома VACV
оказалась высококонсервативна у всех вакцин�
ных штаммов, а наибольшая часть основного ге�
нетического разнообразия (делеции и инвер�
сии) находится в районе теломер. Обнаружено,
что все современные штаммы осповакци�
ны VACV характеризуются тремя генетическими
особенностями: две делеции 10,7 и 5,5 т.п.н, рас�
положенные в области повторов TIR на концах
вирусной ДНК, а также мутация или делеция ге�
на DVX_213, кодирующего анкириновый белок
F�домена, гомолога гена B18R у вируса нату�
ральной оспы (Бангладеш), потеря которого
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могла повлиять на вирулентность вируса VACV.
Нужно отметить, что современные штаммы ви�
руса осповакцины VACV не всегда группируют�
ся в простые филогенетические деревья, соответ�
ствующие известным историческим отношени�
ям между этими штаммами. Скорее, можно
предположить, что все существующие штаммы
осповакцины VACV происходят из сложного на�
бора различных вакцинных вирусов (пула виру�
сов), предшественников современного VACV,
которые в течение продолжительного времени
вакцинации в XIX–XX вв. были многократно
пассированы, распределены и произвольно
выбраны для создания штаммов современных
вакцин (рис. 2).

Таким образом, можно заключить, что рекон�
струкция геномов древних вирусов оспы с ис�
пользованием технологий широкомасштабного
геномного секвенирования существенно рас�
ширила наши представления об эволюции виру�
са натуральной оспы. Полученные новые дан�
ные о взаимосвязях между вирусом натуральной
оспы человека и другими ортопоксвирусами, в
том числе и вымершими древними штаммами
вирусов человека и животных, изменили пред�

ставления об эволюционных взаимосвязях сре�
ди ортопоксвирусов (OPV) и улучшили понима�
ние эволюционной истории натуральной оспы.
Однако ещё остаются вопросы, связанные с
происхождением вируса натуральной оспы,
например, каким образом VARV эволюциони�
ровал в патоген, специфичный для человека, на
которые должны ответить дальнейшие исследо�
вания.

БЛИЖАЙШИЕ ПЕРСПЕКТИВЫ

Длительная совместная эволюция человека
и возбудителей инфекционных заболеваний
привела к тому, что генетическая структура че�
ловеческих популяций изменялась под воздей�
ствием инфекционных агентов. Подобные из�
менения зачастую сопровождались отбором ге�
нетических вариантов в локусах, связанных с ус�
тойчивостью к конкретным инфекционным
агентам, что уже было отмечено в первых рабо�
тах, посвящённых одновременному анализу
50 и более образцов дДНК [119, 120]. Ожидает�
ся, что проведение исследований с использова�

Рис. 2. Схема�модель эволюции вируса осповакцины VACV, составленная на основе геномов современных штаммов ос�
повакцины VACV и исторических штаммов осповакцины, полученных из разных источников. Показаны эволюционные
процессы, которые привели к разнообразию штаммов вакцинных вирусов натуральной оспы VACV. Красным отмечены
современные вакцинные штаммы, серым – исторические вакцинные штаммы; aVACV – пул из различных исторических
предшественников всех современных вакцинных штаммов; HPXV – вирус конской оспы, гипотетический предшествен�
ник исторического вакцинного вируса; CPXV – вирус коровьей оспы, гипотетический предшественник исторического
вакцинного вируса; пунктиром показан один из вероятных эволюционных процессов происхождения вируса конской ос�
пы HPXV от вируса коровьей оспы CPXV



нием ранее неизученных древних образцов поз�
волит выявить схожие эволюционные измене�
ния в человеческих популяциях в ответ на воз�
действие инфекционных агентов.

Отдельный интерес представляют собой од�
номоментные коллективные захоронения, по�
скольку возможной причиной таких захороне�
ний в некоторых случаях являлись вспышки ин�
фекционных заболеваний. Метагеномный ана�
лиз ДНК из таких образцов потенциально может
выявить патоген, ставший причиной смерти.

Параллельно с увеличением технических
возможностей секвенирования развиваются и
биоинформатические подходы. Большинство
аналитических методов основано на сравнении
с известными референсными последователь�
ностями современных прокариот, которых на
текущий момент получено почти 200 000 [121].
Тем не менее даже такое количество референс�
ных последовательностей может быть проана�
лизировано в течение нескольких часов и даже
минут [122, 123]. Следует учитывать, однако, что
геномные последовательности древних образ�
цов могут иметь большую дивергированность по
сравнению с современными образами, которая
дополнительно отягощается химическими мо�
дификациями ДНК. Тем не менее эти методы
успешно применяются и для анализа древних
метагеномов [124]. Однако как для современ�
ных, так и для древних метагеномов могут при�
меняться методы сборки de novo [125, 126] без
использования референсных баз данных, что
позволяет получить более точную последова�
тельность генома. Кроме того, регулярно прово�
дятся новые исследования: на сегодняшний
день опубликовано уже более тысячи древних
метагеномов [127]. Это позволит в будущем про�
изводить более широкий систематический ана�
лиз, а не только точечные исследования отдель�
ных образцов.

Необходимо отметить основные техничес�
кие сложности в исследованиях, связанных с
палеогенетикой, которые предстоит решить в
ближайшем будущем. Как правило, археологи�
ческие образцы представлены останками в виде
костей и зубов, однако многие известные пато�
гены присутствуют в других тканях, которые не
сохраняются с течением времени. На сегодняш�
ний день есть успешные работы по выделению
ДНК древних патогенов из мумифицированных
тканей и исторических образцов, но они пред�
ставляют собой единичные случаи. Ещё одним
препятствием для получения полного генома
древнего патогена является малое количество
самого патогена в археологическом материале,
что возможно решить путём увеличения числа
«прочтений» при секвенировании. Так же, как

отмечалось выше, важной проблемой для пра�
вильной интерпретации результатов секвениро�
вания является сходство патогенных форм бак�
терий и непатогенных форм, представленных в
почве в большом количестве. Одним из путей
решения этой проблемы может являться анализ
почвы и седиментов из коллективных захороне�
ний. Работы, опубликованные за последние два
года в области генетических исследований древ�
них седиментов, демонстрируют их большой
потенциал. Во�первых, в пробах из седиментов
может содержаться ДНК, совпадающая с ДНК
останков скелета [128], а также патогенов, насе�
лявших внутренние органы [67]. Во�вторых, по�
является возможность анализировать ДНК ок�
ружающей среды исследуемого периода [129].

Молекулы РНК деградируют ещё быстрее,
чем ДНК, тем самым накладывая ограничения
на исследования эволюции патогенов с РНК�ге�
номами (вирус гриппа, вирус кори, ВИЧ и вирус
желтой лихорадки). Тем не менее недавние ис�
следования показывают, что в благоприятных
условиях РНК может сохраняться в течение ты�
сячелетий [130, 131]. Cеквенирование геномов
древних РНК�вирусов кори и чумы крупного
рогатого скота [132] является значимым событи�
ем, которое позволит нам лучше понять исто�
рию возникновения многих других патогенов на
основе РНК. Интересно также, что фиксация
формалином, губительная для ДНК, по�види�
мому, не оказывает такого влияния на РНК, а,
наоборот, сохраняет её, как было показано в
случае успешной реконструкции ВИЧ из архив�
ных тканей [133].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, древняя ДНК является цен�
ным материалом для углубления нашего пони�
мания того, когда возникли и как распространя�
лись и эволюционировали многие патогены. Мы
можем видеть, что благодаря использованию мо�
лекулярно�генетических методов палеоэпиде�
миология развивается быстрыми темпами, а ре�
зультаты новых работ зачастую опровергают ста�
рые гипотезы или находят подтверждения тем
сценариям, которые считались маловероятными
на основании классических подходов. Наши ны�
нешние успехи были немыслимы ещё несколько
десятилетий назад, и можно предположить, что
дальнейший научный прогресс позволит полу�
чить ещё больше информации о происхождении
и разнообразии древних патогенов.

Пандемия COVID�19 заставила ученых всего
мира задуматься об истоках и причинах возник�
новения новых опасных инфекционных заболе�
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ваний, а также о поиске механизмов возможно�
го перехода вирусных патогенов от вида к виду, в
частности зоонозных вирусов к человеку. В све�
те этого одним из перспективных направлений в
исследовании геномов древних патогенов явля�
ется поиск и выделение ДНК и РНК палеовиру�
сов и бактерий, сохранившихся в мягких тканях
животных времен палеолита, найденных в Арк�
тике на территории России, а также в образцах
почв из районов многолетней мерзлоты. Их изу�
чение поможет лучше понять эволюционные
процессы формирования вирусов, исследовать
молекулярные и эволюционные механизмы
адаптации животных к вирусным и бактериаль�

ным патогенам, а также оценить влияние эпиде�
мий на генетическую структуру популяций че�
ловека и животных.
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The development of paleogenomic studies is one of the actual and perspective areas of interdisciplinary research in
today’s world science. New genomic methods of ancient DNA (aDNA) analysis, such as high�throughput sequenc�
ing (NGS) technologies, allow not only to obtain detailed genetic information about historical and prehistoric human
populations, but also to study individual microbial and viral pathogens and microbiomes from different ancient and
historical sites. Studies of aDNA of pathogens by reconstructing their genomes have so far yielded the complete
sequences of ancient pathogens that have played a significant role in the history of the world: Yersinia pestis (plague),
Variola virus (smallpox), Vibrio cholerae (cholera), HBV (hepatitis B virus), as well as the equally important endemic
human infectious agents – Mycobacterium tuberculosis (tuberculosis), Mycobacterium leprae (leprosy) and Treponema
pallidum (syphilis). Genomic data from these pathogens complemented information previously obtained by pale�
opathologists and allowed not only to identify pathogens from past pandemics, but also to recognize pathogen lineages
that are now extinct, to refine the chronology of pathogen appearance in human populations, and to reconstruct the
evolutionary history of pathogens that are still relevant to public health today. In this review, we describe the state�of�
the�art of genomic research of the origins and evolution of many ancient pathogens and viruses and examine the
mechanisms of the emergence and spread of ancient infections in the history of mankind.

Keywords: human populations, ancient DNA, paleopathology, paleogenomics, pathogen, plague, cholera, leprosy,
syphilis, smallpox, tuberculosis
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Чувствительность цветового зрения играет важную роль в адаптивных процессах у рыб, в особенности – при
миграциях и в репродуктивном цикле. В обоих этих процессах у рыб важную функцию выполняет гормон
пролактин и его паралог, пролактин!подобный гормон. Для изучения возможного вклада пролактиновой
оси в пресноводную адаптацию цветового зрения рыб проведено исследование влияния пресноводной
адаптации в нерестовый период, а также введения пролактина на экспрессию генов опсинов (SWS1, SWS2,
RH2, LWS) в сетчатке глаза самок и самцов трёхиглой колюшки Gasterosteus aculeatus L. Показано, что у са!
мок, в отличие от самцов, при пресноводной адаптации растёт экспрессия гена пролактина!1 и также, как
у самцов, падает экспрессия гена пролактин!подобного гормона в мозге. При пресноводной адаптации, а
также при введении пролактина в условиях морской воды в сетчатке глаз самок и самцов снижается
экспрессия гена опсина SWS2, чувствительного в синей области спектра. В сетчатке глаза самцов при вве!
дении пролактина в условиях морской воды, но не при пресноводной адаптации снижается также экспрес!
сия гена опсина SWS1, чувствительного в ультрафиолетовой области спектра. Экспрессия других опсинов
при пресноводной адаптации не является пролактинзависимой ни у самок, ни у самцов. Можно заключить,
что экспрессия генов некоторых опсинов в сетчатке глаза трёхиглой колюшки регулируется пролактином и
может пролактинзависимо меняться в условиях пресноводной адаптации, что расширяет понимание адап!
тивной значимости пролактиновой оси для организма рыб при пресноводных миграциях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пролактин, опсины, трёхиглая колюшка Gasterosteus aculeatus L., пресноводная адап!
тация, адаптация цветового зрения, зависимость от пола.
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ОПСИНОВ В СЕТЧАТКЕ ГЛАЗА САМОК
И САМЦОВ ТРЁХИГЛОЙ КОЛЮШКИ Gasterosteus aculeatus L.: 

ЗАВИСИМОСТЬ ОТ ПРЕСНОВОДНОЙ АДАПТАЦИИ И ПРОЛАКТИНА
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ВВЕДЕНИЕ

Цветовое зрение и его чувствительность в
разных областях спектра у позвоночных, в том
числе у рыб, опосредовано наличием и соотно!
шением зрительных пигментов в колбочках сет!
чатки. В состав молекул!фоторецепторов входит
опсин, ковалентно связанный с хромофорной

группой – 11!цис!изомером ретиналя, произ!
водным витамина А. Структура опсина опреде!
ляет спектр поглощения колбочки – её спект!
ральную чувствительность [1]. Опсины, ассоци!
ированные с цветовым зрением, подразделяют!
ся на четыре группы: SWS1 чувствителен в ульт!
рафиолетово!синей области спектра, SWS2 – в
синей, RH2 – в зелёной и LWS – в красной [2].
Изменение соотношения экспрессии генов раз!
личных опсинов сопровождается соответствую!
щим изменением зрительной чувствительности
в разных областях спектра [3, 4]. В сетчатке гла!
за рыб описаны опсины всех типов, при этом на
их соотношение влияет ряд параметров, в осо!
бенности экология вида и стадия репродуктив!
ного цикла [5]. Исследования цихлид показали,
что виды, обитающие на большей глубине, бо!
лее чувствительны к коротковолновому, нежели

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : Prl1 – пролактин!1; Prl2 –
пролактин!2 или пролактин!подобный гормон; oPrl – ове!
чий пролактин; SWS1 – опсин колбочек, чувствительных в
коротковолновой ультрафиолетово!синей области спект!
ра; SWS2 – опсин колбочек, чувствительных в коротковол!
новой синей области спектра; RH2 – опсин колбочек,
чувствительных в средневолновой зелёной области спект!
ра; LWS – опсин колбочек, чувствительных в длинновол!
новой красной области спектра.

