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В патогенезе инфекционного процесса, вызванного в респираторном тракте коронавирусами SARS, MERS,
Covid�2019 и др., можно выделить две стадии: раннюю (этиотропную) и позднюю (патогенетическую). На
первой стадии, когда доминируют размножение и накопление вируса, показано применение химиотерапев�
тических средств, блокирующих размножение вируса. В статье рассмотрены 6 главных химиотерапевтичес�
ких классов, направленных на различные вирусные мишени: ингибиторы вирусной РНК�полимеразы, ин�
гибиторы вирусной протеазы Мpro, ингибиторы протеолитической активации вирусного белка S, осущест�
вляющего вход вируса в клетку�мишень, ингибиторы вирусной депротеинизации в клеточных эндосомах,
препараты экзогенного интерферона, препараты природных и рекомбинантных вируснейтрализующих ан�
тител. На второй стадии, когда размножение вируса падает и доминируют угрожающие патологические
процессы избыточного воспаления, острого респираторного дистресс синдрома, отека легочной ткани, ги�
поксии и угрожающего сепсиса, на первый план выходят применение патогенетических средств, таких как
экстракорпоральная оксигенация крови, дезинтоксикационные, противовоспалительные и антибактери�
альные терапевтические средства и мероприятия.
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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МИШЕНИ В ХИМИОТЕРАПИИ
КОРОНАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

Обзор

© 2020 О.П. Жирнов1,2

ВВЕДЕНИЕ

Семейство коронавирусов (Coronaviridae)
образовано многочисленными вирусами чело�
века и многих животных, включая вирусы сель�
скохозяйственных и диких животных (кошек, со�
бак, летучих мышей, коров, верблюдов, свиней,
птиц и др.). Семейство формируют два подсе�
мейства (Letovirinae и Orthocoronavirinae), кото�
рые включают вирусы 5 родов и ~40 видов виру�
сов [1]. Подсемейство Orthocoronavirinae, в ко�
торое входят коронавирусы человека, состоит из
четырех родов: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus и Deltacoronavirus. Коронави�
русы поражают различные органы и ткани ин�
фицированного организма и являются возбуди�
телями широкого круга заболеваний в том числе
и тяжелого поражения респираторного тракта
человека, так называемой атипичной пневмо�

нии. Как правило, вирусы данного семейства
вызывают острую инфекцию с признаками вос�
паления, имеющего характерные свойства цито�
кинового шторма [2, 3].

Коронавирусы имеют липидную оболочку
(оболочечные вирусы) и содержат геномную
РНК позитивной полярности, которая трансли�
руется рибосомами и направляет синтез вирус�
ных белков и субгеномных РНК с последующей
репликацией вирусного генома и сборкой ви�
русных частиц [1, 4]. Геномная РНК коронави�
русов состоит у разных вирусов из (25–30) × 103

нуклеотидов и кодирует 22–29 вирусных генов и
соответствующих белков, из которых 4 главных
белка (N, S, M, E) формируют вирусные части�
цы (таблица). В состав вирионов могут входить
и дополнительные минорные вирусные белки,
выполняющие роль ионных каналов (виропори�
нов) [5].

В настоящее время возник повышенный ин�
терес к семейству коронавирусов, что обуслов�
лено появлением опасной формы пневмонии у
людей, вызванной штаммом бетакоронавируса

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : MERS – ближневосточный
респираторный синдром (Middle East Respiratory Syn�
drome); SARS – тяжелый острый респираторный синдром
(Severe Acute Respiratory Syndrome).
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Гены и белки бетакоронавирусов и их ингибиторы

Ссылки

−

−

−

[6−9]

−

[6−9]

−

−

−

−

−

−

[10−12]

[13]

[6, 14, 15]

−

−

−

−

[16−22]6)

[23]7)

[24−26]

[27−32]

−

[24−26]

[27−32]

−

Присут�
ствие в

вирионе

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

−

+

(?)5)

+

+

Название белка (домена)
и его размер (а.o.)

(7096)

(180)

трансмембранный белок (638)

трансмембранный белок PLpro4)

(1945)

(500)

Mpro (306)

(290)

(83)

(198)

(113)

(139)

(13)

Pol (932)

(601)

(527)

(346)

(298)

белок оболочки («spike protein»)
(1278)

(275)

белок оболочки (виропорин) (75)

белок вирусного матрикса (222)

Название
гена1)

1ab3)

nsp1

nsp2

nsp3

nsp4

nsp5

nsp6

nsp7

nsp8

nsp9

nsp10

nsp11

nsp12

nsp13

nsp14

nsp15

nsp16

S

3a

E

M

Ингибитор
вирусного

белка2)

−

−

−

ритонавир/
лопинавир

−

ритонавир/
лопинавир

−

−

−

−

−

−

рибавирин

фавипиравир

ремдисивир

−

−

−

−

ингибиторы
протеаз 

пептиды�
ингибиторы
слияния

хлорохин

антитела

−

хлорохин

антитела

−

Функция белка

−

деградация клеточных мРНК, ингиби�
рование ИНФ

активация NFKβ, усиление воспаления

цистеиновая протеаза, выключение
p53 и индукции ИНФ

формирование DMV

цистеиновая протеаза, ингибирование
ИНФ

ограничение аутофагии, формирова�
ние DMV

кофактор nsp8, nsp12

кофактор nsp7, nsp12

димеризация и связывание РНК

платформа для nsp12, nsp14

(?)5)

РНК�зависимая РНК полимераза

РНК хеликаза, 5′�фосфатаза

3′→5′ экзо�рибонуклеаза

эндо�рибонуклеаза, сенсор дцРНК

2�О�МТаза, MDA5 сенсор, ингибитор
пути ИНФ

вход вируса в клетку�мишень

усиление цитокинового ответа и вос�
паления через NLRP3

ионный канал, регулирует сборку ви�
рионов

объединяет оболочку и нуклеокапсид 
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Covid�2019 [4]. Этот штамм оказался близкород�
ственным штаммам, изолированным от летучих
мышей, а также вирусам тяжелого острого рес�
пираторного синдрома (SARS, Severe Acute
Respiratory Syndrome) и ближневосточного рес�
пираторного синдрома (MERS, Middle East
Respiratory Syndrome), которые вызвали вспыш�
ку тяжелой пневмонии у людей, так называемой
атипичной пневмонии в 2003 и 2012 гг. соответ�
ственно. Эти вспышки не получили широкого
пандемического распространения, но имели уг�
рожающий характер, т.к. вызвали высокую
смертность среди заболевших на уровне
9,6–35,5% [2, 36]. Возникшая угроза развития
коронавирусной пандемии диктует необходи�
мость разработки высокоэффективных химио�
препаратов против коронавирусов, отработки
принципов применения имеющихся противо�
вирусных химиопрепаратов и разработки пато�
генетических подходов к лечению болезни.

На текущий момент можно выделить 6 ос�
новных химиотерапевтических классов ве�
ществ, воздействующих на различные вирусные
мишени и способных останавливать размноже�
ние коронавируса и тормозить развитие заболе�
вания. Эти классы веществ разработаны на ос�
нове современных знаний о репликации коро�
навирусов и патогенетических механизмов ко�
ронавирусной инфекции. К данным классам

можно отнести: (1) ингибиторы вирусной поли�
меразы; (2) ингибиторы вирусной протеазы
Мpro, участвующей в формировании активной
полимеразы вируса; (3) ингибиторы клеточных
протеаз, участвующих в активации вирусного
белка S, регулирующего вход вируса в клетку�
мишень; (4) ингибиторы депротеинизации ви�
руса в клеточных эндосомах; (5) препараты, по�
лученные на основе рекомбинантных интерфе�
ронов α2 и β1; (6) препараты, созданные на ос�
нове противовирусных антител.

ИНГИБИТОРЫ ВИРУСНОЙ ПОЛИМЕРАЗЫ

Классической мишенью химиотерапевти�
ческого воздействия на вирусы служит его поли�
мераза. Блокирование этого фермента ингиби�
рует репликацию вирусного генома и останав�
ливает размножение вируса. На сегодня имеют�
ся полиспецифические ингибиторы РНК поли�
мераз, активные в отношении многих вирусов,
поскольку структурные и функциональные
свойства РНК�полимераз у различных вирусов
имеют выраженное сходство [37]. Среди таких
ингибиторов данного класса можно выделить
рибавирин (фуранозил карбоксамид), обладаю�
щий высокой активностью в отношении многих
вирусов [10] (включая коронавирусы) при кон�
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Примечание. 1) Гены и их название (или их доменов) вируса Covid�2019 указаны по порядку от 5′�конца геномной РНК и
их название [5]. При определении размера белков (указано количество аминокислотных остатков) использованы данные
GenBank (ac.n. YP�009725301.1).
2) Приведены классы ингибиторов с идентифицированным механизмом действия.
3) Функции белков nsp1�nsp16 (протеолитических продуктов полипротеина гена 1ab) приведены в публикациях [5, 33, 34].
4) У вируса Covid�2019 в белке nsp3 отсутствует один из двух папаин�подобных протеазных доменов, но сохраняются убик�
витиновые домены [35].
5) Знаком (?) отмечены продукты генов с неустановленной функцией (данные отсутствуют).
6) Протеазные ингибиторы (камостат, апротинин, лютевирин и др.) опосредованно блокируют активацию функции внед�
рения в клетку�мишень белка S через ингибирование его протеолитического расщепления на активные субъединицы
S→S1/S2.
7) Олигопептидные ингибиторы фузионной активности белка S при внедрении вируса в клетку�мишень [23].

Окончание таблицы

Ссылки

−

−

−

−

−

Присут�
ствие в

вирионе

(?)

+

(?)

(?)

+

Название белка (домена)
и его размер (а.o.)

(61)

трансмембранный белок (121/43)

трансмембранный белок (121)

(38)

белок нуклеокапсида (419)

Название
гена1)

6

7a/b

8a

9b

N

Ингибитор
вирусного

белка2)

−

−

−

−

−

Функция белка

−

повышает продукцию вируса

убиквитинирует IRF3, снижает выра�
ботку ИНФ

−

вместе с РНК формирует внутренний
нуклеокапсид
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центрации 10–25 нМ (IC50) с высоким индексом
селективности на уровне >100 [10–12]. По�
скольку основной очаг инфекции, вызванный
коронавирусами SARS, MERS и Covid�2019, ло�
кализован в респираторном тракте, оптималь�
ной лечебной формой рибавирина при данных
инфекциях служат аэрозольные ингаляции, ко�
торые позволяют создать эффективные проти�
вовирусные и нетоксичные концентрации лекар�
ства в эпителии респираторного тракта при ин�
галяционном введении аэрозоля рибавирина.
Этот вывод базируется на данных о низкой ле�
гочной биодоступности рибавирина (1%) при
пероральном способе введения и, наоборот, вы�
сокой легочной биодоступности (>70%) и акти�
вации рибавирина посредством фосфорилиро�
вания в респираторном эпителии при его инга�
ляционном введении в форме аэрозоля [12].
Важно отметить, что прямое аэрозольное воз�
действие на респираторный эпителий будет на�
иболее активным и эффективным на ранних
сроках после инфицирования организма, когда
размножение вируса находится в стадии роста, а
патологические процессы воспаления и отека не
достигли угрожающего уровня.

Вторым кандидатным препаратом против
коронавирусов может служить препарат нового
поколения фавипиравир и его рибозилирован�
ные дериваты [13]. Это соединение обладает вы�
сокой противовирусной активностью в отноше�
нии многих РНК�содержащих вирусов и обла�
дает высоким уровнем селективности [13].
Третьим кандидатным препаратом можно рас�
сматривать ингибитор вирусных полимераз ши�
рокого противовирусного действия, синтезиро�
ванный на основе фосфорилированной формы
1�циано замещенного аденозина (remdisivir),
имеющий высокий противовирусный потенци�
ал (IC50) на уровне 50–70 нМ для разных виру�
сов, включая коронавирусы [14, 15]. Препарат
ремдисивир находится на завершающей стадии
клинических испытаний [6].

ИНГИБИТОРЫ КОРОНАВИРУСНОЙ
ПРОТЕАЗЫ Mpro

Первым этапом репликации коронавирусов
после внедрения в клетку�мишень является
трансляция вирусной РНК с образованием по�
липротеина 1аb с ММ ∼750 кДа, который пре�
терпевает аутопротеолитическое расщепление у
разных вирусов на 14–16 фрагментов
(nsp1–nsp16), которые выполняют функцию ак�
тивной вирусной полимеразы и регулируют реп�
ликацию вирусного генома и синтез вирусных
белков в инфицированных клетках [1]. Оказа�

лось, что разрезание полимеразного полипроте�
ина 1ab (pp1ab) осуществляется доменом 5 (nsp 5)
самого полипротеина (так называемым, проте�
азным доменом Mpro), который по своей специ�
фичности протеолитических сайтов был близок
к протеазе пикоронавирусов и вируса ВИЧ [38]
и чувствителен к бинарному протеазному инги�
битору лопинавир/ритонавир (препарат калет�
ра) [6–9]. У ряда вирусов два начальных разрыва
в полипротеине 1ab осуществляет белок nsp3
(PLpro), также имеющий папаин�подобный до�
мен цистеиновой протеазы [35]. Препарат лопи�
навир/ритонавир, имитирующий протеолити�
ческие сайты�мишени в вирусных белках, ока�
зывал заметный лечебный эффект при инфек�
циях, вызванных SARS и MERS, проявляя IC50

на уровне 5–20 нM [6, 9]. Структурное сходство
протеазного домена nsp5 у вирусов Covid�2019,
SARS и MERS позволяет уверенно рекомендо�
вать этот препарат для лечения пневмонии
Covid�2019 [7, 9]. Особенно эффективно данный
препарат будет работать в фазе активного раз�
множения вируса на первых этапах инфекции.

ИНГИБИТОРЫ КЛЕТОЧНЫХ ПРОТЕАЗ

Внедрение вируса в клетку�мишень осущест�
вляет вирусный гликопротеид S (ММ 150 кДа)
[1]. Для активации этой функции белок S пре�
терпевает специфическое разрезание на две
субъединицы S1 и S2 в зоне специфического
протеолитического сайта (641–687 а.о.) [38, 39].
Клеточная трансмембранная протеаза TMPRSS2
участвует в указанной протеолитической акти�
вации белка S [15, 38], а ингибиторы этой проте�
азы способны останавливать заражение клеток
и распространение вируса в очаге инфекции
[16]. Для практической реализации данного хи�
миотерапевтического подхода можно рекомен�
довать разрешенные для клинического приме�
нения препараты протеазных ингибиторов: ка�
мостат [16] и апротинин [17–19].

Более того, указанные антипротеазные пре�
параты обладают выраженной противовоспали�
тельной активностью, так как способны ингиби�
ровать ряд провоспалительных цитокинов и их
биохимических путей [19, 40]. Это свойство ин�
гибиторов протеаз будет обеспечивать патогене�
тическое действие по снижению воспаления и
отека легких, что будет оказывать благотворное
действие во второй фазе инфекционного про�
цесса, когда ведущее влияние на тяжесть заболе�
вания оказывают патогенетические механизмы,
связанные с чрезмерной активацией протеаз и
сопутствующим повышением уровня активных
провоспалительных цитокинов [41, 42].
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Недавние сообщения из Китая позволяют
предположить, что наряду с протеазой
TMPRSS2 [16, 38] в протеолитической актива�
ции белка S и вируса Covid�2019 может участво�
вать клеточная протеаза фуринового типа и про�
теаза эндосом катепсин L [16, 39, 42]. Если пред�
положение о роли фурина в активации вируса
Covid�2019 подтвердится, для подавления этого
класса протеаз с противовирусной целью можно
рекомендовать природные ингибиторы расти�
тельного происхождения [20] и синтетические
олигопептидные ингибиторы [21, 22].

ИНГИБИТОР ВИРУСНОГО
ВХОДА В КЛЕТКУ&МИШЕНЬ

В медицинской практике лечения малярии
широко применяется препарат хлорохин
(Chloroquine). Этот препарат имеет выраженную
активность против коронавирусов в культуре
клеток и на животных моделях [24]. Механизм
действия данного агента против многих виру�
сов, включая и коронавирусы, обусловлен по�
вышением кислого рН в зоне клеточных эндо�
сом, что препятствует конформационному рН�
зависимому переходу вирусных белков слияния
(белка S у коронавирусов) в активное состояние,
и как результат, тормозит стадию депротеиниза�
ции (так называемого «раздевания») вируса в
клеточных эндосомах и предотвращает последу�
ющее инфицирование вирусом клетки�мишени;
также препарат может изменять гликозилирова�
ние клеточных рецепторов, в том числе ACE2,
который используется вирусами Covid�2019 и
SARS для внедрения в клетку�мишень [25]. На
этом основании препарат рекомендован для ле�
чения инфекции, вызванной вирусом Covid�
2019, и уже показал положительный лечебный
эффект у больных коронавирусной инфекцией в
Китае [26].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СПЕЦИФИЧНЫХ
ПРОТИВОВИРУСНЫХ АНТИТЕЛ

Данный подход к терапии коронавирусной
инфекции основан на использовании антител,
которые способны нейтрализовать инфекцион�
ные свойства коронавируса. Также введение ан�
тител можно использовать и для ранней профи�
лактики, так называемый метод пассивной им�
мунизации. Существуют две принципиальные
возможности реализации метода терапии анти�
телами [28–30]. Первая заключается в создании
и получении на основе современной генной ин�
женерии и биотехнологии противовирусных ан�

тител (или их активных противовирусных доме�
нов) направленного вируснейтрализующего
действия. Пока такие препараты антител против
коронавирусов, включая Covid�2019, не созданы
[27]. Вторая возможность, более традиционная
и простая, заключается в использовании специ�
фического противовирусного иммунного глобу�
лина, который, как правило, получают от лю�
дей�реконвалесцентов после перенесенной ко�
ронавирусной инфекции, в частности Covid�
2019, либо от животных, вакцинированных ви�
русом Covid�2019 или его компонентами [31,
32]. Имеются первые наблюдения успешного
применения иммунного глобулина от людей�ре�
конвалесцентов при инфекции MERS и Covid�
2019 для лечения больных с аналогичной ин�
фекцией в Китае во время последней вспышки в
2020 году [43].

Препараты противовирусных антител следу�
ет применять с некоторой осмотрительностью,
так как имеются сообщения о возможности уси�
ления инфекционности коронавирусов для кле�
ток иммунной системы некоторыми вариантами
антител, искусственно полученными к поверх�
ностному белку S [44]. Однако такие типы анти�
тел в сыворотках реконвалесцентов пока обна�
ружить не удавалось [31]. Для успешного лече�
ния необходимы препараты сыворотки крови
реконвалесцентов с высоким содержанием ан�
тител, с титрами противовирусных антител в ре�
акции РТГА 1/80 и выше [32].

ПРЕПАРАТЫ ИНТЕРФЕРОНА

Для лечения близкородственных заболева�
ний, вызванных вирусами SARS, MERS и Covid�
2019, применяли препараты интерферона чело�
века субтипов α2 и β1 [45, 46]. Незначительное
лечебное действие оказывал интерферон β1,
тогда как препарат интерферона α2 не проявлял
заметной лечебной активности, но наиболее вы�
раженный лечебный эффект наблюдали при
применении интерферона β1 в комбинации с
рибавирином [6, 11, 46]. При выборе лечебной
тактики следует иметь в виду, что препараты ин�
терферона могут быть наиболее эффективными
лишь на самых ранних сроках заболевания, ког�
да реакция организма�хозяина еще не достигла
заметного уровня или своего апогея [2, 47, 48].
На более поздних этапах болезни применение
экзогенного интерферона вряд ли целесообраз�
но в силу высокого уровня собственного эндо�
генного интерферона, синтезированного в ответ
на острую вирусную инфекцию коронавирусом.
Более того, введение экзогенного интерферона
на поздних этапах инфекционного процесса,
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дополнительно повышая уже сформировавший�
ся высокий эндогенный уровень интерферонов,
может усиливать цитокиновый шторм и воспа�
ление в очаге инфекции и усугублять течение
болезни [3, 48].