* Адресат для корреспонденции.
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к длинноволновому, излучению видимого
спектра, что связано с превалированием соответ!
ствующей части спектра [6]. Интенсивность
экспрессии опсинов также зависит от прозрач!
ности воды: на флоридской лукании Lucania
goodei показано, что у особей в прозрачной воде
экспрессия генов опсинов SWS1 и SWS2 выше, а
генов опсинов RH2 и LWS – ниже, чем у особей
в мутной воде. Эти данные воспроизводились в
экспериментальных условиях [7]. В случае, если
вид эвригалинный, то морская и пресноводная
популяции также различаются по экспрессии
генов опсинов. В работах, посвящённых
чувствительности цветового зрения трёхиглой
колюшки Gasterosteus aculeatus L. из морских и
пресноводных популяций, показано, что у рези!
дентных морских колюшек более высокие уров!
ни экспрессии опсина SWS1 и LWS (последне!
го – только в лабораторных условиях), и более
низкие – опсина RH2 по сравнению с резидент!
ными пресноводными колюшками [8]. Однако
данные по пластичности цветового зрения у
проходных рыб, меняющих среду обитания с
морской на пресноводную в ходе жизненного
цикла, отсутствуют.

В условиях пресноводной миграции рыб,
которая обычно связана с брачным периодом,
адаптация цветового зрения может быть важ!
ным и даже необходимым условием для распоз!
навания полового партнёра или конкурента, ес!
ли для вида характерно приобретение брачного
окраса, что чаще встречается у самцов. Влияние
половых гормонов и репродуктивного периода
на сетчатку показано для ряда рыб. Так, у самок
цихлид, в частности Astatotilapia burtoni, в брач!
ный период повышается пластичность и меня!
ется чувствительность цветового зрения, опос!
редованная изменением экспрессии генов опси!
нов, с превалированием коротковолновых оп!
синов [9]. Для ряда видов рыб (трёхиглая ко!
люшка G. aculeatus, золотая рыбка Carassius aura4
tus, обыкновенная гамбузия Gambusia affinis) по!
казано, что андрогены и эстрогены способны
модулировать зрительную чувствительность к
длинноволновому излучению [10–12].

Трёхиглая колюшка G. aculeatus L. является
перспективным объектом для изучения зависи!
мой от пресноводной адаптации и пола особи
пластичности цветового зрения. Это связано, с
одной стороны, с эвригалинностью вида, с дру!
гой – с наличием сложного репродуктивного
цикла, который сопровождается приобретением
самцами брачного окраса и миграцией части
морской популяции в пресноводные водоё!
мы [13]. Для трёхиглой колюшки было показано
влияние на цветовое зрение как экологических
условий, так и некоторых гормонов, ассоцииро!

ванных с репродукцией, за исключением про!
лактина [8, 10]. В сетчатке трёхиглой колюшки
присутствуют опсины всех четырёх типов, не
имеющие паралогов, в отличие от большинства
других видов рыб, что приближает цветовое зре!
ние колюшек по функциональным характерис!
тикам к таковому у млекопитающих [14–16].

В условиях пресноводной миграции в нерес!
товый период пролактин участвует в адаптации
водно!солевого обмена колюшек, как и других
видов рыб, к пресной воде. При этом у рыб
позднее был обнаружен паралог пролактина,
которому присвоили название пролактин!по!
добный гормон или пролактин!2 (Prl2), в связи
с чем обнаруженному ранее гормону присвоили
название пролактин!1 (Prl1). Ранее нами пока!
зано, что при острой (24!часовой) пресновод!
ной адаптации экспрессия генов пролактиновой
оси в ткани мозга (вместе с гипофизом) самок и
самцов трёхиглой колюшки меняется неодина!
ково, что свидетельствует о зависимой от пола
пролактиновой регуляции у колюшек [17]. Опи!
сано влияние пролактина на сетчатку глаза мле!
копитающих, однако его эффекты обычно свя!
зывают со стимуляцией васкуляризации, в част!
ности во время развития сетчатки, и антиокси!
дантным эффектом, смягчающим проявления
старения организма [18, 19]. В ряде исследова!
ний показано наличие элементов пролактино!
вой оси в сетчатке рыб. Так, экспрессия пролак!
тина!2 была обнаружена в ганглионарном, внут!
реннем и наружном ядерных слоях сетчатки
Danio rerio, и были доказаны его паракринные
эффекты на сетчатку при эмбриональном раз!
витии. Наружный ядерный слой представлен те!
лами клеток!фоторецепторов: палочек и колбо!
чек. Таким образом, сетчатка рыб, как и прочих
позвоночных, чувствительна к пролактину, и в
ней известны паракринные эффекты пролакти!
на!2 [20].

Нами была выдвинута гипотеза о возмож!
ном и зависимом от пола участии пролактинов в
адаптации к пресной воде не только водно!соле!
вого обмена, но и цветового зрения колюшек.
Для её проверки мы проанализировали измене!
ние экспрессии генов опсинов в сетчатке самок
и самцов трёхиглой колюшки в условиях острой
и хронической пресноводной адаптации, а так!
же при введении пролактина в условиях морс!
кой воды.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальная модель. Работа выполне!
на на группах половозрелых самок и самцов трёх!
иглой колюшки G. aculeatus L. морской популя!
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ции, находящихся в нерестовом состоянии. Жи!
вотных (длина тела самок составила 7 ± 0,32 см,
самцов – 6,5 ± 0,3 см) отлавливали в Кандалакш!
ском заливе Белого моря в июне 2020 г. Особи
были разделены по полу, самцы также разделе!
ны по интенсивности окраски на альфа! и оме!
га!самцов. Внутри этих групп были сформиро!
ваны четыре экспериментальные группы: конт!
рольная «К» (морская популяция), группа ост!
рой пресноводной адаптации «24 часа», группа
хронической пресноводной адаптации «72 ча!
са», группа с введением морской популяции
овечьего пролактина «oPrl», n = 6 для каждой
группы. Группы альфа! и омега!самцов в даль!
нейшем были объединены, поскольку ни по од!
ному из изучаемых параметров между ними не
было обнаружено статистически значимых раз!
личий, таким образом, для групп самцов n = 12.
Перед началом эксперимента все особи были
адаптированы к условиям содержания (аквариу!
мы объёмом 20 литров с непрозрачными стенка!
ми, световой и температурный режим соответ!
ствовали естественным условиям) в течение
24 ч. Особи группы «К» находились в течение
всего эксперимента в условиях морской воды.
Особи группы «24 часа» были помещены на 24 ч
в пресную воду. Особи группы «72 часа» были
помещены в пресную воду на 72 ч. Особи груп!
пы «oPrl» находились в течение 72 ч в условиях
морской воды, но один раз в сутки им произво!
дили внутрибрюшинную инъекцию 50 мкл фи!
зиологического раствора с овечьим пролакти!
ном («National hormone and peptide program»,
США) в концентрации 14 МЕ/мл. Овечий про!
лактин был выбран для применения в экспери!
менте, поскольку широко используется в рабо!
тах по изучению влияния пролактина на осмо!
регуляцию и репродукцию рыб и связывается с
обоими рецепторами пролактина рыб с доста!
точно высоким сродством, хотя и меньшим, чем
гомологичный пролактин [21–23]. Группу поло!
жительного контроля, которой вводили физио!
логический раствор в условиях морской воды, в
эксперименте не использовали, так как наши
предыдущие исследования показали, что по
изучаемым параметрам особи не отличаются от
контрольных. По завершении эксперимента у
особей удаляли мозг вместе с гипофизом (для
контроля экспрессии генов пролактинов), а так!
же ткань сетчатки; образцы фиксировали в
IntactRNA («Евроген», Россия).

Обработка материала. Из ткани мозга (с ги!
пофизом) и сетчатки выделяли тотальную РНК
фенол!хлороформным методом с полиакрил!
амидным осаждением нуклеиновых кислот, ис!
пользуя набор ExtractRNA («Евроген»). Для
синтеза кДНК использовали MMLV!ревертазу и

случайные праймеры («Евроген»). Для проведе!
ния полимеразной цепной реакции (ПЦР) в ре!
жиме реального времени использовали ампли!
фикатор Bio!Rad CFX96 («Bio!Rad», Канада) и
набор реакционных смесей с красителем
SYBRgreen и низкой концентрацией референс!
ного красителя ROX («Евроген») и специфич!
ные праймеры (таблица). Режим амплифика!
ции: 95 °С – 5 мин; 95 °С – 15 с, 60 °С – 20 с,
72 °С – 20 с, 40 циклов; кривая плавления
60 – 95 °С, инкремент 0,5 °С – 5 с. Каждую реак!
цию с использованием кДНК проводили в трёх
независимых экспериментах; для каждого ис!
следуемого гена также проводили безревертаз!
ные контроли амплификации фрагмента геном!
ной ДНК. Если безревертазный контроль был
отрицательным, значения ПЦР с матрицы
кДНК использовали для расчётов. Подробно
методика описана Pierce et al. [24]. При проведе!
нии ПЦР в реальном времени значения
экспрессии генов интереса Prl1 и Prl2 нормиро!
вали на уровень экспрессии референсных ге!
нов Rpl13α и Ubc [25]. Значения экспрессии ге!
нов интереса (SWS1, SWS2, RH2 и LWS) норми!
ровали на уровень экспрессии референсных ге!
нов Ubc и GNAT2 [26]. Для расчётов использова!
ли формулу, применявшуюся в предыдущих ра!
ботах [17].

Статистический аналих данных. Статисти!
ческую обработку проводили в програм!
ме GraphPad Prism 8 с использованием one!
way ANOVA (однофакторные сравнения) и two!
way ANOVA (двухфакторные сравнения). В обо!
их случаях использовали тест Даннетта. На гра!
фиках для каждой группы данные представлены
в виде медианы, нижней и верхней квартили, а
также минимального и максимального значе!
ний.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Влияние адаптации к пресной воде на экс@
прессию генов пролактинов в ткани мозга самок
G. aculeatus L. Экспрессия гена пролактина!1 в
ткани мозга самок трёхиглой колюшки повыша!
лась в ходе адаптации к пресной воде: относи!
тельные количества мРНК гена Prl1 были досто!
верно выше в мозге самок как после 24, так и
после 72 ч адаптации по сравнению с контроль!
ной группой (рис. 1, а). Экспрессия гена про!
лактина!2 в ткани мозга самок, напротив, сни!
жалась: мРНК гена Prl2 не была обнаружена в
мозге самок ни после 24, ни после 72 ч адапта!
ции к пресной воде, что статистически отлича!
лось от данного параметра у контрольной груп!
пы (рис. 1, б).
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Влияние 24@ и 72@часовой адаптации к прес@
ной воде и экзогенного пролактина на экспрессию
генов опсинов в ткани сетчатки самок G. acule�
atus L. Экспрессия гена SWS1, кодирующего оп!
син, чувствительный в ультрафиолетово!синей
области спектра, в ткани сетчатки глаз самок
трёхиглой колюшки в ходе пресноводной адап!
тации менялась неодинаково. После 24!часовой
адаптации к пресной воде экспрессия ге!
на SWS1 в сетчатке самок была достоверно вы!

ше по сравнению как с контрольной группой,
так и с группой 72!часовой пресноводной адап!
тации. Относительные количества мРНК ге!
на SWS1 в контрольной группе и группе, пре!
терпевшей пресноводную адаптацию в течение
72 ч, были на сопоставимом уровне (рис. 2, а).
Ежедневное введение овечьего пролактина в те!
чение 72 ч в условиях морской воды не оказало
достоверного влияния на экспрессию гена SWS1
в ткани сетчатки самок колюшек (рис. 2, б).
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Ген

Prl1

Prl2

SWS1

SWS2

RH2

LWS

Rpl13α

Ubc

GNAT2

Нуклеотидные последовательности прямого и обратного праймеров генов интереса и референсных генов, а также длина
ПЦР!продукта

Нуклеотидная последовательность прямого (for) и обратного (rev)
праймеров, 5′–3′

for – ACCTGGACTCGCATTTGCCTCTC
rev – AAGGTCCGACTCTGGTACTTGAAG

for – TCCAATAAAGCCCTAGAGATGAG
rev – AGGCTGCTGACGGTGTTGCTTAT

for – TGGAGCAGGTACATCCCTGA
rev – GAGCTGCTACAGCTCGAAGA

for – GCAAGCCGCTTGGTAACTTC
rev – TCTGGGATGTACCTGCTCC

for – GTACCTTCCTGAGGGCATG
rev – GGCTGCGGCAGCTTTGACT

for – GCTGCGGCTAACCCTGGA
rev – ACATGAACGGAACTGCCGG

for – CACCTTGGTCAACTTGAACAGTG
rev – TCCCTCCGCCCTACGAC

for – AGACGGGCATAGCACTTGC
rev – CAGGACAAGGAAGGCATCC

for – GTTACTGCTTGGTGCTGGTG
rev – CTTCTGTGCATTCTCCTGTGA

Длина ПЦР!продукта, п.н.

125

113

184

124

135

126

178

180

211

Рис. 1. Экспрессия мРНК генов Prl1 (а) и Prl2 (б) в ткани мозга самок трёхиглой колюшки в условиях морской воды (конт!
роль «К» – незакрашенные боксы) и после 24! и 72!часовой адаптации к пресной воде (боксы серого и тёмно!серого цве!
та соответственно), ** p < 0,01; **** p < 0,0001 – статистически значимые различия по сравнению с группой «К» (one!way
ANOVA; n = 6 в каждой из групп)
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Экспрессия гена SWS2, кодирующего оп!
син, чувствительный в синей области спектра, в
ткани сетчатки глаз самок трёхиглой колюшки в
ходе пресноводной адаптации уменьшалась: от!
носительные количества мРНК гена SWS2 были
достоверно ниже в группах 24! и 72!часовой
пресноводной адаптации по сравнению с конт!
рольной группой (рис. 2, в). В условиях морской
воды на фоне введения пролактина экспрессия
гена SWS2 в сетчатке также была на более низ!
ком уровне по сравнению с контрольной груп!
пой (рис. 2, г).

Экспрессия гена RH2, кодирующего опсин,
чувствительный в зелёной области спектра, в
ткани сетчатки глаз самок трёхиглой колюшки в
ходе пресноводной адаптации повышалась: от!
носительные количества мРНК гена RH2 были
достоверно выше в группах 24! и 72!часовой
пресноводной адаптации по сравнению с конт!
рольной группой (рис. 3, а). В условиях морской
воды на фоне введения пролактина уровень
экспрессии гена RH2 в сетчатке был сопоставим
с контрольной группой (рис. 3, б).

Экспрессия гена LWS, кодирующего опсин,
чувствительный в красной области спектра, в
ткани сетчатки глаз самок трёхиглой колюшки в

ходе пресноводной адаптации повышалась: от!
носительные количества мРНК гена LWS были
достоверно выше в группах 24! и 72!часовой
пресноводной адаптации по сравнению с конт!
рольной группой (рис. 3, в). В условиях морской
воды после введения экзогенного пролактина
экспрессия гена LWS в сетчатке росла недосто!
верно (рис. 3, г).

Сравнение экспрессии исследуемых генов у αα@
и ωω@самцов G. aculeatus L. в контрольной и экспе@
риментальных группах. По экспрессии всех генов
интереса (Prl1 и Prl2 в ткани мозга с гипофизом,
SWS1, SWS2, RH2 и LWS в ткани сетчатки) не!
парный t!test не выявил достоверных различий
между α! и ω!самцами ни в группе контроля
«К», ни в группах 24!часовой «24 часа» и 72!ча!
совой «72 часа» пресноводной адаптации, ни в
группах особей, которым в условиях морской
воды вводили овечий пролактин (oPrl) (p > 0,1).
Поэтому группы α! и ω!самцов объединены, и
таким образом, в группах самцов размер выбор!
ки составил 12 особей.

Влияние адаптации к пресной воде на экс@
прессию генов пролактинов в ткани мозга самцов
G. aculeatus L. Экспрессия гена пролактина!1 в
ткани мозга самцов трёхиглой колюшки не ме!
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Рис. 2. Экспрессия мРНК генов опсинов, чувствительных в коротковолновой области спектра, в сетчатке глаз самок трёх!
иглой колюшки: SWS1 (а, б), SWS2 (в, г). а и в – В условиях морской воды в контроле «К» (незакрашенные боксы) и пос!
ле 24! и 72!часовой адаптации к пресной воде (боксы серого и тёмно!серого цвета соответственно); б и г – в условиях
морской воды в контроле «К» (незакрашенные боксы) и после внутрибрюшинных инъекций овечьего пролактина в тече!
ние 72 ч «oPrl» (пёстрые боксы), * p < 0,05; ** p < 0,01 – статистически значимые различия по сравнению с группой «К»
(one!way ANOVA; n = 6 в каждой из групп)
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нялась в ходе адаптации к пресной во!
де (рис. 4, а). Экспрессия гена пролактина!2 в
ткани мозга самцов достоверно снижалась как
после 24!, так и после 72!часовой адаптации к
пресной воде (рис. 4, б).

Влияние 24@ и 72@часовой адаптации к прес@
ной воде и экзогенного пролактина на экспрессию
генов опсинов в ткани сетчатки самцов G. aculea�
tus L. Экспрессия гена SWS1, кодирующего оп!
син, чувствительный в ультрафиолетово!синей
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Рис. 3. Экспрессия мРНК генов опсинов, чувствительных в длинноволновой области спектра, в сетчатке глаз самок трёх!
иглой колюшки: RH2 (а, б), LWS (в, г). а и в – В условиях морской воды в контроле «К» (незакрашенные боксы) и после
24! и 72!часовой адаптации к пресной воде (боксы серого и тёмно!серого цвета соответственно); б и г – в условиях морс!
кой воды в контроле «К» (незакрашенные боксы) и после внутрибрюшинных инъекций овечьего пролактина в течение
72 ч «oPrl» (пёстрые боксы), * p < 0,05; ** p < 0,01 – статистически значимые различия по сравнению с группой «К» (one!
way ANOVA; n = 6 в каждой из групп)

Рис. 4. Экспрессия мРНК генов Prl1 (а) и Prl2 (б) в ткани мозга самцов трёхиглой колюшки в условиях морской во!
ды «К» (незакрашенные боксы) и после 24! и 72!часовой адаптации к пресной воде (боксы серого и тёмно!серого цвета
соответственно), * p < 0,05 – статистически значимые различия по сравнению с группой «К» (one!way ANOVA; n = 12
в каждой из групп)
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области спектра, в ткани сетчатки глаз самцов
трёхиглой колюшки в ходе пресноводной адап!
тации менялась неодинаково. После 24!часо!
вой адаптации к пресной воде экспрессия ге!
на SWS1 в сетчатке самцов была достоверно ни!
же по сравнению как с контрольной группой,
так и с группой 72!часовой пресноводной адап!
тации. Относительные количества мРНК ге!
на SWS1 в контрольной группе и группе, пре!
терпевшей пресноводную адаптацию в течение
72 ч, были на сопоставимом уровне (рис. 5, а).
После ежедневного введения пролактина в те!
чение 72 ч относительные количества мРНК ге!
на SWS1 в сетчатке самцов были достоверно
ниже по сравнению с контрольной груп!
пой (рис. 5, б).

Экспрессия гена SWS2, кодирующего оп!
син, чувствительный в синей области спектра, в
ткани сетчатки глаз самцов трёхиглой колюшки
в ходе пресноводной адаптации уменьшалась:
относительные количества мРНК гена SWS2
были достоверно ниже в группах 24! и 72!часо!
вой пресноводной адаптации по сравнению с
контрольной группой (рис. 5, в). В условиях

морской воды после введения экзогенного про!
лактина экспрессия гена SWS2 в сетчатке сам!
цов также была на более низком уровне по срав!
нению с контрольной группой (рис. 5, г).

Экспрессия генов RH2 и LWS, кодирующих
опсины, чувствительные в зелёной и красной
области спектра соответственно, в ткани сетчат!
ки глаз самцов трёхиглой колюшки в ходе прес!
новодной адаптации не менялась (рис. 6, a и в).
В условиях морской воды после введения про!
лактина экспрессия генов RH2 и LWS в сетчатке
была сопоставима с их экспрессией в контроль!
ной группе (рис. 6, б и г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изменения уровней экспрессии генов Prl1
и Prl2 в мозге трёхиглой колюшки в условиях
пресноводной адаптации зависят от пола. Из!
вестно, что при пресноводной адаптации про!
лактиновая ось рыб стимулируется, однако эти
эффекты были обнаружены и изучены на сме!
шанных выборках, без разделения особей по
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Рис. 5. Экспрессия мРНК генов опсинов, чувствительных в коротковолновой области спектра, в сетчатке глаз самцов трёх!
иглой колюшки: SWS1 (а, б), SWS2 (в, г). а и в – В условиях морской воды в контроле «К» (незакрашенные боксы) и пос!
ле 24! и 72!часовой адаптации к пресной воде (боксы серого и тёмно!серого цвета соответственно); б и г – в условиях
морской воды в контроле «К» (незакрашенные боксы) и после внутрибрюшинных инъекций овечьего пролактина в тече!
ние 72 ч «oPrl» (пёстрые боксы), * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 – статистически значимые различия по сравнению с
группой «К» (one!way ANOVA; n = 12 в каждой из групп)
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полу [27–29]. Мы обнаружили различия в мо!
дификации экспрессии генов пролактинов в ус!
ловиях пресноводной адаптации у самок и сам!
цов. Ранее нами были обнаружены модифика!
ции пролактиновой оси колюшек в условиях
пресноводной адаптации, различные у самок и
самцов [17]. В этой связи влияние пресновод!
ной адаптации, а также эффекты вводимого
пролактина на сетчатку глаза описаны для са!
мок и самцов по отдельности. Поскольку у са!
мок, в отличие от самцов, экспрессия гена Prl1
в ткани мозга росла как при острой (24 ч), так и
при хронической (72 ч) адаптации к пресной
воде, мы предполагаем больший вклад пролак!
тина!1 в адаптацию организма самок, но не
самцов к пресноводным условиям (рис. 1, а
и 4, а). Таким образом, пролактиновая ось са!
мок трёхиглой колюшки стимулировалась при
пресноводной адаптации сходным с другими
видами рыб образом при исследованиях без
разделения по полу (зебрафиш Danio rerio, мо!
замбикская тилапия Oreochromis mossambicus и
серебристый горбыль Argyrosomus regius) [30–32].
Одновременно с этим и у самок, и у самцов мы

наблюдали снижение экспрессии гена Prl2 в
мозге (рис. 1, б и 4, б). Следовательно, измене!
ния экспрессии Prl1 (повышение) и Prl2 (сни!
жение) в мозге самок трёхиглой колюшки были
разнонаправленными в условиях как острой, так
и хронической пресноводной адаптации, а в
мозге самцов в этих условиях менялась только
экспрессия Prl2 (снижение).

Известно, что оценку чувствительности
цветового зрения можно проводить, измеряя со!
отношения экспрессии генов различных опси!
нов [3, 4]. Для проверки гипотезы о пролактин!
зависимом изменении чувствительности зрения
в условиях пресноводной адаптации мы сравни!
ли относительные уровни мРНК генов опсинов
у самок и самцов трёхиглой колюшки в услови!
ях острой и хронической пресноводной адапта!
ции с введением им пролактина в условиях
морской воды. Использованный овечий про!
лактин имитирует эффекты обоих пролактинов
рыб, что было показано на тилапии O. mossambi4
cus: оба пролактина тилапии, как и овечий про!
лактин, связывались пролактинчувствительны!
ми тканями [33].
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Рис. 6. Экспрессия мРНК генов опсинов, чувствительных в длинноволновой области спектра, в сетчатке глаз самцов трёх!
иглой колюшки: RH2 (а, б), LWS (в, г). а и в – В условиях морской воды в контроле «К»(незакрашенные боксы) и после
24! и 72!часовой адаптации к пресной воде (боксы серого и тёмно!серого цвета соответственно); б и г – в условиях морс!
кой воды в контроле «К» (незакрашенные боксы) и после внутрибрюшинных инъекций овечьего пролактина в течение
72 ч «oPrl» (пестрые боксы). n = 12 в каждой из групп



ПАВЛОВА и др.