КОМБИНИРОВАННАЯ ХИМИОТЕРАПИЯ

Совместное применение нескольких ле�
карств (химиопрепаратов), воздействующих на
различные этапы размножения вируса или пато�
генеза болезни, так называемая комбинирован�
ная химиотерапия, использовалась для лечения
коронавирусной инфекции. Положительный ле�
чебный эффект наблюдали при применении ри�
бавирина, интерферона β1, лопинавира/рито�
навира [6, 11, 46]. Комбинированная химиоте�
рапия позволяет (1) повысить эффективность
лечения, (2) снизить лечебные дозы препаратов,
(3) предотвратить возникновение опасных ви�
русных мутантов с повышенной вирулент�
ностью. Известно, что при использовании ком�
бинированной химиотерапии риск появления
вирусных мутантов в пораженном организме
сводится к минимуму [49].

СООТНОШЕНИЕ ЭТИОТРОПНЫХ
И ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ

В ХИМИОТЕРАПИИ ВИРУСНОГО
ЗАБОЛЕВАНИЯ

В динамике развития острого вирусного за�
болевания можно выделить две главные стадии.
Ранняя (этиотропная) стадия, на которой доми�
нирует размножение вируса, так называемая ло�
гарифмическая фаза размножения и накопле�
ния вируса (7–10 день от начала инфицирова�
ния макроорганизма вирусом). На этом этапе в
ответ на вирус и инфицированные клетки начи�
нает формироваться защитная реакция организ�
ма�хозяина специфического типа (синтез им�
мунных глобулинов, специфических клонов
лейкоцитов, интерферона) и общего воспали�
тельного типа на основе синтеза и активации хе�
мокинов и цитокинов в очаге инфекции. На
второй, более поздней стадии заболевания,
размножение вируса падает и развивается вто�
рая патогенетическая фаза болезни, когда фор�
мируются механизмы, критически влияющие на
исход болезни и несущие угрозу осложнений. К
таковым следует отнести развитие чрезмерного
воспаления, формирование острого респира�
торного дистресс�синдрома, отека легких и ги�
поксии, присоединение патогенных микробов и
возникновение сепсиса [2, 3, 50].

В соответствии с двухфазным развитием па�
тогенеза целесообразно выстраивать лечебную
тактику заболевания. На этиотропной стадии в
лечебном арсенале необходимо максимальное
применение специфичных этиотропных химио�
препаратов. В случае коронавирусной инфек�
ции к таковым следует отнести лопинавир/ри�
тонавир, ингаляции аэрозольного рибавирина,
инъекции специфических противовирусных ан�
тител, ингибиторы клеточных протеаз, препара�
ты интерферона, в частности β1 (см. соответ�
ствующие разделы выше). На второй патогене�
тической стадии заболевания лечебная страте�
гия направлена на устранение или купирование
патологических механизмов, угрожающих жиз�
ни пациента. Лечебная тактика строится на ос�
нове учета состояния и тяжести патологических
процессов и, главным образом, направлена на
устранение интоксикации, снижение отека лег�
ких, оксигенацию крови для компенсации ле�
гочной недостаточности, главным образом, ме�
тодом экстракорпоральной оксигенации крови
(ЭКМО) во избежание разрыва отечного легко�
го в случае применения принудительной инга�
ляционной оксигенотерапии. На этой стадии
следует применять также противовоспалитель�
ные средства (но с осторожностью гормональ�
ные средства) для восстановления дыхательной
функции легких, и особое значение имеет анти�
бактериальная терапия для предотвращения
возникновения и развития пневмонии и сопут�
ствующего сепсиса [51, 52].

Во второй фазе болезни не имеет большого
смысла применение противовирусной химиоте�
рапии по двум причинам. Во�первых, к этому
периоду болезни в организме образуются специ�
фические противовирусные антитела и лейко�
циты, ингибирующие размножение вируса и
устраняющие инфицирование новых клеток [3,
28, 48]. Во�вторых, исключение химиопрепара�
тов будет способствовать снижению их побоч�
ного токсического воздействия на формирова�
ние полноценной иммунной реакции организма
по образованию антител, лейкоцитов и интер�
феронов. Однако следует иметь в виду возмож�
ное для коронавирусов обострение патогенеза
заболевания в результате эволюции и смены за�
ражающего вируса в одном организме. Такой
феномен описан для бетакоронавирусов, когда у
одного больного в ходе болезни может возник�
нуть более вирулентный вирусный штамм, вы�
зывающий существенное обострение течения
болезни и угрозу смерти [53–55]. Поэтому в слу�
чае развития неполноценной иммунной реак�
ции у пациента и наличия признаков остаточ�
ной вирусной инфекции следует продолжать
применение противовирусных химиопрепара�
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тов для снижения риска возникновения в орга�
низме вирусных мутантов с повышенной виру�
лентностью. Представляется важным, что для
эффективного предотвращения возникновения
высоковирулентных вирусных мутантов целесо�
образно уже на ранних этапах инфекции назна�
чение комбинации химиопрепаратов, направ�
ленных на различные мишени в репродукции
вируса.

Бетакоронавирусы, включая вирус Covid�
2019, вызывают поражение респираторного
тракта, которое нередко заканчивается угрожа�
ющим отеком легкого, тяжелой гипоксией и
развитием сепсиса. В патогенезе заболевания
можно выделить две стадии: этиотропную и па�
тогенетическую. На первой стадии доминирует
размножение и накопление вируса и появление
начальных патологических нарушений в респи�
раторном тракте. На второй стадии размноже�
ние вируса падает, но, как следствие действия
вируса, развиваются патологические процессы,
обусловленные, главным образом, чрезмерным
воспалением и отеком легких. В первой фазе бо�

лезни представляется целесообразным приме�
нение химиотерапевтических средств и их ком�
бинаций (аэрозольный рибавирин, лопина�
вир/ритонавир, ингибиторы протеаз, препараты
интерферона, противовирусные антитела), на�
правленных на подавление различных мишеней
в размножении вируса. На второй стадии болез�
ни представляется целесообразным и важным
применение патогенетических средств для ку�
пирования угрожающих жизни процессов избы�
точного воспаления, интоксикации, гипоксии и
сепсиса.
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In the pathogenesis of the infectious process in the respiratory tract by SARS, MERS, and COVID�19 coronavirus�
es, two stages can be distinguished: early (etiotropic) and late (pathogenetic) ones. In the first stage, when the virus
multiplication and accumulation are prevalent under insufficient host immune response, the use of chemotherapeu�
tic agents blocking the reproduction of the virus is reasonable to suppress the development of the disease. This article
considers six major chemotherapeutic classes aimed at certain viral targets: inhibitors of viral RNA polymerase,
inhibitors of viral protease Mpro, inhibitors of proteolytic activation of viral protein S allowing virus entry into the tar�
get cell, inhibitors of virus uncoating in cellular endosomes, compounds of exogenous interferons, and compounds of
natural and recombinant virus�neutralizing antibodies. In the second stage, when the multiplication of the virus
decreases and threatening pathological processes of excessive inflammation, acute respiratory distress syndrome, pul�
monary edema, hypoxia, and secondary bacterial pneumonia and sepsis events develop, a pathogenetic therapeutic
approach including extracorporeal blood oxygenation, detoxification, and anti�inflammatory and anti�bacterial ther�
apy seems to be the most effective way for the patient’s recovery.

Keywords: coronaviruses, COVID�19, chemotherapy, pathogenesis, drugs
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Плазмодесмы представляют собой каналы, соединяющие клетки в тканях растений. В плазмодесмах проис�
ходит соединение цитоплазмы, плазматической мембраны (ПМ) и эндоплазматического ретикулума (ЭПР)
соседних клеток. Через плазмодесмы происходит активный транспорт макромолекул, таких как белки и
РНК, что обеспечивает функциональную целостность тканей растений и передачу сигналов, необходимых
для индивидуального развития и ответов на внешние воздействия. Исследования последних лет показали,
что в состав плазмодесм входят мембранные контакты (МК), специализированные структуры, которые
формируются при участии ряда белковых компонентов, соединяющих мембраны ЭПР и ПМ. В общем слу�
чае, как показано преимущественно для клеток животных, МК между ЭПР и ПМ участвуют в транспорте
липидных и белковых компонентов между этими мембранными компартментами, а также в поддержании
структурной целостности ЭПР и ответе на стрессы. Структура МК в составе плазмодесм растений изучена
существенно хуже, и в настоящее время активные исследования структурных элементов плазмодесм, обес�
печивающих связь между ЭПР и ПМ в составе этих органелл, только начинают разворачиваться. В настоя�
щем обзоре рассмотрены белковые компоненты, для которых показано или предполагается участие в фор�
мировании МК в плазмодесмах, их структурные и функциональные особенности. Кроме того, обсуждается
роль цитоскелета, липидных микродоменов в составе мембран и компонентов клеточной стенки в поддер�
жании структуры МК плазмодесм и ее ремоделировании в ответ на различные биотические и абиотические
воздействия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: плазмодесмы, мембранные контакты, эндоплазматический ретикулум, плазмати�
ческая мембрана, мембранные микродомены, белки плазмодесм, белки мембранных контактов, вирусы
растений.
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ВВЕДЕНИЕ

Координация различных метаболических
процессов, протекающих в клетках растений,

требует взаимодействия между органеллами.
Значительная роль в этом взаимодействии при�
надлежит процессам, протекающим в зонах
мембранных контактов (МК), – структурах,

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ЖК – жидкокристаллический; МК – мембранный контакт; ПМ – плазматическая мем�
брана; ЭПР – эндоплазматический ретикулум; GIPC – гликозилинозитолфосфорил церамиды (glycosyl inositol phospho�
ryl ceramides); GPI – гликозилфосфатидилинозитол (glycosylphosphatidylinositol); Lo – упорядоченные ЖК микродомены
мембран; LTP – липид�транспортирующие белки (lipid transfer proteins); PA – фосфатидная кислота (phosphatidic acid);
PI(4,5)P2 – фосфатидилинозитол�4,5�бисфосфат (phosphatidylinositol 4,5�bisphosphate); PI(4)P – фосфатидилинозитол�4�
фосфат (phosphatidylinositol�4�phosphate); PIP – фосфатидилинозитолфосфаты (phosphatidylinositol phospate); PS – фос�
фатидилсерин (phosphatidylserine); PDCB – семейство белков плазмодесм, связывающих каллозу (plasmodesmata callose
binding family); RTNLB – ретикулон�подобные белки (reticulon�like proteins); SEL – предельная пропускная способность
(size�exclusion limit).

* Адресат для корреспонденции.
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обеспечивающих физическое взаимодействие и
транспорт различных молекул между состыко�
ванными мембранами двух органелл.

Различные типы МК были обнаружены в
клетках млекопитающих, дрожжей, растений и,
по всей видимости, являются эволюционно
консервативными для эукариот [1, 2]. МК ха�
рактеризуются малым (∼10–30 нм) расстоянием
между мембранами, а также специфическим ли�
пидным и белковым составом, в частности, на�
личием связующих элементов белковой приро�
ды, благодаря которым мембраны удерживают�
ся вместе, не сливаясь [3]. Такое строение МК
позволяет органеллам функционально взаимо�
действовать друг с другом посредством кальций�
зависимых сигналов, обмена молекулами липи�
дов или транс�взаимодействий белковых ком�
плексов, которые, находясь на одной мембране,
могут регулировать процессы, протекающие на
другой [4, 5]. В растительных клетках МК участ�
вуют в целом ряде процессов, таких как регуля�
ция развития [6], межклеточная коммуника�
ция [7], а также ответы на стресс, в которые во�
влекаются пластиды, митохондрии, пероксисо�
мы и другие органеллы клетки [2, 8, 9].

Особым типом МК, характерным только для
растений, являются МК в составе плазмодесм –
цитоплазматических каналов, которые соединя�
ют растительные клетки и представляют собой
основной путь межклеточной коммуникации и
обмена веществами в тканях растений [10]. По�
скольку плазмодесмы, имеющие диаметр
∼30–50 нм, образованы плазматической мем�
браной (ПМ) и содержат в центре трубочку ЭПР
(десмотрубочку), они представляют собой сис�
тему (длиной обычно ∼500 нм [11]) из двух
мембранных трубок, вставленных одна в дру�
гую. ПМ и мембрана десмотрубочки расположе�
ны чрезвычайно близко друг к другу (на рассто�
янии ~10–15 нм [12], а в некоторых случаях это
расстояние может достигать 3 нм [13]) и по всей
длине канала плазмодесм скреплены неизвест�
ными элементами, подобными спицам колеса и
имеющими, по всей видимости, белковую при�
роду [12]. Таким образом, система из двух мем�
бранных структур в составе плазмодесмы может
рассматриваться как специализированный МК
[1]. В настоящее время сформировалось пред�
ставление о том, что именно компоненты МК в
составе плазмодесм организуют и поддержива�
ют их внутреннюю структуру, а также участвуют
в изменении функционального состояния плаз�
модесм в ответ на различные воздействия. В со�
ответствии с этими взглядами, выявление моле�
кулярных компонентов МК в составе плазмо�
десм и расшифровка механизмов их функцио�
нирования может стать одним из ключей к по�

ниманию механизмов межклеточной коммуни�
кации в растениях, основанной на транспорте
через плазмодесмы. Ниже рассмотрены имею�
щиеся к настоящему времени данные о структу�
ре и функциях МК в составе плазмодесм.

БЕЛКОВЫЕ КОМПОНЕНТЫ
МК ПЛАЗМОДЕСМ

Несмотря на то, что белки, локализующиеся
в плазмодесмах, были объектом пристального
интереса исследователей, и для их идентифика�
ции применяли самые различные подходы [14],
долгое время представления о белковом составе
плазмодесм оставались довольно ограниченны�
ми. Значительный прорыв произошел в послед�
ние годы благодаря разработке новых стратегий
анализа на основе масс�спектрометрии, субкле�
точного фракционирования и других методов
[15–17].

На сегодняшний день установлено, что в
функционировании плазмодесм принимает
участие множество различных белков, как не�
посредственно локализующихся в этих структу�
рах, так и регулирующих их работу извне [15,
16]. В частности, было показано, что в плазмо�
десмах локализуются белки семейств PDLP (се�
мейство белков, локализующихся в плазмодес�
мах, plasmodesmata�located protein family) [18],
влияющие на пропускную способность плазмо�
десм и, по всей видимости, участвующие в раз�
витии системной приобретенной устойчивости
растений [19], и семейство белков плазмодесм,
связывающих каллозу (PDCB, plasmodesmata
callose binding family) [20], а также рецептор�по�
добные киназы [21, 22], гермин�подобные белки
(GLP, germin�like proteins) [23] и ретикулон�по�
добные белки (RTNLB) [24].

Природа белковых структур, связующих
мембраны плазмалеммы и десмотрубочки в
плазмодесмах, до сих пор не установлена. Одна�
ко, основываясь на структуре уже изученных
МК [1, 2], можно предположить, что белки МК
в составе плазмодесм имеют следующие харак�
терные черты: они (1) избирательно концентри�
руются в зонах МК, (2) содержат ЭПР�якорные
домены, (3) имеют липид�связывающие моти�
вы, позволяющие им взаимодействовать с липи�
дами ПМ, (4) обладают достаточным размером,
чтобы обеспечивать контакт мембран через раз�
деляющее их цитозольное пространство напря�
мую (или, возможно, опосредованно через взаи�
модействие с другими белками). Также можно
предположить, что в образовании МК в составе
плазмодесм задействованы белки различных се�
мейств, как характерных непосредственно для
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плазмодесм, так и функционирующих в других
типах МК [1]. Среди семейств растительных
белков известно по меньшей мере три, которые
участвуют в создании МК между ЭПР и ПМ:
белки VAP (the vesicle�associated membrane pro�
tein (VAMP)�associated protein) [6], синаптотаг�
мины (SYT) [25], а также MCTP [26] (рисунок).

Семейство VAP. Белки семейства VAP кон�
сервативны для эукариот и включают С�конце�
вой трансмембранный домен, центральный
coiled�coil домен и N�концевой домен MSP
(major sperm protein domain) [27]. Домен MSP
способен взаимодействовать с фосфатидилино�
зитол�4�фосфатом [PI(4)P] и фосфатидилсери�
ном (PS) плазмалеммы [28], а также с белками

ПМ, содержащими мотив FFAT (two phenylala�
nines in an acid tract), тем самым обеспечивая об�
разование МК между ПМ и ЭПР [29] (рисунок).
У различных эукариот с белками VAP могут взаи�
модействовать белки, которые содержат мотив
StART (sterol�binding steroidogenic acute regulato�
ry (StAR)�related lipid�transfer motif) и участвуют
в переносе липидов между мембранами [3], а
также белки, содержащие домен PH (phospho�
inositide�binding pleckstrin homology domain)
и/или оксистерол�связывающий мотив, кото�
рые предположительно необходимы для состы�
ковки мембран в зоне контакта [30]. Показано
взаимодействие VAP27 с белками RTNLB3 и
RTNLB6 [31] (рисунок).
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Предполагаемые компоненты мембранных контактов в составе плазмодесм. а – Схематическое изображение аксиальной
проекции канала плазмодесм. Показано пространственное расположение белков и белковых комплексов, образующих
контакты между мембраной десмотрубочки (в центре) и плазматической мембраной, прилежащей к клеточной стенке.
(1) Межмембранный контакт через комплекс белков SYT1, SYT5 и SYT7. (2) Белки SYT1 и VAP27 напрямую взаимодей�
ствуют с ретикулонами семейства RTNLB и опосредованно – друг с другом. Последнее взаимодействие отмечено стрел�
ками. (3) Межмембранный контакт через комплекс белков VAP27 и NET. VAP27 взаимодействует с белком семейства NET
через MSP домен, NET связывается с актином через домен NAB и с мембраной через С�концевой участок. VAP27 взаимо�
действует с липидами и/или белками плазмалеммы, а также с элементами клеточной стенки. (4) Межмембранный кон�
такт через MCTP белки. MCTP белок взаимодействует с отрицательно заряженными липидами мембраны через С2 доме�
ны. Взаимодействие с регуляторными белками или изменение концентрации ионов Ca2+ приводит к изменению конфор�
мации MCTP и сокращению или увеличению расстояния между плазмалеммой и десмотрубочкой. Обратимое изменение
конформации MCTP показано стрелкой. (5) GPI�заякоренный белок PDCB1, имеющий сродство к Lo�микродоменам
мембраны, связывающийся с каллозой своим Х8�доменом и участвующий в процессах отложения каллозы. Мобилизация
белка PDCB1 в плазмодесмы может происходить в ответ на индуцированное перераспределение липидов в бислое и
образование новых микродоменов. Выделены участки плазмалеммы, обогащенные отрицательно заряженными липида�
ми, которые взаимодействуют с С2�доменами, и зоны контакта VAP27, плазмалеммы и клеточной стенки.
Ca2+ – ионы кальция. б – Белки, формирующие мембранные контакты в составе плазмодесм, и их домены. TMD – транс�
мембранный домен, C2 – C2�домен, CC – coiled�coil домен, MSP – major sperm protein домен, X8 – X8�домен, SMP –
synaptotagmin�like mitochondrial lipid�binding protein домен, NAB – NET�actin�binding домен. (С цветным вариантом ри�
сунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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В геноме Arabidopsis thaliana обнаружено 10
генов, представляющих семейство VAP27 у рас�
тений. Нарушения в уровне экспрессии опреде�
ленных белков этого семейства приводят к
плейотропным дефектам в развитии семян,
пыльцы и корневых волосков [6]. Белки VAP27
подразделяются на три клады. Клада II характе�
ризуется отсутствием трансмембранного доме�
на; ее представители являются периферически�
ми белками плазмалеммы и не локализуются в
зонах МК между ЭПР и ПМ. Представители
клад I и III являются интегральными белками
ЭПР и участвуют в образовании МК; для белка
VAP27�1 показано взаимодействие через MSP�
домен с белком NET3C, представителем расти�
тельного суперсемейства NET, которое обеспе�
чивает связь актинового цитоскелета с различ�
ными мембранными компартментами клетки
[32]. Следует отметить, что оба белка, по�види�
мому, функционируют в виде ди/олигомеров
[27]. Для образования МК между ЭПР и плазма�
леммой необходимы как трансмембранный до�
мен, так и домен MSP белка VAP27; кроме того,
в этот процесс, по всей видимости, вовлечены
система цитоскелета и клеточной стенки [6, 27]
(рисунок).