Экспрессия гена SWS1 у самок трёхиглой ко@
люшки в условиях пресноводной адаптации не на@
ходится под контролем пролактина, в отличие от
самцов. Различный ответ пролактинов (Prl1
и Prl2) самок и самцов трёхиглой колюшки на
острую и хроническую пресноводную адапта!
цию частично подтверждается отсутствием у са!
мок и наличием у самцов пролактин!индуциро!
ванного ингибирования экспрессии гена SWS1,
кодирующего коротковолновый опсин SWS1,
чувствительный в ультрафиолетово!синей об!
ласти спектра, в ткани сетчатки (рис. 2, б и 5, б).
Что примечательно, в сетчатке глаза самок ко!
люшек после острой адаптации к пресной воде
экспрессия гена SWS1 повышалась, но в группе
хронической адаптации этот показатель был на
уровне, сопоставимом с контрольной группой.
Введение пролактина не оказывало влияния на
экспрессию гена SWS1 (рис. 2, а и б). Мы свя!
зываем подобный эффект с возможной регуля!
цией экспрессии опсина SWS1 в сетчатке глаз
самок колюшек со стороны кортизола, являю!
щегося ключевым гормоном острой пресновод!
ной адаптации у рыб [31]. В ряде работ на мле!
копитающих описано влияние кортизола на
большинство структур глаза, включая сетчатку
и фоторецепторные клетки [34]. Однако подоб!
ное предположение требует дальнейшего более
детального изучения. В сетчатке глаза самцов
острая пресноводная адаптация сопровожда!
лась снижением экспрессии гена SWS1, в отли!
чие от самок, у которых наблюдалось повыше!
ние его экспрессии (рис. 2, а и 5, а). Изменение
экспрессии гена SWS1 у самцов частично согла!
суется с литературными данными для общей
популяции: по данным других исследователей
экспрессия гена SWS1 в ткани сетчатки была
выше у резидентных морских колюшек в срав!
нении с резидентными пресноводными [8]. Од!
новременно с этим при хронической пресно!
водной адаптации экспрессия гена SWS1 в сет!
чатке самцов колюшек не отличалась от тако!
вой в контрольной группе. Поскольку эффект
пресноводной адаптации на экспрессию данно!
го гена наблюдается только в первые 24 ч, мы
предполагаем его пролактиннезависимый ха!
рактер в модели пресноводной адаптации и воз!
можное влияние кортизола на экспрессию ге!
на SWS1 у самцов. Несмотря на отсутствие эф!
фекта 72!часовой пресноводной адаптации на
экспрессию гена SWS1 в сетчатке глаза самцов
колюшек, введение экзогенного пролактина в
течение 72 ч приводило к её снижению
(рис. 5, б). Подобный эффект может быть объ!
яснён тем, что при переходе в пресную воду
экспрессия генов Prl1 и Prl2 у самцов не повы!
шалась, и, следовательно, в модели пресновод!

ной адаптации отсутствие эффектов, оказывае!
мых на сетчатку пролактином, может быть объ!
яснено отсутствием увеличения пролактиновой
регуляции сетчатки (рис. 4, а и б). Таким обра!
зом, ген SWS1, кодирующий коротковолновый
опсин SWS1, в сетчатке глаза регулируется про!
лактином у самцов, но не у самок трёхиглой ко!
люшки.

Снижение экспрессии гена SWS2 у самок и
самцов трёхиглой колюшки в условиях пресно@
водной адаптации может индуцироваться пролак@
тином. Экспрессия гена SWS2, кодирующего
опсин, чувствительный в синей области спект!
ра, в сетчатке глаза трёхиглой колюшки меня!
лась схожим образом у самок и самцов как в мо!
дели пресноводной адаптации, так и после вве!
дения пролактина (рис. 2, в и г; 5, в и г). Как у
самок, так и у самцов при острой и хроничес!
кой пресноводной адаптации экспрессия ге!
на SWS2 в сетчатке глаза снижалась. Аналогич!
ный эффект оказало введение пролактина в ус!
ловиях морской воды. Таким образом, можно с
высокой долей вероятности утверждать, что
снижение чувствительности цветового зрения
самок и самцов трёхиглой колюшки к синей об!
ласти спектра в условиях пресноводной адапта!
ции опосредовано пролактином. Также нельзя
исключать возможный эффект кортизола, ко!
торый также классически ассоциируют с прес!
новодной адаптацией рыб [31]. Однако данное
предположение требует более подробного изу!
чения.

Повышение экспрессии генов RH2 и LWS у
самок и самцов трёхиглой колюшки в условиях
пресноводной адаптации не опосредовано
пролактином. Экспрессия генов RH2 и LWS,
кодирующих длинноволновые опсины RH2 и
LWS, чувствительные в зелёной и красной об!
ластях спектра соответственно, в сетчатке глаз
самок трёхиглой колюшки повышалась при
острой и хронической пресноводной адапта!
ции (рис. 3, а и в), что говорит в пользу повы!
шения чувствительности цветового зрения к
длинноволновому излучению. Однако, по!
скольку этот эффект не воспроизводился при
введении пролактина в условиях морской во!
ды (рис. 3, б и г), мы предполагаем пролактин!
независимый характер изменения экспрессии
данных опсинов. Изменение экспрессии дан!
ных опсинов при пресноводной адаптации мо!
жет быть результатом влияния эстрогенов, для
которых ранее был показан стимулирующий
эффект на экспрессию RH2 и LWS в сетчатке
обыкновенной гамбузии Gambusia affinis [11].
У самцов, в отличие от самок колюшек, экс!
прессия генов RH2 и LWS в сетчатке глаз не ме!
нялась при адаптации к пресной воде, и, как и у
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ОПСИНЫ СЕТЧАТКИ ГЛАЗА САМОК И САМЦОВ ТРЁХИГЛОЙ КОЛЮШКИ

самок, не менялась в условиях морской воды
после введения пролактина (рис. 6). С одной
стороны, это доказывает пролактиннезависи!
мый характер регуляции длинноволновых опси!
нов у самок и самцов трёхиглой колюшки, с дру!
гой – может подтверждать гипотезу о возмож!
ном положительном влиянии эстрогенов на эти
опсины у самок, но оставляет открытым вопрос
об опосредованном половыми гормонами, а не
пролактином, изменении цветового зрения рыб
в условиях пресноводной адаптации.

Таким образом, цветовое зрение у самок и
самцов трёхиглой колюшки в условиях пресно!
водной адаптации меняется неодинаково. Для
самок при хронической пресноводной адапта!
ции показано пролактинзависимое снижение
экспрессии гена SWS2 и пролактиннезависимое
повышение экспрессии генов RH2 и LWS. Соче!
танное повышение чувствительности зрения са!
мок к длинноволновой области спектра и сни!
жение чувствительности в коротковолновой
способствуют лучшему распознаванию красно!
го и зелёного цвета, что может иметь ключевое
значение для распознавания полового партнёра
во время нереста. Изменение цветового зрения
самцов при пресноводной адаптации сопряже!
но с уменьшением чувствительности в коротко!
волновой части спектра, опосредованным про!
лактинзависимым снижением экспрессии ге!

на SWS2, в то время как экспрессия генов ос!
тальных опсинов не меняется. Тем не менее по!
добное изменение транскрипционной актив!
ности сетчатки самцов также может способство!
вать итоговому повышению чувствительности к
длинноволновой части спектра.

Можно заключить, что адаптивные эффек!
ты пролактина при пресноводных миграциях
трёхиглой колюшки проявляются не только в
регуляции водно!солевого обмена, но также
цветового зрения, и они могут различаться у са!
мок и самцов.
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OPSINE GENES EXPRESSION IN EYE RETINA OF FEMALE
AND MALE THREESPINED STICKLEBACKS Gasterosteus aculeatus L.

DEPENDS ON FRESHWATER ADAPTATION AND PROLACTIN

N. S. Pavlova1*, A. R. Gizatulina2, T. V. Neretina3, and O. V. Smirnova1

1 Department of Human and Animal Physiology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,
119991 Moscow, Russia; e4mail: pav.nad.ser@gmail.com

2 Department of Physiology and General Pathology, Faculty of Fundamental Medicine,
Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia

3 Pertsov White Sea Biological Station, Moscow State University, 186671 poselok Seaside,
Loukhsky District, Republic Karelia, Russia

Color vision sensitivity is crucial for fish adaptation during migration and reproduction. Prolactin and prolactinlike
hormone are important hormonal regulators in both these processes. We hypothesized that prolactin might influence
color vision sensitivity during freshwater migrations in fish. We studied the effects of prolactin and freshwater adapta!
tion during spawning period on opsin gene expression (SWS1, SWS2, RH2, LWS) in the retina of female and male
threespined sticklebacks Gasterosteus aculeatus L. Prolactin gene expression elevates in the brain of female, but not
male, and prolactinlike hormone gene expression decreases in the brain of both male and female sticklebacks during
freshwater adaptation. Opsin SWS2 gene expression decreases in female and male retina during freshwater adaptation
and after prolactin administration. In the retina of male sticklebacks opsin SWS1 gene expression decreases after pro!
lactin administration but not freshwater adaptation. Opsins RH2 and LWS gene expression did not depend on pro!
lactin administration in male and female sticklebacks. We conclude that some opsin genes retinal expression is regu!
lated by prolactin in sticklebacks and could depend on sex and freshwater adaptation. This expands the knowledge of
adaptive effects of prolactin on fish during freshwater migrations.

Keywords: prolactin, opsins, threespined stickleback Gasterosteus aculeatus L., freshwater adaptation, color vision
adaptation, sex dependant effects
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Белок сиртуин 3 (SIRT3) представляет собой лизиндеацетилазу, играющую важную роль в поддержании це�
лостности митохондрий, являющихся уязвимой мишенью при многих заболеваниях. Интересно, что кле�
точное старение может быть обращено только лишь путём суперэкспрессии SIRT3, что вызывает много
вопросов о роли SIRT3 в молекулярных механизмах борьбы со старением. Анализ функционирования
SIRT3 мы провели на основе имеющихся данных по взаимодействию 407 субстратов этого белка. Результа�
ты изучения многообразия путей и прогнозирования функций генов подтвердили роль SIRT3 в первичном
метаболизме и производстве ATP митохондриями. Кроме того, SIRT3, предположительно, задействован в
термогенезе, при развитии дегенеративных заболеваний головного мозга, таких как болезнь Альцгеймера,
болезнь Паркинсона, болезнь Хантингтона, а также неалкогольной жировой болезни печени. Приоритиза�
ция белков в узлах исследуемого пути продемонстрировала, что субъединицы комплекса I дыхательной цепи
митохондрий (MRC) являются основными регуляторными точками во всей сети взаимодействий. Дополни�
тельными приоритетными узлами оказались субъединица сукцинатдегидрогеназы B (SDHB) комплекса II и
ATP5F1 комплекса V MRC. Проведенный анализ подтверждает существование NADH/NAD+�зависимой
регуляторной петли обратной связи между SIRT3, комплексом I MRC и ацетил�КоА�синтетазами, а также
наличие ядерных субстратов SIRT3. Малоисследованные функции субстратов SIRT3, таких как LMNA и
LMNB, HIF�1α, p53, DNA�PK и PARK7, отмечены как перспективные для дальнейших научных исследо�
ваний. SIRT3 действует как репрессор BACE1 через SIRT3�LKB1�AMPK�CREB�PGC1A�PPARG�BACE1
(SIRT3�BACE1), функции которого наилучшим образом соответствуют механизмам циркадного ритма.
Формируется новая рабочая гипотеза терапевтической мишени для лечения болезни Альцгеймера. Также
обозначены другие важные пути терапевтических вмешательств, ассоциированные с активностью SIRT3.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SIRT3, NAD+�зависимая деацетилаза, сеть белковых взаимодействий, анализ обога�
щения путей, старение, дыхательная цепь транспорта электронов, митохондрии, возрастные заболевания.
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ВВЕДЕНИЕ

Обращение вспять процесса старения или,
по крайней мере, его отсрочка – очень амбици�
озная задача для многих поколений ученых. С
точки зрения общественного здравоохранения,
желаемым результатом была бы не возможность
продления общей продолжительности жизни
человека, а сохранение здоровья людей пожило�
го возраста.

Семейство белков�сиртуинов известно бла�
годаря его функциональной связи со старением
и возрастными заболеваниями, а также особым
свойствам сиртуина 3 (SIRT3), NAD+�зависи�
мой лизиндеацетилазы, играющей важную роль
в защите целостности митохондрий. Экспери�
менты на SIRT3�нокаутных (SIRT3 KO) мышах
продемонстрировали гиперацетилирование
большинства митохондриальных белков этих
мышей, тем самым подтверждая роль SIRT3 как
основной митохондриальной деацетилазы [1].
Нокаутные по SIRT3 мыши демонстрируют по�
тенциальную активность этого белка в контекс�
те возрастных заболеваний, поскольку у этих
животных развивается целый ряд болезней,
включая рак, нейродегенеративные и сердечно�
сосудистые заболевания, а также нарушения ме�
таболизма [2]. Такие мыши демонстрируют из�
менения энергетики митохондрий и синтеза
ATP, сопровождающиеся повышенным ацети�
лированием митохондриальных белков, вклю�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БА – болезнь Альцгеймера;
БП – болезнь Паркинсона; БХ – болезнь Хантингтона;
НАЖБП – неалкогольная жировая болезнь печени;
ТБЖ – ткань бурого жира; цикл TCA – цикл трикарбоно�
вых кислот; АРР – предшественник бета�амилоида;
BACE1 – бета�секретаза 1; СС – циркадные часы (circadi�
an clock); CR – ограничение калорий (calorie restriction);
LMNA – ламин A/C; MRC – дыхательная цепь митохонд�
рий; NHEJ – негомологичное соединение концов;
OXPHOS – окислительное фосфорилирование; PDH – пи�
руватдегидрогеназа; ROS – активные формы кислорода;
wt – дикий тип.



NAHÁLKOVÁ

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  2  2022

290

чая Mn�зависимую супероксиддисмутазу, кото�
рая в таком состоянии теряет способность защи�
щать от возросшего количества активных форм
кислорода (ROS). Этот процесс в конечном сче�
те приводит к канцерогенезу, и, таким образом,
SIRT3 действует как опухолевый супрессор, по�
скольку его отсутствие запускает онкогенез [3].
SIRT3 играет решающую роль в регулировании
биоэнергетики митохондрий, которая активиру�
ется питательными веществами и физическими
упражнениями [4]. Уровень экспрессии сиртуи�
на 3 снижается в сенесцентных стволовых клет�
ках человека (HSC�s) [5], в клетках лобных до�
лей и гиппокампе старых крыс [6]. Интересно,
что старение клеток HSC может быть обращено
только лишь путем сверхэкспрессии SIRT3, что
свидетельствует о важной роли этого белка в
клеточных механизмах борьбы со старением [5].
SIRT3 также действует как нейропротектор, за�
щищая митохондрии путем подавления продук�
ции ROS, предотвращая снижение мембранного
потенциала в митохондриях, а также выступая в
роли сенсора нейротоксических воздействий в
моделях болезни Альцгеймера (БА) на крысах и
в тканях головного мозга при БА [7].

Для изучения молекулярного механизма
действия SIRT3 в процессе старения в настоя�
щей работе исследуются взаимодействия SIRT3
с его субстратами. При анализе мы использова�
ли предположение, что прямые взаимодействия
белок�белок говорят об их участии в одних и тех
же заболеваниях, и что взаимодействующие
белки с высокой степенью достоверности участ�
вуют в идентичных клеточных и молекулярных
реакциях [8]. В работе мы использовали анализ
обогащения молекулярных путей с использова�
нием сервиса GeneMania, работающего в среде
Cytoscape, который был дополнен онлайн�ана�
лизом STRING. С помощью приложений
CytoHubba и CODE мы определили высокопри�
оритетные белковые комплексы (узлы пути) и
кластеры с основными регуляторными функци�
ями. Результаты анализа обсуждаются в рамках
антивозрастных функций фермента и его роли в
работе митохондрий при возрастных заболева�
ниях. Активность SIRT3 в качестве репрессора
бета�секретазы 1 (BACE1) посредством пути
SIRT3�LKB1�AMPK�CREB�PGC1A�PPARG�
BACE1 (SIRT3�BACE1) позволила сформиро�
вать новую рабочую гипотезу касательно регуля�
ции BACE1, которая является одной из основ�
ных терапевтических мишеней при БА. Наибо�
лее важные сигнальные и метаболические пути,
связанные с активностью SIRT3, выделены в
настоящей работе с целью дальнейших исследо�
ваний способов регулирования ее активности и
разработки терапевтических вмешательств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Список субстратов SIRT3. Субстраты SIRT3
были подобраны из литературных источников
[4, 9–29], которые, в частности, включали круп�
номасштабные протеомные исследования
[30–32] (табл. S1 и S2 в Приложении). В одном
из исследований были выявлены дифференци�
ально ацетилированные митохондриальные
белки, выделенные из печени мышей дикого ти�
па (wt) и нокаутных по SIRT3 мышей
(SIRT3 KO) с помощью жидкостной хромато�
графии и масс�спектрометрии (ЖХ/МС). Для
анализа были отобраны субстраты SIRT3 с дву�
кратным повышением уровня ацетилирования у
мышей SIRT3 KO по сравнению с мышами ди�
кого типа (p = 0,01) [30]. Затем была использова�
на наносистема ЖХ/МС с обращенной фазой
для идентификации субстратов SIRT3 из мито�
хондриального ацетилома печени мышей дико�
го типа и SIRT3 KO. Для дальнейшего анализа
были выбраны белки с минимум 2�кратным по�
вышением уровня ацетилирования в SIRT3 KO
мышах по сравнению с мышами дикого типа
(t�критерий Уэлча с поправкой Стори < 0,01)
[31]. Наконец, были включены субстраты из ис�
следований SILAC по дифференциальному аце�
тилированию белков SIRT3 KO мышей и эмбри�
ональных фибробластов wt мышей, а также
клетки U2OS с ретровирусной гиперэкспресси�
ей SIRT3 в сравнении с клетками с сайленсин�
гом SIRT3 с использованием shRNA (короткие
шпилечные РНК). Дифференциальным поро�
гом было установлено 2�кратное изменение
уровня ацетилирования для отношений
SIRT3 KO/wt и SIRT3 KO/SIRT3 [32]. В оконча�
тельный список субстратов SIRT3, использо�
ванных для анализа, вошли 407 белков (табл. S2
в Приложении).

Анализ GeneMania. Названия белков�
субстратов SIRT3 были заменены на совмести�
мые с GeneMania идентификаторы с использо�
ванием баз данных UniprotKB [33] и OMIM®
(Online Mendelian Inheritance in Man®) [34].
Анализ с использованием GeneMania (3.5.2)
[35–37] был выполнен в среде Cytoscape (3.7.2)
[38] при помощи преобразованного списка
идентификаторов субстратов SIRT3, в качестве
запроса был введен SIRT3 (табл. S2 в Приложе�
нии). В анализе использовали базу данных для
H. sapiens (обновление 13�07�2017) с включени�
ем всех типов взаимодействий. Целью поиска
было выявление 20 основных ассоциированных
генов и максимум 20 характерных признаков с
использованием GO Molecular function weight�
ing. Этот метод был выбран на основе высокой
вероятности совпадения молекулярных функ�
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ций у субстратов SIRT3, поскольку в сети
408 белков (включая SIRT3) было выявлено 1230
белок�белковых взаимодействий [8]. Категория
результатов «Consolidated pathways» («Консоли�
дированные пути») представляет собой резуль�
тат анализа обогащения путей, который в даль�
нейшем будет использован в обсуждении.

STRING'анализ (v. 11) [39] был выполнен он�
лайн с использованием списка субстратов
SIRT3 (табл. S2 в Приложении) в качестве зап�
роса по множеству белков в базе данных H. sapi�
ens. Использовались следующие настройки: ис�
точники поиска активных взаимодействий –
текстовый анализ, эксперименты и базы дан�
ных; минимальный уровень оценки взаимодей�
ствия – наивысшая вероятность (0,9); макси�
мальное число взаимодействий, определяющих
1�ю и 2�ю границы – нет. Результаты анализа
функционального обогащения были экспорти�
рованы со значением False Discovery Rate
(FDR), меньшим или равным 0,05. Сеть взаимо�
действия была сгруппирована по методу класте�
ризации Markov Cluster Algorithm (MCL) [40] с
инфляционным значением, равным 10.

Приоритизация белковых узлов. Высокопри�
оритетные белковые узлы и пути в сети
субстратных взаимодействий SIRT3, построен�
ной GeneMania, были предсказаны с использо�
ванием CytoHubba (0.1) [41]. Приложение было
создано для использования топологического
метода Maximum click centrality (MCC), кото�
рый, по мнению разработчиков, обеспечивает
наивысшую точность в предсказании комплек�
сов с максимальным приоритетом [41]. Соглас�
но выбранным настройкам, проводился поиск
комплексов первой ступени и демонстрация
кратчайшего пути. Комплексы первой ступени
представляют собой белковые узлы, взаимодей�
ствующие непосредственно с искомыми белка�
ми.

Кластерный анализ. Кластеры белковых
комплексов, демонстрирующие высокую сте�
пень взаимодействия, и которые с большой ве�
роятностью представляют собой функциональ�
ные комплексы, были определены с помощью
приложения MCODE к Cytoscape (v. 1.6) [42].
Для анализа были использованы следующие
программные настройки: Network scoring –
Degree Cutoff: 2; Cluster finding – Haircut; Node
score cutoff: 0.2; K�Core: 2; Max. Depth: 100.

Визуализация путей. Визуализация путей бы�
ла осуществлена с помощью базы знаний при�
ложения WikiPathways [43], работающего в среде
Cytoscape (3.9.0) [38], а также с использованием
ссылок на литературу, упомянутых в тексте. Ри�
сунок был создан с помощью Adobe Illustrator
2020 (24.2.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе мы исследовали анти�
возрастные функции основного митохондри�
ального белка, деацетилазы SIRT3, в контексте
потенциальных терапевтических вмешательств.
Основная цель состояла в разработке рабочей
гипотезы, основанной на анализе больших дан�
ных, которая в дальнейшем может быть исполь�
зована в экспериментальных исследованиях,
связанных со старением.

Антивозрастная функция SIRT3 была проде�
монстрирована на HSC�s, в которых указанный
белок способствует выживанию клеток в усло�
виях окислительного стресса и омоложению фе�
нотипа [5]. В молодых клетках уровень экспрес�
сии SIRT3 является высоким, однако он снижа�
ется со старением клеток и тканей, что приводит
к повышению уровня ROS и окислительным
повреждениям [6, 44]. Мыши SIRT3 KO демон�
стрируют значительный спектр заболеваний,
ассоциированных со старением [2]. Ввиду упо�
мянутого антивозрастного эффекта SIRT3 [5],
фармакологическая активация его экспрессии и
регуляция функционально связанных путей яв�
ляются очень востребованными в контексте раз�
работки антивозрастной терапии.

В настоящей работе исследуются взаимодей�
ствия в сети белковых субстратов SIRT3, для чего
был применен анализ функционального обога�
щения, предсказание функции белка, приорити�
зация белковых узлов и методы кластеризации
(рис. 1 и 2, табл. 1). Анализ сети взаимодействий
применяется для выявления наиболее важных
молекулярных функций, ассоциированных с де�
ацетилирующей активностью SIRT3. Использова�
ние искусственного интеллекта особенно полез�
но для извлечения информации из ограниченных
литературных источников, которая может ус�
кользнуть от внимания при рутинном анализе
данных. На основе полученной информации мо�
гут быть выдвинуты новые гипотезы и сделаны
выводы, потенциально имеющие значение в
дальнейших экспериментальных исследованиях.

Приоритизация белковых узлов проводится
с целью выявления белковых узлов и кластеров
в сети взаимодействия, имеющих важные регу�
ляторные роли. Внимание также уделяется
субклеточной локализации субстратов SIRT3,
что важно при интерпретации функционала
SIRT3 в различных клеточных компартментах.
Также была построена модель регуляции уровня
BACE1 путем активации SIRT3, которая может
быть использована при исследовании потенци�
альной терапии при БА.

Система взаимодействия SIRT3–субстрат. В
настоящей работе используется приложение
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Рис. 1. Анализ обогащения путей в сети взаимодействия субстратов SIRT3, выполненный с использованием приложения
STRING. а – Пути KEGG; b – GO категория «клеточные компоненты». Анализ был выполнен с использованием списка
субстратов SIRT3 в качестве множественного запроса по базе данных H. sapiens
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GeneMania в среде Cytoscape, аналитический
инструмент для исследования обогащения и
прогнозирования функций генов, основанный
на объединенных геномных и протеомных дан�
ных, а также данных по экспрессии мРНК
[35, 36, 45].