На сегодняшний день не получено однознач�
ных доказательств существования пула VAP27
и/или NET3C в плазмодесмах. Следует отме�
тить, однако, что другой представитель семей�
ства NET, белок NET1A, локализуется в плазмо�
десмах [32]. Также показано опосредованное
взаимодействие VAP27 с белком SYT1 A. thaliana
из семейства синаптотагминов, который участ�
вует в ряде процессов в плазмодесмах [25, 33].

Семейство SYT. Синаптотагмины растений
(белки SYT) охарактеризованы относительно
недавно; известно, что представители этого се�
мейства участвуют в образовании МК между
ЭПР и ПМ [7, 34] и гомологичны белкам E�Syt и
Tcb, которые являются связующими элемента�
ми в зонах МК клеток млекопитающих и дрож�
жей [35]. В геноме A. thaliana обнаружено семь
генов SYT (SYT1–SYT7) [34], и наиболее хорошо
изученным является белок SYT1.

SYT1 содержит 1) N�концевой трансмем�
бранный домен, заякоренный в ЭПР; 2) линкер�
ный участок длиною ~40 аминокислот, что соот�
ветствует дистанции в ~15 нм и может быть до�
статочным для состыковки мембран сквозь ци�
тозольное пространство в области МК; 3) цито�
плазматический домен SMP (synaptotagmin�like
mitochondrial lipid�binding protein domain), кото�
рый необходим для димеризации E�Syt в клетках
млекопитающих и осуществляет перенос липи�
дов между органеллами, образуя, по всей види�
мости, гидрофобный канал для переноса моле�

кул от мембраны к мембране [36, 37]; 4) два
С�концевых С2 (Ca2+�dependent lipid�binding
domain) домена. Трансмембранный домен и до�
мен SMP, по�видимому, ограничивают локализа�
цию SYT1 в зонах контакта ЭПР и ПМ, в то вре�
мя как С2 домены обеспечивают электростати�
ческое взаимодействие белка с отрицательно за�
ряженными фосфолипидами плазмалеммы [25].

В клетках SYT1, по всей видимости, функци�
онирует в составе комплексов, т.к. молекулы
SYT1 способны взаимодействовать друг с дру�
гом, а также с белками SYT5 и SYT7, которые
локализуются в зонах МК между ЭПР и плазма�
леммой [34] (рисунок). Действуя вместе, эти
белки обеспечивают состыковку мембран и
формирование неподвижных трубочек ЭПР, а
также сжатие ЭПР перед входом в плазмодесмы
для образования десмотрубочек в этих каналах.
Отсутствие функционального комплекса
SYT1–SYT5–SYT7 приводит к нарушениям в
морфологии ЭПР и влияет на межклеточный
транспорт и внутриклеточную локализацию
транспортного белка вируса YoMV (Youcai
Mosaic Virus); возможно, это свидетельствует об
участии SYT белков в процессах активного
транспорта липидов и мембранных белков в
десмотрубочках плазмодесм [34].

Ряд других данных также указывает на роль
SYT в функционировании плазмодесм: так,
например, SYT1 перемещается к плазмодесмам
во время вирусной инфекции [7], а утрата его
функции приводит к изменениям в регуляции
защитных ответов при инфекции [19]. Наконец,
в протеоме плазмодесм A. thaliana обнаружено
несколько SYT белков [1, 17].

SYT1 физически контактирует с рядом бел�
ков, таких как стигмастерол�связующий белок
ROSY1 [38], ретикулоны RTNLB3 и RTNLB6,
которые обнаруживаются в плазмодесмах и не�
обходимы для формирования трубочек ЭПР и
поддержания кривизны мембраны ЭПР [31]
(рисунок), а также белок VST (VAP�RELATED
SUPPRESSOR OF TMM), который задейство�
ван в сигналинге с участием киназы ERECTA�
LIKE2 (ERL2) из семейства LRR�RLK (leucine�
rich repeat receptor�like kinase), локализующейся
в ПМ [39]. Кроме того, SYT1 взаимодействует с
комплексом SNARE (soluble N�ethylmaleimide�
sensitive factor attachment protein receptor), участ�
вующим в слиянии везикул [19]; возможно,
SYT1 регулирует этот процесс Ca2+�зависимым
способом, аналогично белкам SYT млекопитаю�
щих [35].

Изменение морфологии ЭПР при функцио�
нальной инактивации SYT1 [7] сопровождается
частичной деполимеризацией актинового ци�
тоскелета и повышением чувствительности рас�
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тений к абиотическим стрессам, связанным с
изменением тургора клеток, например, осмоти�
ческому стрессу или замораживанию [40, 41], а
также к механическому стрессу. При механичес�
ком стрессе возрастает экспрессия SYT1. Таким
образом, можно предположить, что SYT1, веро�
ятно, является элементом системы механоре�
цепции в растительной клетке. Зоны МК между
ЭПР и плазмалеммой могут служить своеобраз�
ными деформируемыми платформами, коорди�
нирующими ответ кортикального ЭПР и цито�
скелета на механический стресс, что позволяло
бы быстро минимизировать нагрузку на плазма�
лемму, возникающую в результате механическо�
го стресса. Альтернативная модель, основанная
на данных, полученных для клеток млекопита�
ющих, предполагает, что механический стимул
приводит к сокращению расстояния между ЭПР
и ПМ, тем самым, вероятно, усиливая структур�
ную стабилизацию и перенос сигналов между
этими компартментами [25].

Еще одна гипотеза предполагает участие
SYT1 в передаче кальциевых сигналов по анало�
гии с E�Syt белками МК млекопитающих. Изве�
стно, что у млекопитающих Ca2+�сигналы сти�
мулируют образование и стабилизацию МК или
сокращение расстояния между ЭПР и ПМ [42,
43], что сопровождается высокоафинным свя�
зыванием Ca2+ белками E�Syt, их кластеризаци�
ей и усилением электростатического взаимодей�
ствия между E�Syt и отрицательно заряженными
фосфолипидами плазмалеммы [35]. Схожие
процессы могут протекать и в растительных
клетках с участием белков МК, содержащих
Ca2+�чувствительные модули, например, С2�до�
мены SYT1. Через такие модули кальциевые сиг�
налы могут стимулировать взаимодействие бел�
ков SYT с определенными липидами и/или бел�
ковыми партнерами с последующим изменени�
ем архитектуры зон МК. Подобная модель объ�
ясняет ряд наблюдаемых явлений, например,
Ca2+�зависимое перемещение ионных каналов
от субдоменов ЭПР в субдомены плазмалеммы
при солевом стрессе [44], изменение локализа�
ции зон МК и Ca2+�зависимую активацию им�
мунных секреторных путей в ответ на грибковую
инфекцию [19] и Ca2+�зависимое изменение
пропускной способности плазмодесм [45].

Белки семейства MTCP. Недавно опублико�
ванное исследование показывает, что еще одним
классом связующих элементов в зонах МК плаз�
модесм, вероятно, являются белки семейства
MCTP (белки со множественными доменами С2
и трасмембранным районом, multiple C2
domains and transmembrane region proteins) [26].
Два представителя белков MCTP A. thaliana,
AtMCTP1/Flower Locus T Interacting Protein

(FTIP) и AtMCTP15/QUIRKY (QKY), были ра�
нее описаны как белки плазмодесм, участвую�
щие в межклеточном транспорте сигналов раз�
вития [46, 47].

Белки MCTP структурно сходны с синапто�
тагминами и содержат несколько C�концевых
трансмембранных доменов, заякоренных в ЭПР,
и, возможно, участвующих в поддержании оп�
ределенной степени изгиба его мембраны, а так�
же от трех до четырех доменов С2 в N�концевой
части, способных связываться с отрицательно
заряженными фосфолипидами ПМ, в частнос�
ти, с PI(4)P и с PS. Вероятно, наличие несколь�
ких С2�доменов позволяет белкам MCTP изме�
нять расстояние между мембранами МК за счет
изменения конформации в ответ на различные
сигналы, например, изменение уровня Ca2+,
состава ПМ или появление каких�либо транс�
портируемых мобильных сигналов [26] (рису�
нок). Это позволяло бы координировать межк�
леточный транспорт и взаимодействия между
органеллами (вероятно, при участии и других
белков).

Установлено, что AtMCTP1/FTIP является
партнером белка FT (Flowering Locus T) и необ�
ходим для его загрузки во флоэму [46];
AtMCTP15/QUIRKY взаимодействует с рецеп�
тор�подобной киназой STRUBBELIG, локали�
зующейся в ПМ и, в том числе, в плазмодесмах
[47]; белки AtMCTP3/AtMCTP4 регулируют
межклеточный транспорт белка SHOOTMERIS�
TEMLESS в апикальную меристему побега [48].
Показано, что белки AtMTCP3 и AtMTCP4 ло�
кализованы в плазмодесмах, причем мутация
Atmctp3.Atmctp4 приводит к снижению интен�
сивности межклеточного транспорта в клетках
эпидермиса листа и значительным изменениям
в протеоме плазмодесм. Кроме того, экспрессия
AtMCTP4 в значительной степени восстанавли�
вает образование МК между ЭПР и плазмалем�
мой в мутантной линии дрожжей, лишенной
шести собственных связующих белков МК [26].
Таким образом, вполне вероятно, что белки
MCTP координируют процессы, протекающие в
зонах МК плазмодесм, и межклеточную переда�
чу сигналов.

Роль белков цитоскелета. Среди других бел�
ков в качестве потенциальных кандидатов на
роль связующих элементов в МК плазмодесм
также рассматривают некоторые миозины, ко�
торые, возможно, способны связываться с ПМ
через собственный С�концевой домен, а через
«головку», содержащую моторную область, –
с F�актином, ассоциированным с десмотрубоч�
кой [49]. Например, миозин ATM1 класса VIII,
который ассоциирован с плазмодесмами, содер�
жит в С�концевом домене кластер основных
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аминокислот, взаимодействующих с кислыми
фосфолипидами [50], и способен к димериза�
ции (что согласуется с V�образной формой не�
которых связующих элементов, обнаруженной с
помощью электронной микроскопии) [12]. По
своим кинетическим свойствам он скорее явля�
ется сенсором натяжения, чем моторным бел�
ком, поскольку ATM1 имеет высокое сродство к
актину, но низкую скорость скольжения отно�
сительно него и низкую АТФазную активность
по сравнению с миозинами других классов [51].
Другие исследования также указывают на то,
что в функционировании плазмодесм задей�
ствован цитоскелет. Так, установлено, что про�
пускная способность плазмодесм связана с ра�
ботой актин�миозиновой системы, и разруше�
ние актиновых филаментов может влиять на ви�
русный межклеточный транспорт [52]. Участие
миозинов класса VIII в регулировании пропуск�
ной способности плазмодесм подтверждается
экспериментами, в которых показано, что инги�
бирование любого из трех миозинов этого клас�
са блокирует способность транспортного белка
вируса табачной мозаики локализоваться в
плазмодесмах и супрессирует межклеточный
транспорт вируса [53]. Тем не менее вопрос о ро�
ли элементов цитоскелета в создании и поддер�
жании МК плазмодесм остается открытым, и
большая часть нынешних представлений об
этих процессах основана на данных, получен�
ных для МК между ЭПР и ПМ в других частях
клетки.

Было показано, что молекулярные взаимо�
действия между МК, содержащими SYT1,
VAP27 и кортикальным актиновым цитоскеле�
том необходимы для стабилизации системы
кортикального ЭПР [33]. NET3C, партнер
VAP27, связывается с F�актином через N�конце�
вой домен NAB (NET�actin�binding domain) [27]
(рисунок). По�видимому, F�актин не определя�
ет исходную локализацию NET3C, но стабили�
зирует его ассоциацию с липидами и/или други�
ми мембранными белками плазмалеммы, а так�
же участвует в обновлении пула NET3C. Мо�
бильность и скорость обновления пула VAP27
связана скорее с функционированием микро�
трубочек. Это указывает на участие элементов
цитоскелета в организации МК между ЭПР и
плазмалеммой наравне со связующими элемен�
тами МК. Были предложены две возможные мо�
дели, описывающие этот процесс: (1) VAP27
напрямую соединяет ЭПР и плазмалемму, взаи�
модействует с NET3C, который локализуется в
обоих типах мембран, а также с некими другими
белками ПМ, или (2) NET3C при участии дру�
гих белков образует в зоне МК некие базовые
структуры, к которым VAP27 перемещается пос�

ле определенного сигнала или модификации. В
обоих вариантах цитоскелет стабилизирует ло�
кализацию NET3C и VAP27 в зонах МК [27].

Ряд других данных свидетельствует о том,
что, вероятно, система кортикального цитоске�
лета также предоставляет информацию для об�
разования и позиционирования новых зон МК
между ЭПР и ПМ. При этом уже существующие
зоны МК, содержащие SYT1 и VAP27, распола�
гаются в областях, лишенных микротрубочек.
Таким образом, можно предполагать, что корти�
кальные микротрубочки не требуются для под�
держания уже установленных МК и даже, на�
оборот, служат для них стерическим препят�
ствием [25].

Следует отметить, что популяция белка SYT1
в растительных клетках неоднородна: помимо
пула кортикального SYT1, который преимуще�
ственно образует стационарные структуры в зо�
нах МК между ЭПР и плазмалеммой, наблюда�
ется также пул высокоподвижного внутрикле�
точного белка, чей транспорт прекращается при
деполимеризации F�актина. Это указывает на
роль актинового цитоскелета в адресном транс�
порте и обновлении популяции SYT1 в клетке
[25]. Важно также подчеркнуть, что регуляция
распределения SYT1 системой цитоскелета раз�
личается в клетках эпидермиса побега и в зре�
лых клетках устьиц [25], что, вероятно, свиде�
тельствует о взаимосвязи между этими процес�
сами и клеточной дифференцировкой.

Недавнее исследование белка млекопитаю�
щих E�Syt1 указывает на вероятную связь между
цитоскелет�зависимым установлением МК и
передачей кальциевого сигнала. Так, было обна�
ружено, что Са2+�опосредованная активация
PERK, сенсора стресса, локализованного в ЭПР,
приводит к перераспределению связующих
структур E�Syt1, при участии в этом процессе
F�актина [54]. В растительных клетках перест�
ройка и динамика цитоскелета часто интегриро�
вана с сигнальными путями Ca2+/кальмодулина
[55]. Можно предположить, что координация
этих процессов происходит в зонах МК между
ЭПР и ПМ. В пользу данной гипотезы свидетель�
ствует наблюдение, что различные представители
семейства растительных белков IQD (IQ67
DOMAIN), партнеров кальмодулина, локализу�
ются в статичных субдоменах ПМ, по всей веро�
ятности, являющихся функционально различны�
ми сигнальными модулями, которые взаимодей�
ствуют с микротрубочками. Однако на данный
момент нет однозначного подтверждения, что
эти субдомены являются зонами МК [56].

Белки 4/1 и PBL. В функционировании МК
плазмодесм могут принимать участие белки, ко�
торые мобилизуются в эти структуры в ответ на

2   БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

625



ПАНКРАТЕНКО и др.

определенные воздействия, в частности стрессы
различной природы. К этой категории могут от�
носиться белки Nicotiana tabacum 4/1 (Nt�4/1) и
PBL (plant Bap31�like protein), взаимодействую�
щие друг с другом in vivo и in vitro [57]. Белок 4/1,
который специфичен для растений и не содер�
жит известных функциональных доменов [58],
локализуется как в ядре, так и в цитоплазме. Ци�
топлазматический пул белка образует тельца,
ассоциированные с мембранами ЭПР и, вероят�
но, эндосом. Кроме того, 4/1�содержащие тель�
ца взаимодействуют с актиновым цитоскелетом,
который участвует в их внутриклеточном транс�
порте, и могут быть ассоциированы с плазмо�
десмами [57, 59, 60]. Делеция N�концевого
фрагмента белка Nt�4/1 длиной 90 а.о. нарушает
ассоциацию белка с мембранами и его внутри�
клеточное распределение, приводя к диффузной
локализации делеционного мутанта в цитоплаз�
ме [57]. Было обнаружено, что ко�экспрессия с
NbVAP27 или NtPBL меняет внутриклеточное
распределение делеционного варианта Nt�4/1 и
приводит к его локализации вдоль трубочек
кортикального ЭПР. Кроме того, в условиях ме�
ханического стресса делеционный вариант Nt�4/1
мобилизуется в сферические структуры, ассоци�
ированные с микротрубочками [61].

Белок NtPBL эволюционно родственен бел�
ку млекопитающих Bap31, участвующему в об�
разовании МК между митохондриями и ЭПР
[4]. Показано, что NtPBL является интеграль�
ным мембранным белком, эффективно связы�
вающим предшественники микро�РНК
(миРНК), и экспрессия его РНК�связывающего
домена в растениях приводит к фенотипу, харак�
терному для нарушений функций миРНК [62].
Поскольку Nt�4/1 также имеет РНК�связываю�
щую активность, взаимодействуя преимущест�
венно с несовершенными дуплексами РНК [60],
эта пара белков может быть вовлечена в сигна�
линг, связанный с транспортом РНК через плаз�
модесмы. С учетом изменения локализации му�
танта Nt�4/1 в условиях механического стресса и
данных о том, что уровень экспрессии гена 4/1
может значительно изменяться при инфекции
патогенных грибов [60], можно предположить,
что такого рода сигналинг связан с ответом на
стрессовые воздействия. В связи с возможной
ролью белков Nt�4/1 и PBL в межклеточном
транспорте РНК интересно отметить, что белок
Nt�4/1 имеет структурное сходство с белком
дрожжей She2p [60], являющимся РНК�связы�
вающим белком, обеспечивающим направлен�
ный транспорт РНК ASH1, в которой She2p уз�
нает шпилечные участки, являющиеся специ�
фическими сигналами внутриклеточного транс�
порта [63]. Согласно компьютерным предсказа�

ниям, третичная структура белка Nt�4/1 форми�
руется преимущественно α�спиралями и прояв�
ляет определенное сходство с пространственной
укладкой полипептидной цепи белка She2p
[58–60]. С другой стороны, показано, что белок
Nt�4/1 способен к нуклео�цитоплазматическо�
му транспорту [59]. С учетом этих данных мож�
но предположить, что белок Nt�4/1 взаимодей�
ствует в ядре с молекулами РНК, включающими
элементы вторичной структуры, которые явля�
ются сигналами транспорта, и обеспечивает их
выход в цитоплазму. Дальнейший внутрикле�
точный транспорт таких комплексов может про�
исходить с участием белка PBL, взаимодейству�
ющего как с белком Nt�4/1, так и с транспорти�
руемыми молекулами РНК. Поскольку белок
PBL является интегральным белком ЭПР, такой
транспорт, вероятнее всего, происходит вдоль
трубочек кортикального ЭПР.