Программа позволяет провести сопоставле�
ние проверяемых субстратов с предсказанными
и экспериментально подтвержденными физи�
ческими белок�белковыми взаимодействиями,
генетическими взаимодействиями, результата�
ми исследований по колокализации и коэкс�
прессии. Наконец, она подходит для известных
сигнальных и метаболических сетей. Одним из
преимуществ приложения GeneMania является
его интеграция со средой Cytoscape, которая
позволяет эффективно конструировать сети вза�
имодействий. База данных GeneMania постоян�
но обновляется и пополняется новой информа�
цией [37], что не всегда происходит с другими
типами платформ по анализу взаимодействий в
путях.

Результаты GeneMania соответствовали из�
вестным наиболее важным функциям системы
взаимодействия субстратов с SIRT3, которые
связаны с дыхательной цепью переноса элект�
ронов; основными метаболическими путями;
метаболизмом жирных кислот, триацилглице�
ридов и кетоновых тел; в то же время ассоциа�
ция с болезнью Альцгеймера и Хантингтона

имела более низкий ранг (табл. 1). Дополни�
тельно была проведена приоритизация белко�
вых узлов с помощью CytoHubba. Субъединицы
NADH:убихинон оксидоредуктазы, представля�
ющие комплекс I дыхательной цепи митохонд�
рий (MRC), были определены как узлы с наи�
высшим рангом (рис. 2). Это говорит о крити�
ческой важности их роли в регулировании взаи�
модействий SIRT3 и его субстратов (табл. 1).
Также высокий ранг был присвоен субъедини�
це B сукцинатдегидрогеназы (SDHB) комплек�
са II, а также ATPF1, кодирующему субъедини�
цу B ATP�синтазы F0 в комплексе V MRC. Клас�
терный анализ с применением MCODE выявил
среди наиболее важных групп приоритетную
подсистему из 70 узлов, участвующих в окисли�
тельном фосфорилировании (OXPHOS), в дыха�
тельной цепи переноса электронов, а также ас�
социированную с развитием БА и болезни Хан�
тингтона (БХ) (данные не показаны); указанная
подсистема определяет основные регуляторные
узлы в общей системе взаимодействий пути.

Анализ GeneMania был в дальнейшем до�
полнен при использовании анализа функцио�
нального обогащения с применением онлайн
базы данных STRING, что привело к получению
прочно связанной сети белок�белковых взаимо�
действия субстратов SIRT3 (рис. 1). Алгоритм
дополняет базу данных о белках�субстратах
SIRT3, используя данные об известных взаимо�

Консолидированный путь

Дыхательная цепь переноса электронов

Метаболические пути

Метаболизм жирных кислот, триацилглице�
ридов и кетоновых тел

Окислительное фосфорилирование

Метаболизм

Метаболизм жирных кислот

Болезнь Альцгеймера

Метаболизм аминокислот и их производных

Болезнь Хантингтона

Таблица 1. Результат анализа обогащения путей и прогнозирования функции гена в сети взаимодействия субстратов
SIRT3 с использованием приложения GeneMania в среде Cytoscape (3.7.2). Анализ был проведен с использованием базы
данных H. sapiens (обновление 13�07�2017) с включением всех типов взаимодействий

Описание базы данных 

Reactome React 22393.2 дыхательная цепь переноса электронов

KEGG hsa01100 метаболические пути

Reactome React 22279.2 метаболизм жирных кислот, триацил�
глицеридов и кетоновых тел

KEGG hsa00190 окислительное фосфорилирование

Reactome React 111217.2 метаболизм

KEGG hsa00071 метаболизм жирных кислот

KEGG hsa05010 болезнь Альцгеймера

Reactome React 13.4 метаболизм аминокислот и их производных

KEGG hsa05016 болезнь Хантингтона

Ранг*

19,38

7,56

5,56

4,93

2,54

2,33

1,23

0,44

0,13

Примечание. Анализ был проведен с использованием базы данных H. sapiens (обновление 13�07�2017) и включением всех
типов взаимодействий.
* Ранг (вес) показывает прогностическую ценность, присвоенную GeneMania в отношении того, насколько указанные пу�
ти соответствуют набору данных, указанных в запросе, по сравнению другими данными (вне запроса).
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действиях, полученные из открытых источни�
ков и с помощью вычислительных прогнозов.
Система также выполняет дополнительную
классификацию на основе Gene Ontology,
KEGG, высокопроизводительного поиска в
текстовых данных и иерархической кластериза�
ции системы [39, 46, 47], что может быть полез�
но в контексте исследований по разным биоло�
гическим вопросам.

Кластеризуя данные с использованием мето�
да MCL мы дополнили результаты STRING с
учетом классификации путей KEGG и продемон�
стрировали связь субстратов SIRT3 с болезнью
Паркинсона (БП), БХ, БА и неалкогольной жи�
ровой болезнью печени (НАЖБП) (рис. 1, а)
[40, 48]. Высокий уровень экспрессии SIRT3 в
метаболически активных тканях, таких как мозг,
печень, сердце и ткань бурого жира (ТБЖ), кор�
релирует с его функциональной ролью в разви�
тии нейродегенеративных заболеваний,
НАЖБП и в процессе термогенеза (рис. 1, а) [1].

Система взаимодействий на основе класси�
фикации путей KEGG и их кластеризации при
использовании MCL (рис. 1, а) демонстрирова�
ла разделение на 5 кластеров, коррелирующих
с субклеточной локализацией субстратов
SIRT3 (рис. 1, b). Кластер I содержит субстраты
SIRT3, связанные с OXPHOS, БА, БП, БХ и
НАЖБП (рис.1, а). Он состоит из субъединиц
NADH:убихинон оксидоредуктазы (комп�
лекс I), фермента, который осуществляет пере�
нос электронов от NADH к убихинону, части
дыхательной цепи переноса электронов
(рис. 1, а). Активность комплекса I ингибирует�
ся у мышей SIRT3 KO, в то время как влияние
SIRT3 может восстанавливать его активность,
что обусловлено деацетилазной активностью
SIRT3. Нарушение продукции ATP составляет
более 50% у мышей SIRT3 KO и ~30% – в выде�
ленных клетках эмбриональных фибробластов
мыши (MEF) [49]. Указанные результаты согла�
суются с данными настоящей работы: SIRT3 де�
ацетилирует различные субъединицы комплек�
сов I, II и даже комплекса V MRC (кластер I и II,
рис. 1, а), которые совпадают с приоритетными
субстратами системы, построенной при помощи
GeneMania (рис. 2). Однако, по�видимому, регу�
ляция митохондриальной активности SIRT3
лишь частично обусловлена деацетилазной ак�
тивностью этого фермента, поскольку его нокаут
не снижает уровень клеточного ATP до нуля.
Настоящий анализ подтверждает существование
регулируемой NADH/NAD+ петли обратной
связи между SIRT3, комплексом I MRC и аце�
тил�КоА�синтетазами [49]. SIRT3 требует для
своей активности NAD+, генерируемого комп�
лексом I MRC, который, в свою очередь, акти�

вируется деацетилазой SIRT3 и создает регули�
руемый цикл обратной связи [49]. Примечатель�
но, что SIRT3 и другие сиртуины также активи�
руют путем деацетилирования ряд ацетил�КоА�
синтетаз [10] (табл. S2 в Приложении, колонки
24–32), которые являются донорами ацетила для
ацетилирования белка, включая комплексы I, II
и V MRC и поставщиков ацетил�КоА. Что каса�
ется этой функции, SIRT3 превосходит другие
сиртуины по деацетилированию ACSS2 [10] и
индуцирует дополнительную выработку энергии
митохондриями, контролируя синтез аце�
тил�КоА. Один из субстратов ACSS2 превращает
ацетат и жирные кислоты в ацетил�КоА, в ос�
новном используемый для окисления в цикле
трикарбоновых кислот (TCA, цикл Кребса), и,
таким образом, вносит значительный вклад в
производство NADH и ATP [50]. NADH допол�
нительно используется комплексом I MRC для
создания протонного градиента для ATP�синта�
зы и NAD+, который замыкает регуляторный
цикл. Анализ приоритизации в системе взаимо�
действий подтвердил в высшей степени значи�
мую роль механизмов, связанных с активностью
деацетилазы SIRT3, оказывающей наибольшее
влияние на клеточную энергетику.

Кластер также включает субъединицы комп�
лекса сукцинатдегидрогеназы, субъединицу A

Рис. 2. Приоритизация белковых узлов в сети взаимодей�
ствия субстратов SIRT3, предсказанная с использованием
CytoHubba (0.1). Сеть была создана с применением прило�
жения GeneMania (3.5.2) в среде Cytoscape (3.7.2) с исполь�
зованием базы данных H. sapiens (обновление 13�07�2017) с
включением только физических взаимодействий. Ранги
узлов обозначены цветом от самого высокого (красный) до
низкого (желтый)
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(SDHA) и субъединицу B (SDHB), комплекс II
MRC. Результаты настоящей работы согласуют�
ся с результатом процессирования сиртуином 3
субъединиц комплекса II, предложенным неко�
торыми авторами [51]. Физическое взаимодей�
ствие SIRT3 и SDHB было также продемонстри�
ровано в двух других независимых эксперимен�
тах, однако без обнаружения специфических
сайтов ацетилирования [52]. В другой работе со�
общается, что деацетилирование SDHA SIRT3
оказывает лишь ограниченное стимулирующее
действие на активность всего комплекса II [53],
либо оно вообще отсутствует [49]. Упомянутая
ограниченность в регуляция путем ацетилиро�
вания все же имеет смысл, потому что комплекс
II MRC является важным ферментативным
комплексом, и полная его инактивация являет�
ся летальной [53].

Кластер II включает субстраты, ассоцииро�
ванные с БА, БП и БХ, которые также играют
роль в процессах термогенеза и OXPHOS
(рис. 1, а). Кластер состоит из субъединиц
ATP�синтазы (комплекс V), последнего фер�
мента в цепи окислительного фосфорилирова�
ния митохондрий, который производит клеточ�
ную энергию в форме ATP путем хемиосмоти�
ческого выброса протонов. Повышенное ацети�
лирование субъединиц фермента происходит в
митохондриях печени и мышц SIRT3 KO мы�
шей, когда у животных наблюдается недоста�
точная выработка митохондриального ATP [4].
Это указывает на то, что SIRT3 деацетилирует и
фактически регулирует активность комплек�
са V MRC. С другой стороны, SIRT3, стимули�
руемый питательными веществами, ограниче�
нием калорий (CR) и физическими упражнени�
ями, деацетилирует субъединицы ATP�синта�
зы a, b, c, d и OSCP, что приводит к увеличению
энергоснабжения митохондрий и антивозраст�
ным эффектам [4]. Поразительно, что SIRT3 не�
обходим для поддержания мембранного потен�
циала здоровых митохондрий, где он связан с
ATP�синтазой через уровень pH и стресса [54].
Связь между SIRT3 и ATP5O может быть нару�
шена при изменении потенциала внутренней
митохондриальной мембраны, но не при инги�
бировании активности ATP�синтазы при синте�
зе ATP. Вместо этого ATP5O является одним из
субстратов SIRT3 (табл. S2 в Приложении) и,
как и в случае других субъединиц ATP�синтазы
(табл. 2, строки 59–68), его активность регули�
руется посредством деацетилирования SIRT3,
что позволяет предположить, что связывание
опосредовано взаимодействиями фермент�
субстрат. Мембранный потенциал митохондрий
зависит от SIRT3, поскольку после его падения
он быстро восстанавливается в клетках wt HeLa,

но не в клетках SIRT3 KO [54]. Субъединица
ATP5F1 является одним из приоритетных узлов
в системе взаимодействия SIRT3�субстрат
(рис. 2), которая, параллельно с деацетилирова�
нием других субъединиц комплекса V MRC, де�
монстрирует важнейшую роль в биоэнергетике
митохондрий.

Кластер III состоит из ферментов, участвую�
щих в цикле трикарбоновых кислот, не связан�
ных в сети через STRING ни с одной из основ�
ных болезней (рис. 1, а), однако имеющих боль�
шое значение в развитии онкологических забо�
леваний и БА. Метаболизм глюкозы в мозге
сильно нарушается при БА, причем ферменты
цикла TCA с максимальным снижением уровня
стоят выше (upstream) от сукцинил�КоА в мета�
болическом пути [55]. PDHX, PDHB, PDHA1
(рис. 1, а, кластер III) являются субъединицами
ферментативного комплекса пируватдегидроге�
назы (PDHC), который участвует в первой и не�
обратимой ферментативной реакции на стадии,
соединяющей гликолитический цикл и TCA,
превращая пируват в ацетил�КоА. SIRT3 акти�
вирует субъединицу фермента PDHA1 путем ее
деацетилирования, что имеет важное значение
для регуляции эффекта Варбурга в раковых
клетках [56, 57]. Отложения бета�амилоида (Aβ)
в мозге при БА вызывают повышенное фосфо�
рилирование PDHC, приводящее к снижению
продукции энергии из�за смены режима метабо�
лизма, а именно, перехода от OXPHOS к глико�
лизу. В связи с этим ограничением в метаболиз�
ме альтернативная энергия вырабатывается пу�
тем обратной ферментативной реакции, превра�
щающей оксалоацетат в сукцинат, и с помощью
цепи переноса электронов в комплексе I [58].
Ассоциированная с возрастом стимуляция ки�
назы пируватдегидрогеназы (PDK) инактивиру�
ет PDHC посредством ее фосфорилирования, и
возникающий в результате дефицит продукции
АТР приводит к повреждению митохондрий и
ухудшению функции синапсов [59]. Поскольку
экспрессия SIRT3 имеет тенденцию к сниже�
нию в стареющих клетках и тканях [5, 6], то ста�
рение связано со снижением выработки митохон�
дриальной АТР из�за снижения активности
OXPHOS.

Кластер IV образован субстратами SIRT3,
участвующими в распаде жирных кислот и в ме�
таболизме аминокислот с разветвленной цепью
(рис. 1, а). Повышенное ацетилирование пиру�
ватдегидрогеназы у мышей SIRT3 KO приводит
к метаболическому переключению за счет повы�
шенного окисления жирных кислот и накопле�
ния лактата в мышцах [24]. Это также вызывает
гиперацетилирование длинноцепочечной ацил�
КоА�дегидрогеназы, что приводит к накопле�
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нию длинноцепочечных жирных кислот как
промежуточных продуктов метаболизма [20].
Это говорит о том, что активность деацетилиро�
вания SIRT3 оказывает более широкое регули�
рующее действие, включая не только метабо�
лизм глюкозы, но и метаболизм жирных кислот
и разветвленных аминокислот.

Субклеточная локализация SIRT3 и его
субстратов. При том, что в основном деацетила�
за описывается как митохондриальный белок,
существуют разногласия по поводу субклеточ�
ного расположения SIRT3 в других компарт�
ментах. Согласно некоторым сообщениям,
SIRT3 перемещается между ядром и митохон�
дриями при воздействии клеточного стресса или
сверхэкспрессии. Прежде чем он будет экспор�
тирован в митохондрии, SIRT3 подвергается
N�концевому отщеплению 142 аминокислотных
остатков [60]. Ядерная локализация SIRT3, од�
нако, ранее подвергалась сомнению некоторы�
ми авторами, поскольку деацетилаза, согласно
их экспериментам, является исключительно ми�
тохондриальным ферментом [61, 62].

Чтобы оценить локализацию внутриклеточ�
ной активности SIRT3, данные STRING о сети
взаимодействия субстратов SIRT3 классифици�
ровали с помощью GO категории «клеточный
компартмент». Результаты продемонстрировали
четыре основных субклеточных компартмента в
качестве мест расположения субстратов SIRT3.
Ими были ядро, митохондрии, цитоплазма и пе�
роксисомы (рис. 1, b). Большинство субстратов
SIRT3 были также локализованы в цитоплазме
(данные не показаны), за исключением гисто�
новых белков. Субстраты SIRT3, используемые
для анализа данных, были получены в результа�
те анализа митохондриальных фракций [30, 31],
где, соответственно, митохондриальные белки
представлены в больших количествах. Исклю�
чением является исследование SILAC [32]
(табл. S1 в Приложении), в котором лизировали
цельные клетки и исследовали методами
ЖХ/МС. Список субстратов SIRT3, получен�
ный в результате этого исследования, содержит
множество гистоновых белков (рис. 1, b), в то
время как их присутствие в списках субстратов
из других источников [30, 31] ограничено.

Интересно, что кластеры I и II (рис. 1, b) со�
держат как митохондриальные, так и ядерные
субстраты SIRT3. Субъединицы дыхательной
цепи переноса электронов комплекса I
(NDUFS1–3, NDUFS6), субъединица 9 ацил�
КоА дегидрогеназы (ACAD9) и NDUFAB1 рас�
положены как в митохондриях, так и в нуклео�
плазме. Субъединица B периферической мембра�
ны АТР�синтазы (ATP5F1) также локализована
в нуклеоплазме, митохондриальной мембране и

митохондриальном матриксе (рис. 1, b). PNPT1
участвует в производстве митохондриальной
мРНК, а полиаденилирование проходит в мито�
хондриальных рибосомах и митохондриальной
оболочке [63]. SLC25A13, митохондриальный
переносчик кальция, локализующийся в мито�
хондриальном матриксе и митохондриальном
нуклеоиде, транспортирует цитоплазматичес�
кий глутамат через внутреннюю митохондри�
альную мембрану для создания источника мито�
хондриального аспартата [64] (рис. 1, b).

Кластер III включает митохондриальные
белки, кодируемые в ядре и локализованные в
различных митохондриальных компартментах
(рис. 1, b). Субстраты SIRT3 GFM1, GFM2 и
TSFM, включенные в эти кластеры, являются
митохондриальными факторами элонгации,
важными для трансляции белка в митохондри�
ях, и они локализованы в митохондриальном
матриксе. Их мутации являются причиной мито�
хондриальных заболеваний, вызванных дефи�
цитом MRC [65–67]. Другой фактор элонгации
трансляции, TUFM, локализован как в матрик�
се, так и в нуклеоидах митохондрий (рис. 1, b)
[68]. Было продемонстрировано, что SIRT3 ре�
гулирует трансляционную активность митохон�
дриальных рибосом [19]. Митохондриальные
рибосомные белки MRPL10, MRPL11,
MRPL12, MRPL45, MRPL46, MRPS22,
MRPS26, MRPS30 и MRPS9, входящие в этот
кластер, кодируются ядерной ДНК.

Кластер IV содержит ядерные гистоновые
белки и несколько белков нуклеоплазмы
(рис. 1, b). Ферментативно активный SIRT3 вы�
полняет функцию сайленсинга путем деацети�
лирования H4K16Ac, H3K9Ac [60] и H3K56Ac
[69], что также свидетельствует в пользу наличия
активного SIRT3 в ядре. Интересно, что совме�
стная экспрессия SIRT3 и SIRT5 приводит к его
перемещению из митохондрий в ядро [70]. Сре�
ди сиртуинов SIRT3 обладает наилучшей спо�
собностью к освобождению β�гидроксибутири�
ла (bhb) от ядерного субстрата H3K9bhb [63], а
также деацетилированию ядерного субстрата
H3K56 [64].

Кластер V включает несколько значимых
субстратов SIRT3 с интересными молекулярны�
ми функциями, которые локализованы в нуклео�
плазме: в частности, LMNA, LMNB и HIF�1α,
p53 и PRKDC, на которых остановимся далее.
LMNA как субстрат SIRT3 был выявлен при по�
мощи метода SILAC в клетках U2OS, сверхэкс�
прессирующих SIRT3 в отличие от нокаутных
клеток, в то время как LMNB был обнаружен
идентичной методикой в SIRT3 KO MEF при
сравнении с клетками wt (табл. S1 в Приложе�
нии) [32]. Интересно, что, подобно связанным
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со старением функциям SIRT3, мутации его
субстрата LMNA вызывают синдром прежде�
временного старения, синдром прогерии Хат�
чинсона–Гилфорда [71]. Интересно, что ацети�
лирование K134 LMNB1 опосредует стабиль�
ность ядра и клеточного цикла. Оно индуцирует
стойкую активацию контрольной точки по�
вреждения ДНК в фазе G1/S, остановку клеточ�
ного цикла в фазе G1, отрицательно регулирует
аномальное каноническое негомологичное со�
единение концов (cNHEJ) и вызывает актива�
цию связывания LMNB1 с периферическими
белками ядра [72]. Клетки с делетированным
LMNA/C также демонстрируют аберрации в ре�
парации удаленных оснований ДНК (BER) [73],
репарации двунитевого разрыва ДНК (DSB) и
гомологичной рекомбинации (HR) [71]. В связи
с широким спектром интересных функций ла�
минов и практически отсутствием информации
об их деацетилировании соответствующие ис�
следования SIRT3 заслуживают внимания.

Еще одним важным субстратом, включен�
ным в этот кластер, является HIF�1α (табл. S1 в
Приложении) [32], который также деацетилиру�
ется SIRT1 в позиции K674 [74]. SIRT3 является
важнейшим регулятором метаболизма раковых
клеток, поскольку он опосредует переход мета�
болизма на гликолиз путем дестабилизации
HIF�1α посредством его деацетилирования. Но�
каут приводит к росту уровня ROS, стабилизи�
рует HIF�1α и усиливает эффект Варбурга, в то
время как сверхэкспрессия действует как суп�
рессор опухоли путем ингибирования гликолиза
и пролиферации раковых клеток [13, 75].

Другим важным субстратом, входящим в
этот кластер, является р53, классический суп�
рессор опухолей, который уже был идентифи�
цирован как субстрат SIRT3 в раковых клетках с
дефицитом PTEN [76]. Удивительно, но весь био�
логический процесс нейродегенерации может
быть обращен вспять лишь за счет увеличения
экспрессии SIRT3, поскольку при коэкспрессии
с p53 сиртуин 3 предотвращает повреждение ми�
тохондрий нейронов [77]. Активация SIRT3 мо�
жет приводить к эффективному снижению
уровня повреждений при нейродегенерации,
вызванной повышением р53, что является перс�
пективным в контексте разработки терапии.

Еще один важный субстрат, ДНК�зависимая
протеинкиназа (PRKDC, DNA�PK) [30, 32] яв�
ляется ядерным ферментом, участвующим в со�
единении концов при репарации двунитевого
разрыва ДНК (NHEJ) [78, 79]. DNA�PK также
участвует в сохранении длины теломер и их за�
щите, что имеет большое значение как при раке,
так и при старении. В процессе старения, когда
накапливаются разрывы ДНК, активация

DNA�PK приводит к снижению биоэнергетики
митохондрий и физической формы мышц
[80, 81]. Схожим с SIRT3 является эффект диеты
с ограничением калорий (CR, calorie restriction)
и аэробных упражнений, которые могут сни�
жать активность пируваткиназы в процессе ста�
рения [80]. С другой стороны, SIRT3 стимулиру�
ется питательными веществами, ограничением
калорий и физическими упражнениями, что
приводит к функциональной активации мито�
хондрий и антивозрастным эффектам [4]. Функ�
циональные последствия деацетилирования
SIRT3 DNA�PK в производстве энергии мито�
хондриями и механизмах репарации ДНК неиз�
вестны, хотя и могут быть частично предсказа�
ны по основным функциям. Это могло бы стать
интересным предметом для дальнейших науч�
ных исследований.

Деацетилирование PARK7 также может быть
потенциально интересным для дальнейшего
экспериментального изучения. Мутации в гене
PARK7 являются причиной БП с ранним нача�
лом [82], заболеванием, тесно ассоциирован�
ным с сетью взаимодействий SIRT3 с субстрата�
ми (рис. 1, а).

Кластер VI характеризуется молекулярными
функциями, ассоциированными с инактиваци�
ей ROS и β�окислением жирных кислот, а также
уникальной пероксисомной локализацией, тре�
бующей экспериментальной проверки.
Субстраты могут сначала быть обработаны в ми�
тохондриях и ядрах, а затем перемещаться в пе�
роксисомы. Это наблюдение подтверждается
существованием участков мембранного контак�
та пероксисом с другими органеллами, включая
митохондрии и ядра [83].

Наконец, отобранные субстраты SIRT3 были
отсортированы по отдельным кластерам на ос�
нове их субклеточной локализации в митохон�
дриальных, ядерных и пероксисомных компарт�
ментах. Помимо группы исключительно ядер�
ных субстратов, гистонов, другие кодируемые в
ядре белки с важными митохондриальными
функциями деацетилируются SIRT3. Настоящая
работа подтверждает экспериментальные наб�
людения о том, что SIRT3 взаимодействует так�
же с субстратами в ядре, а не исключительно в
митохондриях. Несколько новых ядерных
субстратов SIRT3 с потенциально интересными
биологическими функциями, включая LMNА,
LMNВ, HIF�1α, DNA�PK и PARK7, отобраны
для дальнейших экспериментальных исследова�
ний. Слияние пероксисомной мембраны с дру�
гими органеллами может быть возможным объ�
яснением появления субстратов SIRT3 в перок�
сисомах, однако для подтверждения потребуется
дальнейшее экспериментальное исследование.