РОЛЬ ЛИПИДОВ
В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ

МК ПЛАЗМОДЕСМ

Функционирование мембран в клетке опре�
деляется их белковым и липидным составом.
Для мембран плазмалеммы, ЭПР и других орга�
нелл характерно образование мембранных мик�
родоменов, представляющих собой отдельные
функциональные зоны мембраны, которые
имеют специфичные липидные и белковые
профили; в частности, был показан специфи�
ческий липидный состав для мембран плазмо�
десм [64]. В основе образования микродоменов
лежат различные факторы: свойства молекул
липидов, биофизические характеристики
мембраны (текучесть, толщина бислоя, изгиб,
электростатические свойства), а также согласо�
ванная работа определенных белковых ком�
плексов. Возникающие микродомены позволя�
ют создать сложную систему, распознаваемую
различными белками с липид�сенсорными до�
менами и обеспечивающую адресную доставку
и специфическую локализацию многих мемб�
ранных белков в клетке [11, 20]. По всей вероят�
ности, строгий контроль липидного состава и
латеральной организации мембраны имеет
большое значение для архитектуры и структур�
ной пластичности плазмодесм [1].

Текучесть мембраны и формирование ли�
пидных микродоменов во многом обусловлива�
ются разделением жидкокристаллических (ЖК)
фаз, которое возникает в результате взаимодей�
ствия молекул стеролов с белками и липидами,
содержащими насыщенные углеводородные це�
почки. Благодаря этому формируются стерол�
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обогащенные упорядоченные ЖК микродоме�
ны (Lo) и неупорядоченные ЖК микродомены
(Ld). Стабильность этого разделения фаз под�
держивается благодаря наличию липидов с не�
насыщенными ацильными цепями [65, 66]. Сте�
пень жесткости/текучести мембраны связана с
относительным содержанием в ней стеролов,
поскольку плоская жесткая структура их моле�
кул создает ограничения для ацильных цепей
соседних молекул липидов [67]. Уровень содер�
жания стеролов вкупе с упорядоченностью и
длиной ацильных цепей липидов влияет на тол�
щину бислоя [66].

Ряд данных указывает на связь между свой�
ствами липидных микродоменов и характерис�
тиками интегральных белков (в частности, их
трансмембранных доменов), что лежит в основе
механизма сортировки мембранных белков, на�
зываемого принципом гидрофобного несоответ�
ствия [68]. Так, например, исследование, опи�
сывающее протеом плазмодесм Populus tri(
chocarpa, показало, что длина трансмембранных
доменов белков плазмодесм увеличена по срав�
нению с белками микросом [69]. Таким обра�
зом, можно предположить, что ПМ в составе
плазмодесм обладает сравнительно большей
толщиной и имеет структуру, подобную стероль�
ным/сфинголипидным Lo�микродоменам [10].
Возможно, субкомпартментализация в мембра�
нах плазмодесм происходит согласно другой мо�
дели: определенные интегральные белки или
липиды могут выступать в качестве «затравки»,
вокруг которой бислой переходит в твердое со�
стояние (гель�фазу), образуя специфический
упорядоченный микродомен [70].

Одна из гипотез предполагает, что в расти�
тельных клетках образование микродоменов
ПМ происходит с участием специфичных для
растений сфинголипидов GIPC (гликозилино�
зитолфосфорил церамидов). GIPC характери�
зуются очень длинными (до 28 атомов углерода)
насыщенными ацильными цепями и, по всей
видимости, локализуются преимущественно в
наружном слое мембраны [71]. Обнаружено,
что полигликозилированные GIPC способству�
ют увеличению размеров и жесткости фитосте�
рол�зависимых упорядоченных микродоменов
Lo [72]. Кроме того, длинные ацильные цепи
GIPC могут взаимодействовать с ацильными
цепями липидов в полифосфоинозитид�обога�
щенных микродоменах внутреннего липидного
слоя ПМ, что приводит к «сцеплению» доменов
внутреннего и наружного слоев ПМ между со�
бой [71]. Согласно ряду данных, определенные
зоны МК обогащены сфинголипидами и фи�
тостеролами, однако, до сих пор неизвестно,
какое значение имеет поддержание такого мик�

роокружения для взаимодействия между орга�
неллами [11].

Один из потенциальных механизмов поддер�
жания стабильности микродоменов в ПМ может
заключаться в «ограждении» этих доменов
структурными элементами, которые связаны с
кортикальным цитоскелетом [73] и влияют на
мобильность периферических и интегральных
белков. Кроме того, стеролы могут напрямую
взаимодействовать с каркасными белками, на�
пример, из семейства тетраспанинов, которые, в
частности, обнаружены в плазмодесмах [64].

На образование и стабильность микродоме�
нов мембраны влияют также ее искривление и
упаковка липидов в бислое. Эти параметры мо�
гут определять взаимодействие с различными
периферическими белками, которые узнают
особенности локальной упаковки липидов.
Примером могут служить белки, чувствитель�
ные к изгибам мембраны, которые взаимодей�
ствуют с ней своими амфипатическими спира�
лями [74]. Изгиб мембраны сам по себе может
являться движущей силой для сортировки моле�
кул в зависимости от их свойств, как это было
показано для липидов [75] и некоторых транс�
мембранных белков [76]. В свою очередь, опре�
деленные белки, такие как, например, полипеп�
тиды, несущие домен ENTH (Epsin N�terminal
homology domain; домен N�концевой гомологии
с эпсином) или локальные изменения в составе
липидов (см. ниже), могут вызывать искривле�
ние мембраны [77].

В плазмодесмах мембраны плазмалеммы и
десмотрубочки имеют существенную кривизну.
Из�за особенностей упаковки липидов во внеш�
нем слое мембраны и кластеризации липидов,
имеющих маленькие полярные группы, вероят�
но, происходит образование локальных липид�
ных микродоменов и пространственная сегрега�
ция белков, взаимодействующих с такими суб�
доменами, что обеспечивает функциональное
разделение разных зон МК [1, 11].

Механизм, который вызывает и стабилизи�
рует изгиб ПМ в плазмодесмах, неизвестен. С
другой стороны, недавно было показано, что
формирование десмотрубочки в первичных
плазмодесмах происходит, по�видимому, с учас�
тием ретикулонов RTNLB3 и RTNLB6 [24]. Ло�
кальная геометрия мембраны в краевых участ�
ках плазмодесмы может стимулировать класте�
ризацию стеролов и сфинголипидов, что в опре�
деленных условиях, вероятно, играет роль при
сортировке гликофосфатидилинозитол (GPI)�
заякоренных белков [64]. Следует отметить, что
метаболизм липидов может иметь значение для
процессов передачи сигналов, протекающих с
участием плазмодесм, поскольку было показа�
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но, что сфингоидные основания, продукт рас�
щепления сфинголипидов, выступают вторич�
ными мессенджерами при клеточной гибели,
индуцированной патогенами [78].

Некоторые из известных белков, являющих�
ся связующими элементами МК, имеют доме�
ны, ассоциирующиеся с изгибами мембран. Так,
например, белок Osh4p имеет мотив LPS (lipid�
packing sensor), который может обеспечивать
взаимодействие белка с искривленными мем�
бранами [79]; домены С2 белков SYT млекопи�
тающих могут стимулировать Ca2+�зависимый
локальный изгиб мембраны [80]. Можно пред�
положить, что AtSYT1, локализующийся в плаз�
модесмах и содержащий два домена С2 [25],
преимущественно ассоциируется с положитель�
но изогнутыми концевыми участками плазмо�
десм, а С2�мотивы, связывая конические липи�
ды, такие, как PIP, усиливают их кластеризацию
во внутреннем слое мембраны и вызывают пере�
стройку мембранных структур [1].

Кроме растительных белков MCTP и синап�
тотагминов, описанных выше, стоит отметить
также липид�транспортирующие белки (LTP,
lipid transfer proteins), которые осуществляют
транспорт липидов и в ряде случаев сами могут
являться связующими элементами МК [81].
Многие белки LTP содержат определенные
комбинации доменов, что, возможно, обеспе�
чивает их точную адресацию к зонам тех или
иных МК [5]. Часто встречающимися типами
доменов LTP являются домены С2 и РН (pleck�
strin homology) [82], которые взаимодействуют с
отрицательно заряженными липидами. Кроме
того, некоторые домены LTP содержат мотив
ALPS (ArfGAP1 lipid�packing sensor), способный
связываться с сильно искривленными мембра�
нами [83].

Заряд полярных групп липидов является еще
одним важным фактором, влияющим на разде�
ление мембран на различные функциональные
зоны. Основной группой отрицательно заря�
женных липидов, которые определяют элек�
тростатические характеристики внутреннего
слоя ПМ, являются фосфатидилинозитол�4�
фосфат PI(4)P и фосфатидилинозитол�4,5�бис�
фосфат PI(4,5)P2 [84, 85]. Недавние исследова�
ния показывают, что, по�видимому, электроста�
тическое поле мембраны регулируется сочета�
нием нескольких типов анионных липидов
(фосфатидная кислота (PA), PI(4)P и PS) [86].
Это комбинирование создает специфические
заряды в различных зонах мембраны и позволя�
ет обеспечить локализацию в этих зонах катион�
ных белков, таких как регулятор транспорта
брассиностероидов BKI1 (BRI1 KINASE
INHIBITOR1) или AGC�киназы PINOID и

D6PK (D6�PROTEIN KINASE) [85, 86]. Зоны
МК характеризуются повышенной концентра�
цией анионных липидов, что указывает на их
роль в поддержании и функционировании этих
структур, возможно, связанную со взаимодей�
ствием таких липидов с компонентами МК [11].
На сегодняшний день неизвестно, какие виды
фосфатидилинозитол фосфатов (PIP) ассоци�
ированы с плазмодесмами. Однако существова�
ние белков плазмодесм, имеющих С2�домены,
таких, как SYT1 и QUIRKY, позволяет предпо�
ложить, что PI(4)P и PI(4,5)P2 декорируют ПМ в
этих каналах [7, 47].

При рассматривании взаимодействий между
анионными липидами и различными белками
следует учитывать влияние таких факторов, как
локальные модификации липидов, рН, а также
градиентные и локальные концентрации ионов,
которые влияют на электростатический про�
филь мембраны [11]. Так, зоны МК являются
сайтами передачи Ca2+ сигналов, и Ca2+ модули�
рует функционирование E�Syt1 [87]. Однако, с
другой стороны, ионы Ca2+ могут экранировать
полярные группы PIP, тем самым препятствуя
связыванию белков и липидов в этих областях
[88]. В недавних исследованиях показано, что
локальные колебания в концентрации бивалент�
ных катионов влияют на форму мембран, содер�
жащих анионные липиды, из�за того, что ион�
ные взаимодействия приводят к кластеризации
PS и PI(4,5)P2, что, в свою очередь, вызывает
возникновение кривизны липидного бислоя
[89]. Эти и другие изменения в микроокружении
элементов МК, связывающих две мембраны,
влияют на их структурные модификации, что
позволяет инициировать и передать сигнал на
уровне МК в целом за счет сокращения рассто�
яния между мембранами, обмена молекулами
липидов, сборки или разборки белковых ком�
плексов [87].

Важную роль в функционировании МК иг�
рает липидный обмен. При этом белки LTP свя�
зываются с анионными липидами мембран и
производят перенос определенных молекул ли�
пидов от донорной мембраны к акцепторной,
экранируя липиды от водного окружения с по�
мощью транспортных доменов [90]. В частнос�
ти, было показано, что белки OSBP и ORP/Osh
(OSBP�Related Proteins) в зонах МК взаимодей�
ствуют с белками VAP для обеспечения обмена
молекулами стеролов, PS и PIP между ЭПР и
плазмалеммой [91]. Osh4 использует дисбаланс в
распределении PI(4)P, возникающий в результа�
те работы фосфатазы Sac1p, для обмена PI(4)P
из транс�цистерн аппарата Гольджи на молеку�
лы стеролов ЭПР, тем самым обогащая мембра�
ны транс�АГ стеролами и поддерживая пул
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PI(4)P в мембранах ЭПР [79]. Еще одним при�
мером регуляции липидного состава является
перенос PS от мембраны ЭПР к плазмалемме в
обмен на PI(4)P и PI(4,5)P2, переносимые из
плазмалеммы к ЭПР [92, 93], который обеспе�
чивается белками ORP5/8. Интересно, что под�
держание пула PI(4)P в мембранах ЭПР связано
с белком CERT, который обеспечивает перенос
сфинголипидов к мембранам транс�цистерн АГ
[94]. Следует отметить, что некоторые белки E�
Syt млекопитающих, например, E�Syt2, вероят�
но, участвуют в транспорте липидов за счет об�
разования липидных туннелей с помощью SMP�
доменов [36].

Липидный обмен в зонах МК формирует
специфичность мембран и позволяет создавать
липидные градиенты, необходимые для работы
различных молекулярных механизмов [78, 91,
94]. Хотя наличие липидного обмена в плазмо�
десмах не установлено окончательно, этот про�
цесс мог бы иметь большое значение для их
функционирования, учитывая, что из�за значи�
тельной длины этих каналов, особенно в зрелых
тканях, доставка везикул вглубь плазмодесм мо�
жет быть сильно затруднена [11]. Кроме того,
регулируемый перенос липидов позволял бы ре�
гулировать форму мембран, поскольку ассимет�
ричное распределение липидов конической
формы между двумя слоями мембраны может
вызвать ее искривление независимо от эффекта
интегрированных белков [95].

ВЗАИМОСВЯЗЬ
МЕЖДУ ФУНКЦИОНИРОВАНИЕМ МК

И КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКОЙ

В последние годы появляются данные, кото�
рые указывают на области МК между ЭПР и
плазмалеммой как на часть интегрированной
системы «ЭПР–плазмалемма–клеточная стен�
ка». Например, отсутствие клеточной стенки
влияет на мобильность VAP27 в зонах МК [6,
40]. Элементы внеклеточного матрикса взаимо�
действуют с белками и липидами ПМ, ограни�
чивая их латеральную подвижность и стабили�
зируя микродомены плазмалеммы. Подобные
взаимодействия в зонах МК, вероятно, позволя�
ют также стабилизировать структуру кортикаль�
ного ЭПР и интегрировать сигналы, поступаю�
щие от его компартментов и клеточной стенки
[43]. Можно предположить, что эти процессы
играют важную роль в функционировании плаз�
модесм, поскольку в этих структурах ПМ и кле�
точная стенка тесно контактируют между собой.

МК в плазмодесмах, вероятнее всего, могут
напрямую определять их пропускную способ�

ность (SEL, size�exclusion limit). Существующие
на данный момент модели предполагают, что
SEL зависит от физических характеристик ци�
топлазматического рукава, основным регулято�
ром которых является β�1,3�глюкан каллоза:
многочисленные исследования показывают, что
каллозо�опосредованное изменение SEL плаз�
модесм происходит в ответ на широкий спектр
сигналов развития и биотических/абиотических
стимулов [96, 97]. Откладывание и удаление кал�
лозы во внеклеточном матриксе, окружающем
плазмодесмы, вызывает сближение или расхож�
дение плазмалеммы и десмотрубочки, тем са�
мым влияя на объем цитоплазматического рука�
ва и определяя SEL. Однако данные, получен�
ные в последние годы, свидетельствуют о том,
что регуляция проводимости плазмодесм значи�
тельно сложнее и, по�видимому, связана в пер�
вую очередь не с собственно их архитектурой, а с
изменением их молекулярного состава [1].

Уровень отложения каллозы определяется
работой трансмембранных каллозо�синтазных
комплексов и β�1,3�глюканаз, заякоренных в
мембране и обращенных основной частью в
апопласт. Было показано, что фенотипы расте�
ний, мутантных по синтезу стеролов и каллозо�
синтазным комплексам, сходны между собой
[98]. На основании этого исследователи выдви�
нули гипотезу, согласно которой в обмене кал�
лозы в плазмодесмах играют роль структурные
стеролы. Следует учесть, что сайт�специфичное
отложение каллозы в краевых участках плазмо�
десм означает, что ферменты, участвующие в
этом процессе, должны адресно доставляться в
определенные субдомены ПМ. Это тоже может
служить аргументом в пользу взаимосвязи меж�
ду каллозным обменом и регуляцией липидного
состава мембраны [10, 98].

Было обнаружено, что в клетках меристемы
перед удалением каллозных пробок в районе
плазмодесм наблюдается транспорт липидных
телец, являющихся производными ЭПР, кото�
рые располагаются в местах входа в плазмодес�
мы и содержат β�1,3�глюканазы. Можно пред�
положить, что эти ферменты встраиваются в
ПМ в обход секреторного пути, вероятно, взаи�
модействуя с липидными микродоменами ее
внутреннего слоя. Этот механизм мог бы обес�
печивать доставку к плазмодесмам и других их
компонентов [99].

Отложение каллозы в области плазмодесм
регулируется целым рядом различных белков.
Cинтез каллозы индуцируется в ответ на актива�
цию рецепторов LYM2 и FLS2, локализованных
в плазмодесмах, а также рецептор�подобных
белков PDLP [22, 100, 101]. Кроме того, каллоз�
ный обмен регулируется GPI�заякоренными

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

629



ПАНКРАТЕНКО и др.

белками PDCB, что также указывает на роль ли�
пидного состава мембраны в регуляции SEL.
Белки PDCB не имеют энзиматической актив�
ности, но могут связываться с каллозой через
X8�домен [20]. Было показано, что PDCB1 риса
совместно с белком группы 6 семейства ремори�
нов регулируют проводимость плазмодесм, за�
действуя отложение каллозы [102], и что ремо�
рин группы 1 в листьях Nicotiana benthamiana
влияет на вирусный транспорт, по�видимому,
являясь негативным регулятором SEL [103].

Интересно отметить, что сигналом локали�
зации в плазмодесмах двух белков метаболизма
каллозы, β�1,3�глюканазы BG_pap и PDCB1,
является GPI, имеющий сродство к Lo�микро�
доменам мембраны [104]. В соответствии с эти�
ми данными изменение биосинтеза стеролов
влияет на распределение GPI�заякоренных бел�
ков в плазмодесмах при делении клеток и, как
следствие, на отложение каллозы и пропускную
способность плазмодесм [64] (рисунок).

Следует отметить, что в ряде случаев процес�
сы отложения каллозы могут регулироваться
белками, которые перемещаются к плазмодес�
мам в ответ на различные стрессы. Так, недавно
предложенная модель изменения SEL при соле�
вом стрессе постулирует, что повышенные кон�
центрации соли индуцируют кальциевый сиг�
нал, который, в свою очередь, активирует фос�
фолипазу PLDα1 и вызывает ее перераспределе�
ние из цитоплазмы к ПМ; это, в свою очередь,
приводит к образованию PA и изменению
свойств мембраны. В результате рецептор�по�
добная киназа CRK2, в норме локализующаяся
в ПМ, мобилизуется к определенным доменам
плазмодесм и там взаимодействует с каллозо�
синтазой CALS1. Это приводит к отложению
каллозы и повышает устойчивость растения к
солевому стрессу [22]. Мобилизация к плазмо�
десмам в ответ на осмотический стресс была по�
казана и для рецептор�подобных киназ QSK1
(Qiān Shou Kinase) и IMK2 (Inflorescence
Meristem Kinase2). Обработка клеток маннито�
лом, вызывающая осмотический стресс, при�
водила к фосфорилированию QSK1 и стреми�
тельному перераспределению этих белков. В
результате потеря функции QSK1 вызывала за�
медленное развитие боковых корней у
Arabidopsis thaliana и повышенную чувствитель�
ность к осмотическому стрессу, а также сниже�
ние уровня отложения каллозы в плазмодесмах
[21].