NAHÁLKOVÁ

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  2  2022

298

Регуляция BACE1. Что касается молекуляр�
ной функции при БА (табл. 1), активация фер�
ментативной активности SIRT3 значительно
ингибирует выработку Aβ в головном мозге
посредством ингибирования β�секретазы
(BACE1) [84], фермента первой и скорость�ли�
митирующей стадии воздействия на предшест�
венник бета�амилоида (APP). Путь, способ�
ствующий регуляторному воздействию SIRT3
на активность BACE1, был построен с исполь�
зованием базы знаний WikiPathways с приложе�
нием GeneMania и дополнительным анализом

литературы. Была создана рабочая модель меха�
низма ингибирования выработки Aβ в голов�
ном мозге (рис. 3).

В качестве первого шага SIRT3, активиро�
ванный физическими упражнениям и/или огра�
ничением калорий, деацетилирует и активирует
серин/треонин�протеинкиназу 11 (LKB1, STK11;
табл. S2 в Приложении), за которым следует
фосфорилирование AMPK и активация пути
SIRT3�LKB1�AMPK [18]. Это приводит к
активации PGC�1α [84], репрессора BACE1, ко�
торый подавляет выработку Aβ в головном моз�

Рис. 3. Рабочая гипотеза механизма ингибирования синтеза Aβ в головном мозге. Показана регуляция β�секретазы
(BACE1, BACE) на основе сконструированного пути SIRT3�LKB1�AMPK�CREB�PGC1A�PPARG�BACE1. Изображение
пути было создано при использовании базы знаний приложения WikiPathways в среде Cytoscape (3.7.2) и данных литера�
туры [18, 84–87]
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ге [85] (рис. 3). Альтернативно, SIRT3 также акти�
вирует CREB, который непосредственно стиму�
лирует промотор PGC�1α [86]. PGC�1α допол�
нительно требует присутствия PPARG для регу�
лирования экспрессии BACE1. В соответствии с
этой моделью уровень экспрессии PGC�1α сни�
жается в гиппокампе пациентов с БА по сравне�
нию с контрольной группой соответствующего
возраста [87], что подтверждает актуальность ги�
потетического пути SIRT3�LKB1�AMPK�
CREB�PGC1A�PPARG�BACE1 (рис. 3).

Молекулярные функции пути SIRT3�LKB1�
AMPK�CREB�PGC1A�PPARG�BACE1 (рис. 3)
[18, 84–87] были исследованы с помощью ана�
лиза обогащения пути, выполненного с исполь�
зованием приложения GeneMania. Интересно,
что наивысший ранг (вес) получили циркадные
часы (circadian clock, CC) (табл. 2). Это может
быть связано с функцией PGC�1α, который ока�

зывает ингибирующее действие на активность
BACE1. PGC�1α также является ключевым регу�
лятором колебаний в циркадном цикле BMAL1
и CLOCK, координирует функции молекуляр�
ных часов и энергетического метаболизма у
млекопитающих [87].

Интересно, что регулятор циркадного ритма
мелатонин также активирует PGC�1α, который
далее взаимодействует с эстроген�зависимым
рецептором α (ERRA), непосредственно связан�
ным с промотором SIRT3, и усиливает его тран�
скрипционную активность [88]. Более того, CC
регулируют ритм NAD+�зависимого SIRT3 че�
рез путь никотинамидрибозида (NR), который
активируется доступностью питательных ве�
ществ в период кормления [89]. Нарушение CC
может быть причиной заболеваний, связанных с
системой взаимодействия субстратов SIRT3
(рис. 1, а) при БА, БП и БХ [90].

Консолидированный путь

Циркадные часы (CC)

Болезнь Хантингтона

Сигнальные события, опосредованные HDAC класса I

Биология развития

Метаболизм жирных кислот, триацилглицеридов 
и кетоновых тел

LKB1�регулирование

p38�α и p38�β регулирование

Сеть факторов транскрипции ATF�2

Регуляция активности AMPK с помощью LKB1

FSH

Сигнальные события, опосредованные HDAC класса III

mTOR сигнальный путь

Сигнальный путь адипоцитокина

BDNF

PI3K�каскад

AMPK ингибирует активацию транскрипции
посредством chREBP

Таблица 2. Анализ обогащения пути с помощью приложения GeneMania в среде Cytoscape (3.7.2); все белки пути SIRT3�
LKB1�AMPK�CREB�PGC1A�PPARG�BACE1 использовались в качестве запроса

Описание базы данных

Reactome React 24941.3

KEGG hsa05016

Взаимодействие путей Database NCI�Nature Curated Data

Reactome React 111045.1

Reactome React 22279.2

Взаимодействие путей Database NCI�Nature Curated Data

Взаимодействие путей Database NCI�Nature Curated Data

Взаимодействие путей Database NCI�Nature Curated Data

Reactome React 21285.1

Netpath

Взаимодействие путей Database NCI�Nature Curated Data

KEGG hsa04150

KEGG hsa04920

IOB

Reactome React 976.2

Reactome React 1988.3

Ранг

10,55

9,07

7,85

7,83

5,02

3,98

3,57

2,57

1,91

1,90

1,85

1,77

1,75

0,96

0,69

0,15

Примечание. Анализ проводился с использованием базы данных H. sapiens (обновление 13�07�2017) и включал все типы
взаимодействий. Путь циркадных часов получил в анализе самый высокий ранг.
* Ранг (вес) показывает прогностическую ценность, присвоенную GeneMania в отношении того, насколько указанные пу�
ти соответствуют набору данных, указанных в запросе, по сравнению другими данными (вне запроса).
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Интересно, что ацетилирование клеточных
белков также демонстрирует суточные законо�
мерности, при этом большинство ядерных и ци�
топлазматических белков ацетилируются
ночью, а митохондриальные белки модифици�
руются в течение дня. Ритмическое ацетилиро�
вание функционально связано с ритмическим
деацетилированием, в то время как SIRT3 явля�
ется основной митохондриальной деацетилазой
белка [89]. Следовательно, SIRT3 может функ�
ционировать как ритмическая циркадная деаце�
тилаза ядерных и митохондриальных белков с
потенциальным влиянием на развитие нейроде�
генеративных заболеваний, которые могут быть
ассоциированы с узлами пути SIRT3�BACE1.

Регулирование CC также происходит через
путь SIRT3�FOXO3�CLOCK (рис. 3), где FOXO3
является основным регулятором. В условиях
низкого уровня инсулина, характерного для
стареющего мозга [91], он связывается непосред�
ственно с промотором гена CLOCK и регулирует
его транскрипцию [92]. Активация SIRT3 уве�
личивает экспрессию FOXO3 за счет их прямого
физического взаимодействия, которое, однако,
не зависит от активности деацетилазы SIRT3
[93, 94].

В заключение следует отметить, что функция
SIRT3�LKB1�AMPK�CREB�PGC1A�PPARG�
BACE1 тесно связана с путем CC, который нару�
шается при БА, БП и БХ и, по�видимому, явля�
ется одной из причин развития этих заболева�
ний. Путь SIRT3�FOXO3�CLOCK, связанный с
нарушением обмена веществ, продукцией ROS и
аутофагией, также имеет отношение к патогене�
зу БА. Для узловых белков этих путей характерно
взаимное регулирование, что является перспек�
тивным для разработки многоцелевой терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящий анализ сети взаимодействия
субстратов основной митохондриальной деаце�
тилазы, SIRT3, позволил выделить БА, БП, БХ и
НАЖБП как заболевания, наиболее тесно ассо�
циированные с деацетилирующей активностью
указанного фермента. Молекулярные функции,
связанные с субстратами SIRT3, включают ра�
боту дыхательной цепи переноса электронов,
цикл трикарбоновых кислот, метаболизм жир�
ных кислот, триацилглицеридов и кетоновых
тел. Деацетилирование SIRT3 в основном про�
ходит в ткани бурого жира, где оно способствует
адаптивному термогенезу, что также было про�
демонстрировано в ходе настоящего анализа.

SIRT3 деацетилирует множество субъединиц
комплекса I, II и даже комплекса V MRC, при

этом деацетилирование комплекса I является
основным регуляторным звеном во всей сети
взаимодействия анализируемых субстратов.
Анализ подтверждает существование регулятор�
ной петли обратной связи, управляемой
NADH/NAD+, включающей SIRT3, комплекс I
MRC и ацетил�КоА�синтетазу. SIRT3 также де�
ацетилирует и активирует ключевые ферменты
цикла ТКК, такие как PDHA1, ответственную за
переход от OXPHOS к гликолизу. Подавление
экспрессии SIRT3 при старении приводит к
снижению выработки энергии и в конечном
итоге – к снижению уровня энергии в клетке. И,
наконец, деацетилирование субъединиц комп�
лексов II и V способствует регуляции продукции
АТР митохондриями. По�видимому, другие
факторы также играют роль в такой регуляции,
поскольку нокаут SIRT3 не приводит к тоталь�
ному нарушению митохондриальной биоэнер�
гетики, что также было бы интересно исследо�
вать в дальнейшем.

Интересно, что в настоящей работе было вы�
явлено несколько недостаточно изученных
ядерных субстратов, которые играют роль в под�
держании структуры ядра и целостности генома,
стабильности клеточного цикла и репарации
ДНК. Деацетилирование LMNA и LMNB
(синдром Хатчинсона–Гилфорда); HIF�1α (эф�
фект Варбурга), p53 (нейропротекция), DNA�
PK (NHEJ) и PARK7 (семейная форма БП)
вместе с другими субстратами, задействованны�
ми в митохондриальной биоэнергетике, воз�
можно, способствуют антивозрастной актив�
ности SIRT3.

В тканях головного мозга SIRT3 действует
как репрессор BACE1, фермента, который ката�
лизирует решающий этап производства Aβ, од�
ного из маркеров БА. Сконструированный регу�
ляторный путь SIRT3�LKB1�AMPK�CREB�
PGC1A�PPARG�BACE1 создает модель ингиби�
рующего воздействия SIRT3 на ферментатив�
ную активность BACE1 и предлагает ряд альтер�
нативных узлов для мультитаргетного примене�
ния фармацевтических препаратов. Этот путь
тесно связан с функцией CC, которая также
ухудшается при развитии БА и является прямой
причиной патологических нейродегенератив�
ных изменений. Ряд дополнительных функций,
ассоциированных с БА и CC, также осуществля�
ются при участии пути SIRT3�FOXO3�CLOCK.

SIRT3 обладает несколькими механизмами
протективного действия в головном мозге и пе�
чени, включая предотвращение повреждений
митохондрий как последствий нарушения в ды�
хательной цепи переноса электронов, подавле�
ние ROS, ингибирование снижения мембранно�
го потенциала митохондрий и регуляцию мито�
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FOCUS ON MOLECULAR FUNCTIONS
OF ANTI'AGING DEACETYLASE SIRT3

Jarmila Nahálková

Biochemistry, Molecular, and Cell Biology Unit, Biochemworld Co., 74394 Skyttorp,
Uppsala County, Sweden; e�mail: jarmila.nahalkova@biochemworld.net

SIRT3 is a protein lysine deacetylase with a prominent role in the maintenance of mitochondrial integrity, which is a
vulnerable target in many diseases. Intriguingly, cellular aging is reversible just by SIRT3 overexpression, which rais�
es many questions about the role of SIRT3 in the molecular anti�aging mechanisms. Therefore, functions of SIRT3
were analyzed through the interaction network of 407 substrates collected by data mining. Results of the pathway
enrichment and gene function prediction confirmed functions in the primary metabolism and mitochondrial ATP
production. However, it also suggested involvement in thermogenesis, brain�related neurodegenerative diseases
Alzheimer’s (AD), Parkinson’s, Huntington’s disease (HD), and non�alcoholic fatty liver disease. The protein node
prioritization analysis identified subunits of the complex I of the mitochondrial respiratory chain (MRC) as the nodes
with the main regulatory effect within the entire interaction network. Additional high�ranked nodes were succinate
dehydrogenase subunit B (SDHB), complex II, and ATP5F1, complex V of MRC. The analysis supports existence of
the NADH/NAD+ driven regulatory feedback loop between SIRT3, complex I (MRC), and acetyl�CoA synthetases,
and existence of the nuclear substrates of SIRT3. Unexplored functions of SIRT3 substrates such as LMNA and
LMNB; HIF�1a, p53, DNA�PK, and PARK7 are highlighted for further scientific advances. SIRT3 acts as a repres�
sor of BACE1 through the SIRT3�LKB1�AMPK�CREB�PGC1A�PPARG�BACE1 (SIRT3�BACE1), which func�
tions are fitted the best by the Circadian Clock pathway. It forms a new working hypothesis as the therapeutical target
for AD treatment. Other important pathways linked to SIRT3 activity are highlighted for therapeutical interventions.

Keywords: SIRT3, NAD+�dependent protein deacetylase, protein interaction network, pathway enrichment analysis,
aging, respiratory electron transport chain, mitochondria, age�related disease
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