Контроль SEL может осуществляться и дру�
гими путями, не связанными с каллозным обме�
ном. Так, показано, что внеклеточный матрикс,
в котором пролегают плазмодесмы, отличается
пониженным содержанием целлюлозы и обога�

щен пектиновыми полисахаридами, которые
образуют гидрированный гель, облегчающий
создание новых каналов в этой области клеточ�
ной стенки [105]. Модификация пектинов влия�
ет на жесткость клеточной стенки, а для плазмо�
десм была показана активность пектин�метил�
эстераз и пектиназ [106, 107], что, очевидно,
связано с локальным изменением свойств кле�
точной стенки при осцилляции пор плазмодесм
[1]. В протеоме плазмодесм был также обнару�
жен ряд других белков, участвующих в росте и
модификации клеточной стенки [17].

Важную роль в регуляции проводимости
плазмодесм играет передача Ca2+�сигналов. Бы�
ло показано, что около плазмодесм локализуют�
ся белки ЭПР из семейства кальретикулинов,
обладающие Ca2+�связывающей активностью
[108] и, кроме того, накопление активных форм
кислорода, вызывающее отложение каллозы в
клеточной стенке, индуцирует всплеск уровня
Ca2+ в цитозоле [109, 110]. Наконец, закупори�
вание ситовидных элементов флоэмы при атаке
патогена, по�видимому, связано с локальным
возрастанием концентрации Ca2+ около сито�
видных пластинок и в области плазмодесм, сое�
диняющих ситовидные элементы с клетками�
спутницами [45]. Поскольку десмотрубочка мо�
жет выступать резервуаром Ca2+ в этих процес�
сах, можно представить, что Ca2+�каналы плаз�
малеммы и ЭПР могут действовать скоордини�
ровано, локализуясь в зонах МК плазмодесм [1].

Согласно одной из моделей рецептор�инду�
цированного сигнала Ca2+ в зонах МК между
ЭПР и плазмалеммой, повышение уровня Ca2+

вызывает расширение области МК и последую�
щее привлечение белка Nir2, участвующего в
переносе PI из мембраны ЭПР к плазмалемме
[29]. Этот перенос обеспечивает индукцию ло�
кального сигнала за счет образования инозитол�
трифосфата (IP3). Кроме того, как уже обсужда�
лось выше, ионы кальция, наряду с анионными
липидами, могут влиять на функционирование
связующих элементов в зонах МК: индуциро�
ванное изменение конформации белков может
вызывать сокращение или увеличение цито�
зольного пространства между мембранами, тем
самым изменяя пропускную способность плаз�
модесм (рисунок). Кроме того, структура МК и,
соответственно, значение SEL может изменять�
ся при перераспределении связующих элемен�
тов. Совокупность этих процессов, вероятно,
обеспечивает динамичную перестройку плазмо�
десм в процессе их функционирования [1], а
также контроль межклеточного транспорта. В
совокупности это указывает на плазмодесмы
как на крайне важные узлы сигнальных путей в
растительных клетках.
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МЕМБРАННЫЕ КОНТАКТЫ ПЛАЗМОДЕСМ

УЧАСТИЕ ОБЛАСТЕЙ МК
В РАЗВИТИИ ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

Плазмодесмы являются единственным пу�
тем межклеточного транспорта вирусной ин�
фекции в растении. Транспортные белки виру�
сов обеспечивают достаточную пропускную
способность этих каналов и транслокацию ви�
русного генома по их цитоплазматическому ру�
каву. Вирусы также взаимодействуют с зонами
МК и на другой стадии инфекции: РНК�вирусы
реплицируются на значительно модифициро�
ванных внутриклеточных мембранах хозяина,
образуя сложные «вирусные фабрики», содер�
жащие плотно состыкованные, сетеподобные
или изогнутые мембранные структуры [111].
Связующие белки МК могут быть вовлечены в
образование этих «фабрик». Так, например, ви�
рус кустистой карликовости томата (Tomato
bushy stunt virus) при репликации в клетках
дрожжей и растений мобилизует белок дрожжей
Scs2 и его растительный гомолог VAP27�3, а так�
же участвующие в липидном обмене белки
ORP1 дрожжей и ORP3 растений, чтобы инду�
цировать пролиферацию мембран в сайтах син�
теза вирусной РНК [6, 112]. Интересно, что, по�
видимому, в ряде случаев взаимодействие виру�
сов с компонентами МК для транспорта и для
репликации может быть функционально связа�
но: некоторые вирусы создают сайты реплика�
ции на модифицированных мембранах непосред�
ственно у входа в плазмодесмы [7, 113]. До сих
пор неясно, требуется ли это всего лишь для
большей скорости и эффективности межкле�
точного транспорта вирусных рибонуклеопро�
теидов или необходимо непосредственно для
модификации и открытия каналов плазмодесм.
Однако тот факт, что SYT1 необходим для
транспорта ряда вирусов и при инфекции пере�
мещается к плазмодесмам [7], говорит в пользу
второго предположения.

Растительные клетки препятствуют вирусно�
му транспорту с помощью индукции отложений
каллозы в клеточных стенках вокруг плазмо�

десм; транспортные белки вирусов, в свою оче�
редь, взаимодействуют с клеточными фактора�
ми, которые ингибируют эти процессы [1, 114,
115]. Эти наблюдения также указывают на взаи�
мосвязь между развитием вирусной инфекции и
изменением в работе плазмодесм на уровне ли�
пидных и белковых систем, в частности, на
уровне МК.

Накопление знаний о плазмодесмах, длив�
шееся десятилетиями, привело к пониманию
того, что внутренняя структура плазмодесм име�
ет характерные черты МК между ПМ и ЭПР.
Развитие этих представлений позволило уйти от
механистического понимания плазмодесм как
межклеточных каналов, пропускная способ�
ность которых определяется несколькими прос�
тыми факторами, и создало концептуальную ба�
зу для дальнейших функциональных исследова�
ний плазмодесм как сложных, многокомпонент�
ных систем, интегрирующих черты МК, специ�
ализированных мембранных микродоменов и
связанных с этими структурами функционально
обособленных районов клеточной стенки. По�
лученные к настоящему дню данные показыва�
ют, что МК в составе плазмодесм представляют
собой динамические структуры, вносящие важ�
ный вклад в регулирование пропускной способ�
ности плазмодесм. Дальнейшее изучение ком�
понентов МК в составе плазмодесм, а также мо�
лекулярных механизмов функционирования
этих структур и способов их регуляции прибли�
жает нас к пониманию общих механизмов
межклеточной коммуникации в растениях.
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Plasmodesmata (PDs) are channels connecting the cells in plant tissues. In plasmodesmata the cytoplasm, plasma
membrane (PM), and endoplasmic reticulum (EPR) of neighboring cells are joined. Through PDs macromolecules,
such as proteins and RNA, are transported that ensures the functional unity of plant tissues and transmission of sig�
nals necessary for individual development and responses to external signals. Recent studies have shown that PDs
include membrane contacts (MCs), which are specialized structures formed with participation of a number of protein
components connecting EPR and PMs. In general, as shown mainly for animal cells, membrane contacts between
EPR and plasma membranes are involved in the transfer of lipid and protein components between these membrane
compartments, as well as in maintaining the structural integrity of EPR and in response to stress. The structure of MCs
in plasmodesmata of plants is studied much worse, and at present active studies on the structural elements of PDs
responsible for the connection between EPR and plasma membranes within these organelles are just started. In the
present review, the structural and functional properties of proteins are considered that are proven or supposed to estab�
lish membrane contacts in plasmodesmata. In addition, we discuss the role of cytoskeleton, lipid microdomains with�
in membranes, and cell wall components for the maintenance and remodeling of plasmodesmata MCs during various
external biotic and abiotic stresses.

Keywords: plasmodesmata, membrane contacts, endoplasmic reticulum, plasma membrane, membrane
microdomains, plasmodesmata proteins, membrane contact proteins, plant viruses
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Связывающий рибосому фактор RbfA из золотистого стафилококка (Staphylococcus aureus) является белком
холодовой адаптации и требуется для роста патогенных клеток при пониженных температурах (10–15 °С).
RbfA участвует в процессинге 16S рРНК, а также в сборке и стабилизации малой 30S субъединицы рибосо%
мы. Изучение структуры и функции RbfA, структуры комплекса фактора с малой субъединицей, а также ме%
ханизма их связывания поможет лучше разобраться в деталях такого сложного и фундаментального процес%
са, как сборка 30S субъединицы рибосомы, определяющего и контролирующего общий уровень биосинте%
за белка в целом. В работе описаны протоколы получения фактора RbfA и малых субъединиц рибосом
S. aureus, а также оптимизированный протокол сборки и очистки комплекса 30S субъединицы и фактора
RbfA для дальнейших структурных исследований методом криоэлектронной микроскопии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Staphylococcus aureus, рибосома, криоэлектронная микроскопия, RbfA, фактор транс%
ляции, сборка 30S субъединицы рибосомы.
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СБОРКА КОМПЛЕКСА 30S СУБЪЕДИНИЦЫ
РИБОСОМЫ И ФАКТОРА RbfA S. aureus in vitro
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ВВЕДЕНИЕ

Золотистый стафилококк (Staphylococcus
aureus) в настоящее время является одним из са%
мых распространенных и опасных патогенных
микроорганизмов. Эти грамположительные
бактерии вызывают множество больничных и
внебольничных заболеваний дыхательных путей
и кожных покровов человека. Основным мето%
дом борьбы с патогеном является антибиотико%
терапия, однако ее эффективность постоянно
снижается за счет прогрессирующей резистент%
ности стафилококка к используемым против
него антибиотикам. Существуют штаммы
S. aureus, такие как, например, метициллин%ус%
тойчивый золотистый стафилококк (methicillin%

resistant Staphylococcus aureus, MRSA), имеющие
множественную устойчивость к антибиотикам
последних классов [1–5].

Ключевым элементом абсолютно любой жи%
вой клетки, контролирующим общий уровень её
жизнедеятельности, является рибосома. Коли%
чество рибосом и их функциональная актив%
ность определяют общий уровень синтеза белка
на каждом этапе нормального развития клетки и
в стрессовых условиях [6].

Рибосома – это макромолекулярный РНК%
белковый комплекс, сборка которого является
сложным процессом, включающим в себя со%
пряженные этапы биосинтеза рРНК и белков
большой и малой субъединиц, их модификаций,
корректного сворачивания и связывания друг с
другом. Процесс этот строго консервативен и
жестко регулируется на уровне синтеза молекул
рРНК, а также зависит от доступности этих мо%
лекул в клетке. Образование рибосомальных
субъединиц также зависит от скорости роста
клеток. Ошибки на этапах сборки снижают об%

* Первоначально английский вариант рукописи опубли%
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19%314,
27.04.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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щий уровень метаболизма и могут быть даже фа%
тальными для микроорганизмов [7]. Сборка ри%
босомы и ее работа на различных этапах жизне%
деятельности регулируется специальными бел%
ковыми факторами, нарушая работу которых
возможно управлять биосинтезом белка, вклю%
чать или выключать его. Некоторые факторы
работают постоянно, ряд факторов активизиру%
ется только в условиях стресса [8]. Одним из та%
ких факторов является связывающий рибосому
фактор RbfA (ribosome%binding factor A) – белок
холодовой адаптации, необходимый для роста
клеток при низкой температуре (10–15 °С). RbfA
имеет сродство к 30S субъединице рибосомы и
необходим для её «созревания» – фактор требу%
ется для эффективного процессинга 16S рРНК
(способствует корректной конформации спира%
ли h1). Также предполагается, что фактор участ%
вует в стабилизации малой субъединицы и пос%
ле созревания 16S рРНК, взаимодействуя с её
5′%концом. В ΔrbfA штаммах Escherichia coli на%
блюдается уменьшение активных 70S рибосом
(увеличение количества отдельных субъеди%
ниц), а также увеличение количества молекул
17S рРНК – предшественников 16S рРНК. Бел%
ки семейства RbfA встречаются у большинства
эу% и архебактерий, а также в хлоропластах рас%
тений и митохондриях высших организмов, в
том числе и человека. RbfA S. aureus – это не%
большой белок, состоящий из 115 аминокислот%
ных остатков, с молекулярной массой ∼14 кДа
[9–13].

Биосинтез рибосомы является одним из са%
мых фундаментальных процессов во всем жи%
вом. Исследование частных деталей процесса
сборки рибосом и их субъединиц в патогенных
для человека золотистых стафилококках позво%
лит получить больше информации об этом
сложном процессе в целом, а также позволит уз%
нать больше о том, как функционирует сама ри%
босома. Изучение структуры комплекса малой
субъединицы рибосомы и связывающего рибо%
сому фактора RbfA S. aureus позволит опреде%
лить локализацию фактора на субъединице и
описать механизм их связывания, т.е. лучше по%
нять этап созревания малой субъединицы и об%
разование инициаторного комплекса трансля%
ции.

Криоэлектронная микроскопия сегодня, на%
ряду со спектроскопией ядерного магнитного
резонанса и рентгеноструктурным анализом,
является одним из наиболее информативных
методов в молекулярной и структурной биоло%
гии. С ее помощью возможно получать разреше%
ние выше 2 Å. Главной особенностью этого типа
микроскопии является то, что макромолекулы
фиксируются в нативном состоянии за счет мо%

ментального замораживания в жидком этане
или смеси этана и пропана [14–17].

С развитием криоэлектронной микроскопии
значительно расширился спектр рибосомаль%
ных комплексов для структурных исследований,
в том числе и рибосом бактерий [18–21]. Эти ис%
следования показали, что, несмотря на струк%
турную гомологию рибосом различных бакте%
рий, их оптимум ионных условий и концентра%
ции ионов Mg2+ для поддержания правильной
конформации in vitro отличаются. Особенно это
касается отдельных изолированных рибосо%
мальных субъединиц, которые в отсутствие ста%
билизирующих контактов между субъединица%
ми (т.н. межсубъединичных мостиков, intersub%
unit bridges) наиболее подвержены структурным
искажениям, особенно в области интерфейса.
При этом малая субъединица наиболее хрупкая
и зачастую деформируется в области шейки –
элемента, поддерживающего ориентацию го%
ловки относительно тела 30S частицы. Подоб%
ная подвижность субъединицы вносит не только
искажения в конечную структуру, но и значи%
тельно увеличивает гетерогенность образца. Та%
ким образом, подбор оптимальных условий
очистки и стабилизации 30S субъединиц и
комплекса 30S–RbfA является необходимым и
важным условием пробоподготовки для даль%
нейшего структурного анализа.

В данной статье мы представляем оптимизи%
рованный метод сборки и очистки комплекса
фактора RbfA и малой рибосомальной субъеди%
ницы S. aureus для дальнейшего анализа мето%
дом криоэлектронной микроскопии. Были по%
лучены образцы фактора RbfA и 30S субъединиц
S. aureus высокой степени чистоты, затем прово%
дили их связывание и дополнительную аффин%
ную очистку для увеличения в конечном образ%
це доли 30S субъединиц, связанных с фактором.
В дальнейшем данная методика может быть
применена к множеству белков, связывающихся
с малой субъединицей рибосомы S. aureus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В работе были использованы ре%
активы: ИПТГ, спермидин, канамицин, хлорам%
феникол («Euromidex», Франция); LB, LB agar
(«Invitrogen», США); коктейль ингибиторов эн%
догенных протеаз («Roche», Швейцария);
NiNTA%сорбент Superflow («QIAGEN», Герма%
ния) и БСА («Helicon», Россия). Остальные ре%
активы были классифицированы как ЧДА, ХЧ и
Ос.Ч.

Получение фактора RbfA S. aureus. Ген факто%
ра RbfA S. aureus был амплифицирован из хро%
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мосомной ДНК с введением рестрикционных
сайтов NdeI и HindIII. Были использованы сле%
дующие специфичные прямой (5′%TTTTTTC%
ATATGAGCAGTATGAGAGCAGAGCG%3′) и
обратный (5′%TTTTTTAAGCTTATCTATCTTG%
TTTGTGTAAATCTTGAATCA%3′) праймеры
(«Евроген», Россия). Температурный режим по%
лимеразной цепной реакции (ПЦР), а также
состав реакционной смеси подбирали в соответ%
ствии с температурой отжига праймеров (59 °С)
и по протоколу коммерческого фермента для
ПЦР Phusion Green High%Fidelity DNA Poly%
merase («Thermo Scientific», США).

Обработка ПЦР фрагментов и плазмиды
pET28a соответствующими рестриктазами,
очистка ДНК%компонентов и их лигирование
проводили согласно протоколам коммерческих
ферментов NdeI, HindIII и наборов GeneJet Gel
Extraction Kit, T4 DNA Ligase Kit. Затем прово%
дили трансформацию лигазной смеси в штамм
E. coli DH5α и выделение вектора с помощью
коммерческого набора GenJet Plasmid MiniPrep.
В результате нами был получен вектор
Rbfa_Sa::pET28a, несущий ген фактора RbfA с 6
гистидинами на N%конце (гис%таг) под контро%
лем LacIq промотора. На всех этапах клонирова%
ния использовали ферменты и коммерческие
наборы производства «Thermo Fisher Scientific»,
США.

Экспрессию фактора проводили в штамме
E. coli BL21 (DE3, pLysS) на селективной богатой
питательной среде LB, содержащей канамицин
и хлорамфеникол. Рост клеток осуществляли
при температуре 37 °С и скорости качания
180 об./мин на шейкере%инкубаторе «Inforse HT»
(«Inforse», Германия). При достижении поглоще%
ния OD600 = 0,6 производили индукцию экспрес%
сии фактора RbfA путем добавления ИПТГ
(изопропил%β%D%1%тиогалактопиранозида) до
конечной концентрации 1 мМ. Экспрессию про%
водили в течение 6 ч при температуре 30 °С и ско%
рости качания 180 об./мин. Затем клетки осажда%
ли центрифугированием («Beckman», США), за%
мораживали и хранили при температуре –20 °С.

После разморозки разрушение клеток осу%
ществляли за счет эндогенного T7 лизоцима
(pLysS) на ультразвуковом гомогенизаторе
HD2070 («Bandelin», Германия) в присутствии
ингибиторов эндогенных протеаз, в том числе и
металлопротеаз, в базовом буфере 1 для NiNTA%
хроматографии (состав см. далее). Осаждение
нерастворимой фазы клеточного лизата произ%
водили последовательно методом центрифуги%
рования при 25 000 g в течение 30 мин и 100 000 g
в течение 45 мин на центрифугах «Beckman»
(США) – Avanti JXN%26 (ротор JA%25.50) и
Optima XPN (ротор 45Ti) соответственно.

Очистка RbfA. Очистку RbfA из супернатанта
лизата производили последовательно методами
металл%хелатной аффинной хроматографии и
гель%фильтрации. Аффинную хроматографию
на NiNTA%сорбенте проводили в буфере 1
(20 мМ Tris%HCl, pH 7,6; 0,5 М NH4Cl; 1 мМ
ДТТ) с промежуточной отмывкой буфером 2
(20 мМ Tris%HCl, pH 7,6; 1 М NH4Cl; 1 мМ ДТТ),
буфером 3 (20 мМ Tris%HCl, pH 7,6; 0,5 М
NH4Cl; 20 мМ имидазол; 1 мМ ДТТ) и элюцией
буфером 4 (20 мМ Tris%HCl, pH 7,6; 0,5 М
NH4Cl; 0,3 М имидазол; 1 мМ ДТТ). Затем про%
водили осаждение белка сульфатом аммония
(80%, w/v) [22].

Гель%фильтрацию проводили с помощью
хроматографической системы NGC Discover
(«BioRad», США) на колонке Enrich Sec70
(«BioRad», США) в буфере следующего состава:
50 мM натрий%фосфатный буфер, pH 6,8;
0,25 M NH4Cl. Чистоту полученного образца
оценивали с помощью денатурирующего элект%
рофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) в
Tris%глициновом буферном растворе, рН 8,3
(25 мМ Tris%буфер; 250 мМ глицин; 0,1% доде%
цилсульфат натрия), при температуре 20 °С и ра%
бочем напряжении 140 V.

Получение 70S рибосом S. aureus. 70S рибосо%
мы S. aureus были получены согласно протоколу,
разработанному в Институте генетики, молеку%
лярной и клеточной биологии (Страсбург,
Франция) [23]. 30S субъединицы были получе%
ны путем диссоциации 70S рибосом в градиенте
сахарозы (0–30%) в буфере D (30 мМ NH4Cl;
1 мМ MgOAc; 10 мМ Hepes%K, pH 7,5; 1 мM
ДТТ) на ультрацентрифуге Optima XPN%80
(«Beckman Coulter», США) на роторе SW28 при
скорости 20 550 об./мин в течение 16 ч при тем%
пературе 4 °C. Фракции градиента, содержащие
малые субъединицы рибосом, были объединены
и сконцентрированы на спин%центриконах
Amicon Ultra («Merck Millipore», Ирландия)
(размер пор 100 кДа) с заменой буфера градиен%
та на буфер G (10 мМ NH4Cl; 10 мМ MgOAc;
10 мМ Hepes%K, pH 7,5; 50 мМ KCl; 1 мМ ДТТ;
2,5 мМ спермидина). Чистоту рибосом и субъе%
диниц также оценивали с помощью денатуриру%
ющего электрофореза в ПААГ (условия анало%
гичны анализу проб после гель%фильтрации) и
электрофореза в агарозном геле с бромистым
этидием (0,8% агарозный гель; буфер TBE,
pH 8,0 (89 мМ Tris%буфер; 89 мМ борная кисло%
та; 2 мМ ЕДТА); 0,5 мкг/мл бромистый этидий;
20 °С; рабочее напряжение 180 V).

Получение и очистка комплекса 30S–RbfA. К
90 мкл смеси 30S субъединиц в буфере G были
добавлены 10 мкл фактора RbfA разной концен%
трации в фосфатном буфере так, чтобы соотно%
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шение 30S : RbfA было равно 1 : 1, 1 : 5 и 1 : 10.
Реакционную смесь для сборки комплекса ин%
кубировали в течение 40 мин при температуре
37 °С.

Очистку комплекса от не связавшихся с бел%
ком 30S субъединиц производили при помощи
NiNTA%сорбента в буферных условиях сборки.
Объем сорбента был равен объему реакционной
смеси (100 мкл). После нанесения смеси
NiNTA%сорбент был промыт буфером G объе%
мом в десять раз превышающим объем сорбен%
та. Элюцию проводили последовательно элюи%
рующими буферами, содержащими 100, 150 и
200 мМ имидазола в объеме, превышающем
объем сорбента в 3 раза. В качестве контроля на
сорбент также наносили свободные 30S субъе%
диницы без фактора RbfA, их отмывку и элю%
цию проводили аналогично опыту с комплек%
сом.

Для дальнейшего анализа были отобраны
первые 5, 10%я и 20%я фракции отмывки и пер%
вые 6 фракций элюции. Объем фракции состав%
лял 50 мкл. Анализировали оптическое погло%
щение отобранных фракций при длинах волн
260 нм и 280 нм (максимумы поглощения нукле%
иновых кислот и белков соответственно). Также
эти фракции были исследованы методами бел%
кового ПААГ%электрофореза в денатурирующих
условиях и электрофореза нуклеиновых кислот
в агарозном геле в присутствии бромистого эти%
дия. Условия электрофоретических исследова%
ний были аналогичны описанным ранее при
анализе белковых проб после гель%фильтрации
и субъединиц после диссоциации рибосом.

Фракции, содержащие комплекс, сразу за%
мораживали в жидком азоте и хранили при тем%
пературе –80 °С. Транспортировку образцов
осуществляли при низких температурах в сухом
льду. Разморозку образцов проводили непосред%
ственно перед криомикроскопическими иссле%
дованиями.

Вестерн=блот. Для дополнительной качест%
венной идентификации фактора RbfA в полу%
ченном образце комплекса после NiNTA%очист%
ки был проведен вестерн%блот фракции элюции
с максимальным значением оптического погло%
щения с коммерческим набором вторичных хе%
милюминесцентных антител к гис%тагу
«HisProbe™%HRP» («Thermo Scientific», США).
В набор антител также входили растворы реа%
гента и субстрата для хемилюминесцентной
ферментативной реакции. Вестерн%блот прово%
дили по протоколу коммерческого набора при
комнатной температуре. Сначала был проведен
ПААГ%электрофорез в денатурирующих услови%
ях фракции элюции, а также свободных 30S
субъединиц и очищенного RbfA в качестве

контролей. Условия электрофореза были анало%
гичны проведенным ранее. Перенос белков с
15%%го ПААГ на мембрану из поливинилиден%
фторида (ПВДФ, 0,45 мкм, «BioRad», США)
производили в трансфер буфере (25 мМ Tris%
HCl, pH 8,3; 190 мМ глицина; 20% метанола (v/v))
на блот%системе полусухого переноса Trans%Blot
SEMI%DRY («BioRad», США) при напряжении
17 V в течение 40 мин. Блокирование неспеци%
фического связывания проводили в 20% раство%
ре бычьего сывороточного альбумина (БСА) в
ТБСТ буфере (25 мМ Tris%HCl, pH 7,2; 150 мМ
NaCl; 0,05% (w/v) Tween 20) при качании в тече%
ние 1 ч. После двукратной отмывки буфером
ТБСТ следовала инкубация с антителами при
качании в течение 1 ч. После промывки буфе%
ром ТБСТ следовала активация антител, связав%
шихся с белком, в смеси коммерческих раство%
ров субстрата и реагента хемилюминесцентной
ферментативной реакции (1 : 1). Обнаружение
свечения антител, связавшихся с гис%тагом ре%
комбинантного фактора RbfA, производили при
помощи системы гель%документирования
ChemiDoc MP («BioRad», США).

Оценка качества полученного образца ком=
плекса 30S–RbfA. Оценку качества полученного
образца комплекса малой субъединицы рибосо%
мы и фактора RbfA производили на электронном
микроскопе Titan Krios («Thermo Fisher», США)
в Институте генетики, молекулярной и клеточ%
ной биологии (Страсбург, Франция). После раз%
морозки на льду образец наносили на покрытые
углеродом подложки с помощью прибора
Vitrobot («FEI company/Thermo Fisher», США)
при температуре 4 °С и относительной влажнос%
ти 100%. После «вымачивания» в течение 30 с
подложки замораживали в жидком этане. Визуа%
лизацию проводили с использованием детектора
Falcon 3 («FEI company/Thermo Fisher», США)
при увеличении 75 000 раз (соответствующее фи%
зическому размеру пикселя 0,85 Å/pix), дефоку%
се – 3 мкм и общей дозе 60 e/Å2.

Связывание RbfA c большой субъединицей ри=
босомы. Также для подтверждения специфич%
ности связывания фактора RbfA с малой субъе%
диницей рибосомы был проведен эксперимент
по связыванию RbfA c большой субъединицей.
Условия связывания фактора с 50S субъедини%
цей (50S : RbfA = 1 : 10), а также анализ проб
после NiNTA%очистки были аналогичны связы%
ванию его с 30S. Элюцию проводили при концен%
трации имидазола 100 мМ. В качестве контроля
параллельно проводили эксперимент по нанесе%
нию на NiNTA%сорбент свободных 50S субъеди%
ниц без фактора RbfA. Их отмывку и элюцию
проводили аналогично опыту с комплексом.
Полученные после элюции образцы анализиро%
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вали с помощью ПААГ%электрофореза в денату%
рирующих условиях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для получения комплекса малой субъедини%
цы рибосомы и фактора RbfA была выбрана сле%
дующая стратегия: in vitro инкубировали малые
субъединицы рибосомы и молекулы фактора
RbfA при физиологически нормальной для
S. aureus температуре 37 °С в буферном растворе
G, имеющем наиболее оптимальный для рибо%
сом состав, при молярном соотношении субъе%
диниц и молекул фактора: 1 : 1, 1 : 5 и 1 : 10.

Общий объем реакционной смеси составил
100 мкл. Стабильность малой субъединицы ри%
босомы сильно зависит от буферных условий, а
именно от концентрации ионов Mg2+ в растворе.
При добавлении фактора RbfA в фосфатном бу%
фере к 30S субъединицам происходит разведе%
ние буфера G, в котором они находятся, соответ%
ственно концентрация ионов Mg2+ в объеме
уменьшается. Разведение итогового объема ре%

акционной смеси на 10% и менее не критично
для стабильности субъединицы рибосомы [24].
Поэтому к 90 мкл 30S субъединиц в буфере G мы
добавляли 10 мкл раствора фактора RbfA в фос%
фатном буфере.

По литературным данным [9], RbfA связыва%
ется с 30S субъединицей в области декодирую%
щего центра, при этом С%терминальный конец
белковой молекулы связывается с кором субъе%
диницы. Связывающийся с NiNTA%сорбентом
гис%таг находится на N%конце фактора. Таким
образом, теоретически RbfA должен своим
N%концом связаться с NiNTA%сорбентом, удер%
живая при этом С%концом субъединицу рибосо%
мы. Эти факты делают возможной очистку по%
лученного образца комплекса 30S–RbfA от не
связавшихся с фактором субъединиц с по%
мощью NiNTA%сорбента.

В качестве контрольного эксперимента на
сорбент наносили свободные 30S субъединицы
без фактора RbfA, их отмывку и элюцию прово%
дили аналогично опыту с комплексом.

Первые 5, 10%я и 20%я фракции отмывки, а
также первые 6 фракций каждой элюции были

3   БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

641

Рис. 1. Оптическое поглощение при 260 нм (1) и 280 нм (2) фракций NiNTA%очистки комплекса 30S–RbfA при соотноше%
нии 30S : RbfA = 1 : 1 (а), 1 : 5 (б), 1 : 10 (в) и свободных 30S субъединиц рибосом (г). W1–W20 – фракции отмывки,
E1–E6 – фракции элюции при 100 мМ, 150 мМ и 200 мМ имидазола
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отобраны для измерения их поглощения при
длинах волн 260 нм и 280 нм (рис. 1). Факт сбор%
ки комплекса и наличие его или отдельных ком%
понентов во фракциях определяли качественно:
поглощение при 260 нм и 280 нм свидетельство%
вало о наличии 16S рРНК и белкового фактора;
наличие рибосомальных белков и фактора RbfA
также подтверждали с помощью денатурирую%
щего ПААГ%электрофореза, наличие малой
субъединицы, а именно 16S рРНК – с помощью
агарозного электрофореза с бромистым этидием
(рис. 2 и 3). В качестве контролей на гели элект%
рофорезов наносили очищенный RbfA и сво%
бодные малые субъединицы рибосом.

На рисунке 1, а–в видно, что более полови%
ны малых субъединиц рибосом не связались с
белком и сошли (W1–W20). Возможно, не все
нативные субъединицы способны связываться с
фактором, или эти субъединицы разрушились и
потеряли способность к связыванию. Свобод%
ные 30S субъединицы без фактора также не свя%
зались с колонкой в контрольном эксперименте
(рис. 1, г). Таким образом, очистка комплекса
30S–RbfA методом металл%хелатной хроматог%
рафии позволила нам очистить образец от не
связавшихся с фактором 30S субъединиц и тем
самым значительно повысить гомогенность об%
разца перед анализом методом криоэлектрон%
ной микроскопии.

Было установлено, что концентрация ими%
дазола 100 мМ является достаточной для элю%
ции комплекса. Использование минимально
достаточной концентрации имидазола позволя%
ет сохранять образец в условиях, приближенных
к оптимальным, а также снизить риск появле%

ния дополнительных артефактов и шумов на
электронных микрографиях [25]. Наибольшее
количество комплекса наблюдается во фракции
элюции Е2 при десятикратном избытке фактора
RbfA по отношению к 30S субъединицам (30S :
RbfA = 1 : 10). Именно это соотношение было
взято нами для дальнейших структурных иссле%
дований. При других проверенных нами соот%
ношениях общий выход комплекса был меньше
на ~20%. Большее количество фактора относи%
тельно 30S не исследовалось.

Для анализа с помощью методов электрофо%
реза были взяты фракции сборки комплекса при
молярном соотношении 30S субъединиц к фак%
тору RbfA, равном 1 : 5. Электрофореграммы
представлены на рис. 2 и 3, и данные этих ри%
сунков соотносятся с данными, представленны%
ми на рис. 1, и подтверждают факт сборки ком%
плекса. На гели были нанесены некоторые
фракции отмывки W, элюции E, а также отдель%
но 30S субъединицы и очищенный фактор RbfA
в качестве контроля.

В первых фракциях отмывки мы видим нали%
чие рибосомальных белков на ПААГ и 16S рРНК
на агарозном геле (расположение окрашенных
белковых пятен и свечения в ультрафиолетовом
свете совпадают с контролями 30S и RbfA). Пос%
ледняя фракция отмывки не содержит белков и
рРНК. В первых фракциях элюции мы снова
наблюдаем наличие рибосомальных белков,
фактора RbfA на ПААГ и 16S рРНК на агарозном
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Рис. 2. Электрофоретический анализ в ПААГ при денату%
рирующих условиях фракций после очистки комплекса
30S–RbfA (30S : RbfA = 1 : 5). Дорожки: 1 – белковый мар%
кер, 2–4 – фракции отмывки W1, W2, W20, 5 – контроль
RbfA, 6 – контроль 30S, 7–10 – фракции элюции при
100 мМ имидазола E1–E4

Рис. 3. Электрофоретический анализ в агарозном геле в
присутствии бромистого этидия фракций после очистки
комплекса 30S–RbfA (30S : RbfA = 1 : 5). Дорожки: 1–2 –
фракции отмывки W1, W20; 3 – контроль 30S; 4 – контроль
RbfA; 5–8 – фракции элюции при 100 мМ имидазола
Е1–Е4
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геле, что говорит о том, что комплекс фактора и
30S субъединицы был связан с NiNTA%сорбен%
том. Основное количество комплекса содержит%
ся в первых двух фракциях элюции. Во фракции
E4 на ПААГ (рис. 2) наблюдается присутствие
только белка RbfA, который был в избытке по
сравнению с субъединицами рибосом.

Для дополнительной идентификации факто%
ра RbfA в составе полученного комплекса
30S–RbfA был проведен вестерн%блот фракции
элюции Е2 с наибольшей концентрацией образ%
ца. В работе были использованы коммерческие
вторичные хемилюминесцентные антитела спе%
цифичные к гистидиновому тагу. Единственным
компонентом нашей системы, имеющим гис%
таг, является рекомбинантный белковый фактор
RbfA. На рисунке 4, а представлены результаты
ПААГ%электрофореза в денатурирующих усло%
виях фракции Е2 и контрольных образцов –
свободных 30S субъединиц и фактора RbfA (ок%
раску геля производили уже после переноса бел%
ка на мембрану при вестерн%блоте с помощью
красителя Кумасси по протоколу Лэммли [26]).

Во фракции элюции E2 мы видим наличие
рибосомальных белков – профиль идентичен
контрольному образцу свободных малых субъ%
единиц. С этого геля был проведен перенос бел%
ков на ПВДФ%мембрану. Визуализация мембра%
ны показала наличие свечения, что говорит о
связывании антитела с белком RbfA, несущим
гис%таг. На рисунке 4, б мы видим наличие бел%
ка в контрольном образце RbfA и в образце
комплекса, тогда как в контроле 30S ничего нет.
Молекулярные массы RbfA в контроле и ком%
плексе совпадают. Можно сделать заключение о
присутствии белка RbfA в комплексе.

Можно предположить, что связывание RbfA
с 30S субъединицей вызвано неспецифическим
взаимодействием белка RbfA с рРНК. Для под%
тверждения специфичности связывания RbfA с
малой субъединицей был воспроизведен опи%
санный выше эксперимент по сборке и очистке
комплекса, но вместо 30S субъединиц с факто%
ром RbfA инкубировали 50S субъединицы (50S :
RbfA = 1 : 10). Элюцию с NiNTA%сорбента про%
водили при концентрации имидазола 100 мМ. В
качестве контроля для этого эксперимента в
аналогичных условиях наносили на NiNTA%
сорбент и элюировали свободные 50S субъеди%
ницы.

Были определены значения поглощения при
длинах волн 260 нм и 280 нм фракций отмывки
W1–W20 и фракций элюции E1–E6. Фракции
отмывки W1, W3, W5 и W20, а также фракции
элюции с наибольшей концентрацией образца
E1–E3 были исследованы с помощью денатури%
рующего ПААГ%электрофореза (рис. 5, а). Пос%
ле нанесения свободных 50S субъединиц на
NiNTA%сорбент с помощью электрофореза ана%
лизировали те же фракции отмывки и элюции,
что и в смеси с RbfA (рис. 5, б).

На гелях на рисунках 5, а и б, мы видим отсут%
ствие белков 50S субъединиц во фракциях элю%
ции E1–E3 и в эксперименте с фактором RbfA,
и в эксперименте со свободными субъединица%
ми. В эксперименте с фактором видно, что RbfA
связывается с сорбентом и смывается с него при
элюции. 50S субъединицы обнаруживаются
только во фракциях отмывки W. Можно сделать
заключение, что 50S субъединицы не связыва%
ются ни с NiNTA%сорбентом, ни с фактором
RbfA, т.е. фактор RbfA имеет сродство к 30S
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Рис. 4. Вестерн%блот анализ комплекса 30S–RbfA после очистки: а – полиакриламидный гель; б – ПВДФ%мембрана пос%
ле связывания с антителами и их активации. Дорожки: 1 – белковый маркер, 2 – контроль 30S, 3 – комплекс 30S–RbfA
(фракция элюции Е2), 4 – контроль RbfA
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субъединице. Фактор специфически связывает%
ся с компонентами малой субъединицы.

На рисунке 6 изображена микрофотография
образца комплекса 30S–RbfA после очистки на
NiNTA%собренте, полученная с помощью элект%
ронного микроскопа. В основном можно заме%
тить отдельные 30S субъединицы продолговатой
формы. Также есть некоторое количество агре%
гатов субъединиц. Гомогенность образца позво%
ляет проводить дальнейший сбор данных. Раз%
мер субъединиц совпадает с представленными в
литературе данными [27] и составляет около 15 ×
20 нм. Наличие фактора RbfA на 30S субъедини%
це, его структуру и локализацию, а также общую
долю связавшихся с белком субъединиц будет
возможно определить только после обработки и
систематизации набора данных.

Результаты, представленные выше, позволя%
ют сделать вывод о том, что был получен и очи%
щен комплекс фактора RbfA и 30S субъединицы
рибосомы для дальнейших структурных иссле%
дований методом криоэлектронной микроско%
пии.

Последовательно были получены очищен%
ные препараты связывающего рибосому фактора
RbfA и 30S малых субъединиц рибосом S. aureus.
Далее была произведена сборка макромолеку%
лярного комплекса 30S–RbfA, оптимизация ус%
ловий его дополнительной очистки, непосред%
ственно очистка, характеристика и корректная
для дальнейших исследований заморозка образ%
ца. Также была проведена предварительная визу%
альная микроскопическая оценка качества полу%
ченного образца. В результате был получен обра%
зец комплекса RbfA и 30S субъединицы S. aureus
для структурных исследований с помощью мето%
да криоэлектронной микроскопии.
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при финансовой поддержке Российского фонда
фундаментальных исследований (проект № 18%
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а б

Рис. 5. Электрофоретический анализ в ПААГ при денатурирующих условиях фракций после очистки смеси 50S и RbfA (а)
и свободных 50S (б). Дорожки: 1 — белковый маркер, 2–5 – фракции отмывки W1, W3, W5, W20, 6 – контроль RbfA,
7 – контроль 50S, 8–10 – фракции элюции при 100 мМ имидазола E1–E3

Рис. 6. Микрофотография образца комплекса 30S–RbfA,
полученная на электронном микроскопе
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Ribosome%binding factor A (RbfA) from Staphylococcus aureus is a cold adaptation protein that is required for the
growth of pathogenic cells at low temperatures (10%15°C). RbfA is involved in the processing of 16S rRNA, as well as
in the assembly and stabilization of the small 30S ribosomal subunit. Structural studies of the 30S–RbfA complex will
help to better understand their interaction, the mechanism of such complexes, and the fundamental process such as
30S subunit assembly that determines and controls the overall level of protein biosynthesis. This article describes pro%
tocols for preparation of RbfA and the small 30S ribosome subunits and reconstitution and optimization of the
30S–RbfA complex to obtain samples suitable for cryo%electron microscopy studies.
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Было проведено параллельное тестирование инактивированных (цельновирионных, сплит, субъединичных
и адъювантных вакцин) и живых вакцин для сравнения иммуногенности и защитной эффективности. Ис%
следовали гомологическую и гетеросубтипическую защиту от заражения вирусами гриппа H5N1 и H1N1 на
мышиной модели. Однократная иммунизация живой или цельновирионной вакциной H5N1 вызвала высо%
кий уровень сывороточных антител и обеспечила полную защиту от заражения летальной дозой вируса
A/Chicken/Kurgan/3/05 (H5N1). Сплит%вакцины, применяемые в однократной дозе, были гораздо менее
эффективными. Адъюванты повышали уровень антител. В то же время добавление одного из них (Iso%
SANP) к сплит%вакцине приводило к парадоксальному результату: уровень антител повышался, но защит%
ный эффект вакцины снижался. Все протестированные адъюванты изменяли соотношение антител IgG1 и
IgG2a. Иммунизация любым из протестированных гетеросубтипических живых вирусов обеспечивала час%
тичную защиту от заражения H5N1 и снижала смертность мышей до низкого уровня, тогда как инактиви%
рованная вакцина против H1N1 вообще не обеспечивала защиты от вируса гриппа H5N1. После иммуниза%
ции субъединичными вакцинами с адъювантом и заражения гетеросубтипическим вирусом мы наблюдали
более тяжелое течение болезни и более быструю смерть по сравнению с непривитыми животными.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус гриппа А, живая инактивированная вакцина, адъювант.
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ИММУНОГЕННОСТЬ И ПРОТЕКТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ
ИНАКТИВИРОВАННЫХ И ЖИВЫХ ВАКЦИН

ПРОТИВ ГОМОЛОГИЧНОГО И ГЕТЕРОСУБТИПИЧЕСКОГО
ЗАРАЖЕНИЯ ВИРУСАМИ ГРИППА*

© 2020 Е.Ю. Боравлева1, А.В. Луницин2, А.П. Каплун3, Н.В. Быкова3,
И.В. Красильников4, А.С. Гамбарян1**

ВВЕДЕНИЕ

Вакцинация является главным инструмен%
том профилактики гриппа. По оценкам, в сезон
2018–2019 гг., вакцинация предотвратила 4,4
миллиона заболеваний, 2,3 миллиона посеще%
ний врачей, 58 000 госпитализаций и 3500 смер%
тей от гриппа в США [1].

Вакцинация снижает риск заболевания
гриппом на ~50% в зависимости от сезона, об%
становки, возрастной группы, типа вируса и сте%
пени антигенного соответствия между вакцина%
ми и циркулирующими вирусами [2]. Произво%
дятся различные типы противогриппозных вак%
цин: инактивированные вакцины из целого ви%
руса (цельновирионные) (цИГВ), расщеплен%

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : КЭ – куриные яйца с развивающимся эмбрионом; ВАЖ – вируссодержащая аллантоисная
жидкость; HA – гемагглютинин; NA – нейраминидаза; цИГВ, цельновирионная инактивированная вакцина против
гриппа; ИГВ – трехвалентная инактивированная вакцина против гриппа; ЖГВ – живая аттенуированная вакцина против
гриппа; EID50 – 50% инфекционная доза в КЭ; TCID50 – 50% инфекционная доза в культуре клеток; LD50 – 50% леталь%
ная доза; SANP – тритерпеноиды коры березы; Ха – холодоадаптированный.

* Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20%045, 12.05.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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ные (сплит), субъединичные вакцины, содержа%
щие только поверхностные антигены, и вакци%
ны с добавлением адъювантов (адъювантные).
Кроме того, производятся живые аттенуирован%
ные вакцины (ЖГВ) [3].

Цельновирионные инактивированные вакцины
(цИГВ). Цельновирионные вакцины вызывают
более сильный иммунный ответ, чем сплит и
субъединичные вакцины, обеспечивая специ%
фическую индукцию CD8+ Т%клеток и защищая
мышей от летального гомологического и гетеро%
субтипического заражения [4]. ЦИГВ индуци%
руют две волны иммуного ответа: ранний (неза%
висимый от Т%клеток) В%клеточный прирост
высокоаффинных антител и поздний Т%клеточ%
ный ответ, в то время как сплит%вакцины вызы%
вают только поздние Т%клеточные ответы. В то
же время именно высокоаффинные антитела
обладают хорошей вируснейтрализующей ак%
тивностью [5].

В отличие от сплит%вакцин, цИГВ обеспечи%
вают значительное снижение лейкоцитов пери%
ферической крови у мышей. При этом наблюда%
ется быстрое индуцирование и массовое проду%
цирование альфа%интерферона (IFNα). Сплит и
субъединичные вакцины, изготовленные из то%
го же штамма вируса гриппа, не вызывают этих
эффектов [6].

Воспалительные реакции в месте введения
являются ограничивающим фактором для ши%
рокого применения цИГВ. Тем не менее моно%
валентные цельновирионные вакцины могут
быть оптимальными в условиях пандемии, когда
ключевым фактором является время производ%
ства [7].

Сплит и субъединичные вакцины. Сплит и
субъединичные вакцины менее реактогенны,
но их недостатком является низкая эффектив%
ность [8].

Адъювантные вакцины. Одним из способов
повышения эффективности вакцин является
добавление адъювантов, которые могут играть
важную роль в доставке антигена к антигенпре%
зентирующим клеткам [9]. MF59, AS03 и гид%
роксид алюминия, наиболее часто используе%
мые в качестве адъювантов, усиливают иммун%
ный ответ и способствуют выработке более вы%
сокого уровня антител [8].

Данные наблюдений и клинических испыта%
ний свидетельствуют о безопасности MF59 и его
способности повышать эффективность вакцин
против гриппа у детей и пожилых людей [10].
Адъюванты MF59 и AS03 стимулировали выра%
ботку более эффективных антител, даже если
они использовались с меньшей дозой антигена
H5N1, чем вакцина без адъюванта [11]. В рандо%
мизированном исследовании у здоровых пожи%

лых добровольцев вакцина с адъювантом MF59
продемонстрировала более высокую иммуно%
генность, чем обычная субъединичная вакцина.
Однако связанная с вакцинацией генерализо%
ванная миалгия наблюдалась у 8,1% и 0,9% для
адъювантной и обычной вакцин соответственно
[12]. В исследовании, проводимом на общей по%
пуляции детей, относительная эффективность,
иммуногенность и безопасность адъювантной
субъединичной противогриппозной вакцины с
MF59 (aIIV4) и лицензированной в США неадъ%
ювантной вакцины была одинаковой, в то время
как в подгруппе 6–23 месяцев эффективность
aIIV4 была значительно выше, чем у вакцины%
компаратора. Профили безопасности были схо%
жими, но побочные эффекты регистрировались
чаще для aIIV4, чем при использовании компа%
ратора [13, 14].

Трехкратная вакцинация хорьков рекомби%
нантным гемагглютинином (HA) с добавлением
аддавакса, MF59%подобного адъюванта, вызы%
вала более высокие приросты антител с более
широким перекрестно%реактивным потенциа%
лом, чем индуцированные инфекцией вируса
гриппа, и этот перекрестно%реактивный ответ,
вероятно, коррелировал с повышенным уров%
нем антител против стеблевой части гемагглю%
тинина [15].

В слепом рандомизированном исследовании
на пожилых людях сравнивали сезонную трех%
валентную противогриппозную вакцину с адъю%
вантной вакциной. Частота CD4+ Т%клеток, спе%
цифичных к вакцинным штаммам, была выше у
реципиентов адъювантной вакцины [16].

Была проведена оценка иммуногенности и
безопасности цельновирионной вакцины пре%
пандемического гриппа A/H5N1 с гидроокисью
алюминия (MG1109). Введение двух доз
MG1109 не вызывало побочных эффектов у
взрослых и вызывало сильный гуморальный им%
мунный ответ [17]. Недостатком алюминиевого
адъюванта, особенно когда он используется с
субъединичными вакцинами, является слабый
клеточный иммунный ответ, поскольку алюми%
ний стимулирует только Th2 клетки [18].

Новый адъювант на основе сапонина G3, со%
держащий дитерпеноид стевиол%гликозидов,
индуцировал анамнестические вирус%специфи%
ческие ответы CD8+ Т%клеток, которые обеспе%
чивают более широкую защиту от антигенно от%
личных вирусов гриппа [19]. Провели сравнение
адъювантов G3 и гидроокиси алюминия по сте%
пени индукции Th1 и Th2 ответов у мышей, им%
мунизированных антигриппозной сплит%вакци%
ной. G3 повышал уровни как IgG1, так и IgG2a,
тогда как Al(OH)3 подавлял продукцию IgG2a.
Результаты указывают на сильную способность
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G3 индуцировать как клеточные, так и гумо%
ральные иммунные ответы [20].

Испытывали на хорьках адъювант CAF01 с
доказанной способностью индуцировать CD4+

T%клеточные и гуморальные ответы. CAF01%
адъювантная сплит%вакцина индуцировала за%
щиту после гетерологичного заражения, не%
смотря на отсутствие специфических антител.
Иммунитет, индуцированный этой вакциной,
уменьшал симптомы системного заболевания и
выделение вируса, но не уменьшал локальное
воспаление в полости носа [21].

Адъювант глюкопиранозил%липид (агонист
TLR4), в виде стабильной водно%маслянной
эмульсии (GLA%SE) в сочетании со сплит%вак%
циной, повышал титры антител в сыворотке,
повышал соотношение IgG2c/IgG1 и усиливал
защиту у старых мышей [22].

Адъювант CpG подавлял индукцию и раз%
множение антиген%специфических клеток Treg,
которые ослабляют противовирусный иммуни%
тет против инфекции вирусом гриппа. CpG%
адъювантные пептидные вакцины обеспечива%
ли гетеросубтипическую защиту от гриппа, ве%
роятно, путем ингибирования развития Treg и
усиления T%клеточного иммунитета [23].

Легочный сурфактант человека с карбокси%
виниловым полимером, повышающим вязкость
(SF%10), при добавлении к субъединичной ан%
тигриппозной вакцине индуцировал гемагглю%
тинин%специфические цитотоксические T%лим%
фоциты и повышал экспрессию гранзима B в се%
лезеночных CD8+ T%клетках. Такие Т%клетки
обладали высокой цитотоксичностью по отно%
шению к клеткам%мишеням, экспресирующим
гемагглютинин. SF%10 индуцировал более высо%
кую, опосредованную Т%лимфоцитами, цито%
токсичность в легких на ранней стадии инфек%
ции вирусом гриппа по сравнению с безадъювант%
ной вакциной [24].

Гемозоин, синтетическая версия гемозоина,
вызывающего малярию, был протестирован в
качестве адъюванта для цельновирионной ан%
тигриппозной вакцины на мышиной модели.
Гемозоин повышал иммуногенность вирионов и
оказался перспективным адъювантом для цИГВ
[25].

Адъюванты полиоксидоний и совидон ши%
роко используются в вакцинах «Гриппол» и «Со%
вигрипп» в России. На долю «Гриппола» прихо%
дится ∼60% российского рынка противогрип%
позных вакцин, но серьезных испытаний «Грип%
пола» и «Совигриппа» не проводили [26].

Живые вакцины. Живые аттенуированные
вакцины создают путем реассортации или с по%
мощью обратной генетики, конструируя вирус с
генами HA и NA от эпидемических штаммов и

шестью генами от аттенуированных, холодо%
адаптированных (Ха) донорских штаммов. Ха до%
норы A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) и A/Leningrad/
134/17/57 (H2N2) используются в США и в Рос%
сии соответственно.

В Соединенных Штатах в 2003 году была
одобрена для использования живая аттенуиро%
ванная вакцина против гриппа FluMist. Эта вак%
цина, вводимая интраназально, стимулировала
местный иммунитет в верхних дыхательных пу%
тях и, имитируя естественную инфекцию, вызы%
вала многоплановый иммунный ответ [27].

Многие исследования показали безопас%
ность и эффективность ЖГВ, особенно для ма%
леньких детей [28–40].

ЖГВ реже, чем трехвалентная инактивиро%
ванная вакцина против гриппа (ИГВ), вызывает
тяжелые побочные эффекты (синдром Гийена–
Барре и паралич) [41]. У детей в возрасте от 6 ме%
сяцев до 7 лет ЖГВ превосходит ИГВ по показа%
телям иммунного ответа и защиты [34, 36, 42].

Безопасность ЖГВ показана не только для
когорт, вакцинация которых рекомендуется в
первую очередь (дети 2–7 лет), но также для де%
тей 6–24 месяцев, а также для детей с легкими
формами астмы и рецидивирующего обструк%
тивного бронхита [43]. ЖГВ характеризуется
низким риском системных аллергических реак%
ций у молодых людей с аллергией на яйца. Вак%
цина хорошо переносится пациентами с конт%
ролируемой астмой или обструктивным бронхи%
том [44]. Применение ЖГВ при астме не повы%
шало риск побочных респираторных эффектов
[45, 46].

Иммунизация ИГВ индуцирует более высо%
кие средние геометрические титры антител, а
ЖГВ продуцирует более высокие T%клеточные
ответы, особенно к гипервариабельным участ%
кам HA [47]. Преимущество живых вакцин в
первую очередь связано с продукцией CD4+ и
CD8+ Т%клеток, специфических к разнообраз%
ным вирусам гриппа, что обеспечивает более
широкий иммунный ответ. Поэтому ЖГВ менее,
чем ИГВ чувствительны к антигенному несоот%
ветствию между вакциной и циркулирующими
вирусами [48]. ЖГВ значительно увеличивала
количество наивных, запоминающих и переход%
ных B%клеток на 30%й день после вакцинации,
тогда как ИГВ повышала количество плазмо%
бластов на 7%й день. Эти результаты свидетель%
ствуют о том, что, ЖГВ и ИГВ индуцировали су%
щественно отличающиеся B%клеточные ответы
у вакцинированных детей [49].

У детей в возрасте 6–36 месяцев ЖГВ обес%
печивала хорошую защиту от штаммов гриппа,
отличных от вакцинного [50]. Индукция гетеро%
субтипической перекрестной защиты делает
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возможным использование ЖГВ в качестве уни%
версальной вакцины против гриппа в режиме
первичной вакцинации в случае новой панде%
мии [51].

Несмотря на высокую эффективность ЖГВ
среди маленьких детей, у взрослых ИГВ обычно
более эффективен. Общенациональное когорт%
ное исследование в Финляндии в сезоне 2015/16 гг.
показало, что ИГВ обеспечивает более эффек%
тивную защиту, чем ЖГВ [52]. В сезоне
2004–2005 гг., когда циркулирующие вирусы от%
личались от тех, которые были включены в вак%
цину, инактивированная вакцина эффективно
предотвращала лабораторно подтвержденные
заболевания гриппом у здоровых взрослых. Жи%
вая вакцина также предотвращала заболевания
гриппом, но была менее эффективной [53, 54].

Все виды вакцин демонстрируют безопас%
ность и эффективность в специальных исследо%
ваниях, тем не менее результаты рандомизиро%
ванных контролируемых слепых исследований
иногда не столь благополучны.

Анализ систематических обзоров из Кокра%
новской базы данных показал, что инактивиро%
ванные противогриппозные вакцины снижают
вероятность заболевания гриппом у здоровых
взрослых с 2,3% без вакцинации до 0,9%. Часто%
та гриппоподобных заболеваний (ГПЗ) также
уменьшается после вакцинации, но степень за%
щиты не постоянная. Доказательства сокраще%
ния госпитализаций и потери рабочего времени
мало достоверны. Защита от гриппа и ГПЗ у ма%
терей и новорожденных была еще ниже, чем в
других популяциях. С другой стороны, вакцина%
ция сопряжена с риском нежелательных побоч%
ных эффектов [2].

Иммунизация инактивированной вакциной
у детей с ранее существовавшими заболевания%
ми не уменьшала число случаев респираторных
заболеваний в течение сезона гриппа [55].

После вакцинации ИГВ иногда наблюдали
парадоксальные эффекты. Эффективность вак%
цины против A (H3N2) в сезон гриппа
2014–2015 гг. составляла –3% [56]. Вакцинация
в предыдущем сезоне обычно обеспечивала ос%
таточную защиту, но иногда при этом снижала
эффективность текущей сезонной вакцинации
[57]. В течение сезона 2015–2016 гг. эффектив%
ность вакцины в профилактике A (H1N1) pdm09
была низкой, особенно для лиц, вакцинирован%
ных в предыдущем сезоне [58]. Gherasim et al.
[59] и Rondy et al. [60] тоже отмечали отрица%
тельное влияние предыдущей вакцинации на
эффективность текущей вакцинации против ви%
руса A (H3N2).

Наилучший пример вакцинации наблюдали
во время пандемии 1968 года. Моновалентная

цельновирионная вакцина, соответствующая
циркулирующему вирусу, имела эффективность
66–93% [7].

Пандемии наиболее опасны для жизни и
здоровья человека, поэтому эффективная защи%
та от новых пандемий, возможно, важнее, чем
защита в межпандемические сезоны.

Для определения оптимальной стратегии
смягчения последствий пандемии использовали
возрастную модель. Расчеты показали, что при
ограниченном запасе вакцин в начале пандемии
гриппа следует начать кампанию вакцинации на
ранней стадии, чтобы задержать появление
большой волны заболеваний и замедлить ее
рост. Наиболее эффективной стратегией являет%
ся использование сезонной ЖГВ и целевой воз%
растной группы 5–19 лет [61].

В этом исследовании мы описываем парал%
лельное тестирование различных типов вакцин
при гомологичном и гетеросубтипическом зара%
жении. В экспериментах на мышах мы сравни%
вали цельновирионные, сплит%вакцины с адъю%
вантами различной природы и без них, и живые
вакцины. Изучали способность вакцин разных
типов защищать от специфического и гетеро%
субтипического контрольного заражения виру%
сами гриппа H1N1 и H5N1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Вирусы. Список использованных в работе
вирусов приводится в табл. 1.

Апатогенные вирусы диких птиц А/duck/
Moscow/4203/2010, А/duck/Moscow/4238/2010,
А/duck/Moscow/4182/2010 и А/duck/Moscow/
4031/2010 выделены из фекалий кряквы, как
описано ранее [62, 63]. Вирус VNH5N1%PR8/
CDC%RG является реассортантом, сконструи%
рованным в США в отделе гриппа Центра по
контролю и профилактике заболеваний (CDC,
USA), содержит модифицированный ген гемаг%
глютинина и ген нейраминидазы (NA) от вируса
A/Vietnam/1203/2004, а остальные гены – от
вакцинного штамма A/Puerto Rico/8/34. Дан%
ный вирус любезно предоставлен доктором
R. Donis (CDC, USA). Ха штамм А/Leningrad/134/
17/57 (H2N2) и реассортант А/New Caledonia%
Leningrad/134/17/57 были любезно предоставле%
ны доктором Л.Г. Руденко (Институт экспери%
ментальной медицины, Санкт%Петербург). Ха
реассортант А/Vietnam%Leningrad/134/17/57 был
получен путем реассортации с донором
A/Leningrad/134/17/57, как описано в работе
Gambaryan et al. [64]. Не адаптированный к ку%
риным яйцам с развивающимся эмбрионом
(КЭ) вирус человека A/Nib/26/90M (H3N2) был
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любезно предоставлен доктором Джеймсом Ро%
бертсоном (Национальный институт биологи%
ческих стандартов и контроля, Соединенное Ко%
ролевство). Пандемический вирус A/Hamburg/
5/2009 (H1N1) любезно предоставлен доктором
М.Н. Матросовичем (Institute of Virology, Philipps
University, Marburg, Germany). Адаптированный
к мышам вариант A/Hamburg/5/2009%МА полу%
чен путем семи пассажей через легкие мышей.
Он отличается от исходного вируса заменами
HA%Asp225Gly и HA%Lys123Asn [65].

Высоковирулентный вирус А/курица/Кур%
ган/3/2005 H5N1 любезно предоставлен докто%
ром С.С. Ямниковой (Институт вирусологии
им. Ивановского, Москва). Все работы с этим ви%
русом выполняли в условиях третьего уровня би%
ологической безопасности в Федеральном науч%
ном центре вирусологии и микробиологии,
пос. Вольгинский, Владимирская область, Россия.

Культивирование вирусов. 102 инфекционных
единиц (EID50, 50% инфекционная доза в КЭ)
вирусов инокулировали в десятидневные эм%
брионированные куриные яйца и инкубировали
48 ч при 36 °C или 96 ч при 32 °C (для адаптиро%
ванных к холоду штаммов). Cобирали вируссо%
держащие аллантоисные жидкости (ВАЖ) и
оценивали содержание вируса методом гемаг%
глютинации [26]. Инфекционность ВАЖ опре%
деляли титрованием на КЭ и выражали в EID50.

Образцы для иммунизации. В работе исполь%
зовали инактивированные цельновирионные
вакцины, сплит%вакцины с адъювантами или
без них, субъединичные вакцины с адъювантом
полиоксидонием, а также живые вакцины

(табл. 2). Вакцина «ГрипполR плюс» («Petrovax»,
Россия), содержащая поверхностные антигены
вирусов: Н1N1 – А/Калифорния 7/2009/,
Н3N2 – А/Виктория 210/208 NYMC X%187,
В/Брисбен/60/2008 (по 5 мкг HA каждого из ви%
русов) и 0,5 мг полиоксидония в одной челове%
ческой дозе, до употребления хранили с соблю%
дением температурного режима строго по
инструкции.

Адъюванты: гидроксид алюминия («Serva»,
Германия); сополимер N%окси%1,4%этиленпипе%
разина и (N%карбокси)%1,4%этиленпиперазин%
бромида (полиоксидоний) и сополимер N%ви%
нилпирролидона и 2%метил%5%винилпиридина
(совидон) («Петровакс Фарм», Россия). Положи%
тельно заряженные составные наночастицы гли%
косфинголипида, мирамистина и дигидроквер%
тицина (GMD), отрицательно заряженные сфе%
рические аморфные наночастицы тритерпенои%
дов коры березы (SANP) и SANP с добавлением
изопропилпальмитата (Iso%SANP) были получе%
ны, как описано в работе Каплун с соавт. [66].

Иммунизация мышей инактивированными
препаратами. Использовали 6%ти недельных мы%
шей породы BALB/c («Столбовая» НЦБМТ
ФМБА России). Вводили мышам по 100 мкл
свежеприготовленных растворов антигенов и
плацебо в каждую из задних лапок. Ежедневно
взвешивали мышей; на 11%й, 18%й и 30%й после
иммунизации отбирали по 100 мкл крови из
хвоста.

Иммунизация мышей живыми штаммами виC
русов гриппа. Вводили мышам интраназально по
50 мкл вируссодержащих растворов под легким
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Штамм

A/Vietnam/1203/2004%PR8/CDC%RG

A/Puerto Rico/8/34 

А/Leningrad/134/17/57

А/New Caledonia%Leningrad/134/17/57

Vietnam/1203/04%Leningrad/134/17/57

A/Nib/26/90%M

А/duck/Moscow/4203/2010 

А/duck/Moscow/4238/2010

А/duck/Moscow/4182/2010

А/duck/Moscow/4031/2010 

А/Chicken/Kurgan/3/05 

A/Hamburg/5/2009%МА

Таблица 1. Вирусы гриппа А, использованные в работе

Примечание

вакцинный штамм (CDC, Atlanta, USA)

вакцинный штамм

Ха донор аттенуации

Ха вакцинный штамм

Ха реассортант 1/7*

вирус гриппа человека

апатогенный вирус

апатогенный вирус

апатогенный вирус

апатогенный вирус

высоковирулентный вирус кур

пандемический штамм, адаптированный к мышам

Краткое обозначение

rVN%PR

PR8

Len

NC%Len

VN%Len

H3N2 Hu

H3 Avi

H4 Avi

H5 Avi

H6 Avi

Ku/05

H1N1 pdm09

Субтип

H5N1

H1N1

H2N2

H1N1

H5N2

H3N2

H3N8

H4N6

H5N2

H6N2

H5N1

H1N1

* Ген гемагглютинина H5 и 7 остальных генов от донорского штамма.
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эфирным наркозом. Инфекционная доза со%
ставляла ~107 EID50/мышь.

Взятие образцов крови мышей для определеC
ния антител. Отрезали мышам кончик хвоста и
собирали кровь в забуференный фосфатом фи%
зиологический раствор (PBS) с 0,01 М цитратом
натрия и 25 М.Е./мл гепарина. Центрифугиро%
вали, добавляли к супернатанту 1/10 объема
10%%ной суспензии каолина, выдерживали 5 ч,
периодически встряхивая. Центрифугировали и
хранили в замороженном виде. Концентрация
сывороток, полученных таким образом, состав%
ляет 1/5 от цельной сыворотки.

Определение антител к вирусам гриппа в сывоC
ротках мышей. Уровни сывороточных антител
определяли методом ИФА. Плашки Nunc,
MaxiSorp (Sigma%Aldrich, США) сенсибилизи%
ровали фетуином, добавляли вирусосодержащую
аллантоисную жидкость, содержащую 64 гемаг%
глютинирующие единицы вируса соответствую%
щего субтипа, выдерживали в течение ночи при
4 °С, затем отмывали и блокировали 0,2% раст%
вором БСА на PBS, 1 ч. Блокирующий раствор
удаляли, в лунки вносили по 100 мкл буфера
(0,2% БСА/Tween 20 = 1/1000 (v/v) на PBS) и
титровали на нем сыворотки, начиная с разведе%
ния 1 : 20. Лунки без вируса служили отрица%
тельным контролем. Инкубировали 4 ч при 4 °С.
Отмывали и добавляли меченные пероксидазой

антитела против IgG1 и IgG2a иммуноглобули%
нов мыши («Serotec», Germany). Инкубировали
2 ч, промывали и проводили цветную реакцию с
ортофенилендиамином [64].

Аэрозольное контрольное заражение мышей.
Контрольное заражение проводили на 30%й день
после иммунизации. Мышей метили и помеща%
ли в 50%литровую прозрачную пластиковую ка%
меру с подводящей и отводящей трубками. По
первой трубке поступал аэрозоль инфекционно%
го вируса, полученный на ультразвуковом инга%
ляторе «Муссон» («Алтайский приборострои%
тельный завод» Россия), а отводящая трубка че%
рез HEPA%фильтр была подключена к пери%
стальтическому насосу, работающему со ско%
ростью 0,5 литра в минуту. Расчет содержания
инфекционных вирусных частиц в единице объ%
ема аэрозоля и объема вдыхаемого воздуха про%
изводили, как описано ранее [67, 68].

Мышей подвергали воздействию аэрозоля,
содержащего 105–106 EID50 вируса на литр, в те%
чение 10 мин. Дозировка вируса A/Chicken/
Kurgan/3/05 на мышь составила ∼103 EID50/
мышь, что составляет ∼100 LD50 (LD50 – 50% ле%
тальная доза). Дозировка адаптированного для
мыши вируса A/Hamburg/5/2009%МА на мышь
составляла ∼104 EID50/мышь, что ниже, чем
LD50. На четвертый день после заражения отби%
рали легкие у 3%х мышей из каждой группы и
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Вакцинные композиции

Очищенный вирус VN%PR

Очищенный вирус PR8

Расщепленный вирус VN%PR

H5 сплит + Al(ОН)3

H5 сплит + полиоксидоний

H5 сплит + совидон

H5 сплит +GDM

H5 сплит + SANP

H5 сплит + Iso%SANP

«ГрипполR плюс» с полиоксидонием

HA и NA вируса А/NIB/26/90 с полиоксидонием

Контроль

Таблица 2. Характеристика инактивированных вакцинных препаратов, использованных в работе

Адъювант
мкг/мышь

−

−

−

50

50

50

50

50

50

100

100

−

Доза HA
мкг/мышь

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1
1
1

2

−

Краткое обозначение

ц.вирионная

H1N1 ц.вирионная

cплит

cплит + Al(ОН)3

cплит + полиоксидоний

cплит + совидон

cплит + GDM

cплит + SANP

cплит + Iso%SANP

Гриппол 2011

Субтип

H5N1

H1N1

H5N1

H5N1

H5N1

H5N1

H5N1

H5N1

H5N1

H1N1
H3N2

В

H3N2
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определяли титры вируса (TCID50, 50% инфек%
ционная доза в культуре клеток) в культуре
MDCK, как описано ниже. Мышей ежедневно
взвешивали и контролировали падеж.

Определение содержания вируса в легких мыC
шей. Легкие мышей растирали с мелкодисперс%
ным стеклом в стерильных условиях. Добавля%
ли по 1 мл PBS с гентамицином (0,1 мг/мл),
суспендировали и центрифугировали. Собира%
ли супернатанты. Культуру MDCK, выращен%
ную на 96%луночных планшетах промывали и
добавляли в каждую лунки по 200 мкл среды
Игла МЕМ с добавлением L%глютамина (0,1%,
гентамицина (1 мг/мл) и БСА (5 мг/мл)). В
крайние лунки добавляли по 50 мкл легочных
элюатов и титровали в 7 лунках, перенося по
50 мкл раствора. Через 16 ч добавляли в лунки
по 20 мкл раствора глютарового альдегида, до
конечной концентрации 0,02%, выдерживали
30 мин, сливали среду и промывали лунки. До%
бавляли по 50 мкл раствора фетуина, меченно%
го пероксидазой хрена в буфере (0,2% БСА/
Tween 20 = 1/1000 (v/v) и 1 мкM ингибитора
нейраминидазы oseltamivir phosphate на PBS.
Через 60 мин инкубации при 4 °С планшеты от%
мывали, добавляли раствор аминоэтилкорбазо%
ла с перекисью водорода и выдерживали
30 мин. Клетки, инфицированные вирусом, ок%
рашивались в красный цвет. Подсчет окрашен%
ных клеток проводили с помощью инвертиро%
ванного микроскопа БИОЛАМ П%1 («ЛОМО»,
Россия).

Статистическая обработке результатов. Для
статистического анализа использовали крите%
рий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение живой, цельновирионной и сплитC
вакцин с адъювантами и без них. Эффективность
экспериментальных вакцин исследовали на мы%
шах. Группы мышей инокулировали интрана%
зально живыми вакцинами или внутримышечно
инактивированными вакцинами и плацебо. Для
изучения влияния адъювантов на эффектив%
ность вакцинации сравнивали сплит%вакцины с
добавками адъювантов со сплит%вакциной,
цельновирионной и живой вакциной. В качест%
ве адъювантов были протестированы широко
используемые гидроксид алюминия, полиокси%
доний и совидон, а также экспериментальные
препараты GMD, SANP и Iso%SANP.

Потеря веса и выживаемость в группах мы%
шей, иммунизированных инактивированными
экспериментальными вакцинами, а также холо%
доадаптированными реассортантами VN%Len и

NC%Len не отличались от группы плацебо (дан%
ные не представлены).

Цельновирионная и живая вакцины обеспе%
чивали максимальный прирост антител и почти
100%%ную защиту от последующего контроль%
ного заражения (челленджа) высокопатоген%
ным вирусом H5N1. Сплит%вакцина обеспечи%
вала меньший прирост антител и примерно
50%%ную защиту.

Добавление различных адъювантов к сплит%
вакцине приводит к очень разным результатам.
Три из них (гидроксид алюминия, полиоксидо%
ний и SANP) повышали уровень антител и про%
тективный эффект вакцинации. Совидон незна%
чительно влиял на уровень антител и немного
увеличивал выживаемость мышей. GMD незна%
чительно влиял на уровень антител и снижал
выживаемость мышей. Iso%SANP повышал уро%
вень антител, но резко снижал защитный эф%
фект сплит%вакцины (р < 0,05). Даже лучшие
адъюванты: гидроксид алюминия, полиоксидо%
ний и SANP не повысили качество сплит%вак%
цины до уровня цельновирионной и, тем более,
живой вакцины (табл. 3).

Некоторые адъюванты, не причиняя мышам
видимого вреда и повышая уровень суммарных
анти%H5N1 IgG антител, приводят к ухудшению
выживаемости мышей после челленджа. Для
лучшего понимания этого явления мы изучили
динамику накопления антител IgG1 и IgG2a от%
ражающих уровень гуморального и клеточного
иммунного ответа соответственно.

Соотношение IgG1/IgG2 у индивидуальных
мышей при вакцинации цельновирионной,
сплит%вакцинами с адъювантами и живой вак%
циной представлено на рис. 1.

Вакцины отличаются друг от друга не только
по способности повышать уровень антител. Они
отличались и по соотношению IgG1 к IgG2a, а
также по разбросу уровней антител между от%
дельными животными. Наивысший уровень ан%
тител вызывается живой вакциной. Инактиви%
рованная цельная вакцина также индуцировала
высокие и стабильные уровни антител, хорошо
сбалансированные в соотношении IgG1/IgG2a.
Сплит%вакцина индуцировала невысокие, но
примерно равные уровни IgG1 и IgG2a у всех
мышей. Гидроксид алюминия резко увеличивал
уровень антител IgG1, что отражает повышен%
ный гуморальный иммунитет, но у отдельных
мышей уровень IgG2a был очень низок. Разброс
уровней IgG2a между мышами в этой группе был
более, чем в 50 раз. Иными словами, гидроокись
алюминия у части мышей блокирует клеточный
иммунитет. Полиоксидоний увеличивал уровень
IgG2a, но у некоторых мышей резко снижался
уровень IgG1, что указывало на ослабление гу%
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морального иммунитета. Низкие уровни IgG1
были обнаружены также у части мышей, имму%
низированных композицией «сплит + совидон».

Сплит и живые вакцины повышали уровни
IgG1 и IgG2a вплоть до 30 дней после иммуниза%
ции (табл. 4). Al(ОН)3, полиоксидоний и SANP,
которые повышали качество сплит%вакцины,
повышали уровни IgG1 и IgG2a по сравнению с
сплит%вакциной без адъювантов; и высокий
уровень антител сохранялся до 30%го дня. В то
же время адъювант Iso%SANP повышал уровень
IgG2a до 11 дня, но дальнейшего роста не про%
исходило, и к 30%му дню уровни антител были
ниже, чем после вакцинации сплит%вакциной.

Понятно, почему выживаемость мышей в груп%
пе «сплит + Iso%SANP» ниже, чем в группе
«сплит». Более интересно, что мыши в группе
«сплит + Iso%SANP» умирали даже раньше, чем
невакцинированные мыши с нулевым уровнем
антител против H5N1. Это указывает на глубо%
кую дезорганизацию защитных сил организма.

Эффективность различных типов вакцин при
гетеросубтипической иммунизации. Чтобы изу%
чить возможные последствия неспецифической
иммунизации, мы провели серию эксперимен%
тов, в которых мышей вакцинировали вирусом
гриппа одного субтипа, а затем заражали виру%
сами гриппа другого субтипа. В первую очередь
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Инактивированные вакцины

Сплит

Сплит +Al(ОН)3

Сплит + полиоксидоний

Сплит + совидон

Сплит +GDM

Сплит + SANP

Сплит + Iso%SANP

Цельновирионная

Живая вакцина VN%Len

Плацебо

Таблица 3. Влияние разных адъювантов на иммуногенность и протективность H5N1 вакцин

Вирус в легких***

4,0 ± 0,5

3,0 ± 0,7

3,0 ± 0,5

3,0 ± 0,8

6 ± 1

3,0 ± 0,7

6 ± 1

2

2

6 ± 1

% Защиты

44

76

75

63

25

79

0

98

99

0

Защита**

26/59

29/38

30/40

25/40

10/40

31/39

0/40

59/60

79/80

0/200

Титр антител*

352

1215

473

387

342

1031

619

1966

6514

<20

Примечание. Приводятся суммарные данные нескольких опытов.
* Средняя геометрического титра анти%H5N1 антител в группах.

** Число выживших/числу зараженных на 14%й день после челленджа 100 LD50 вируса А/сhicken/Kurgan/3/2005.
*** Содержание вируса А/сhicken/Kurgan/3/2005 в легких мышей на третий день после челленджа (lg TCID50).

Рис. 1. Уровни анти%H5N1 IgG1 и IgG2a в сыворотках индивидуальных мышей при вакцинации сплит, сплит с добавками
адъювантов, цельновирионной и живой вакцинами. Каждая пара столбцов на диаграмме показывает уровни антител у од%
ной мыши
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нас интересовал вопрос, как влияет субклини%
ческое заболевание вирусом гриппа на выжива%
емость от последующего заражения высокови%
рулентным вирусом другого субтипа.

Мышей инфицировали Ха вирусами H1N1 и
H2N2, вирусом человека A/Nib/26/90M (H3N2)
и непатогенными вирусами гриппа диких уток с
гемагглютининами Н3, Н4, Н5 и Н6. У мышей,
зараженных этими вирусами, признаков заболе%
вания не наблюдали. Через 20 дней провели
контрольное заражение высокопатогенным ви%
русом А/chicken/Kurgan/3/2005 (H5N1).

На рисунке 2 показана выживаемость пред%
варительно инфицированных и контрольных
мышей. Все контрольные мыши умерли к 8 дню,
тогда как во всех ранее зараженных группах вы%
жило 40–95% мышей. Таким образом, бессим%
птомная инфекция гетеросубтипическими ви%
русами гриппа в какой%то степени защищает от
последующего заражения летальной дозой вы%
соковирулентного вируса.

Для изучения сравнительной способности
живых и инактивированных вакцин к перекрес%

тной защите от вирусов гриппа других субтипов
мы иммунизировали мышей Н5N1% и H1N1%
вакцинами, после чего проводили челлендж вы%
сокопатогенным вирусом А/chicken/ Kurgan/3/
2005 (H5N1) (рис. 3).

Мыши, вакцинированные живым Ха реас%
сортантом H5N2, после контрольного зараже%
ния продолжали прибавлять в весе и не прояви%
ли признаков заболевания. Среди вакциниро%
ванных цельновирионной H5N1 вакциной часть
мышей были угнетены, теряли аппетит, вслед%
ствие чего кривая среднего веса имеет неболь%
шой провал на 4–7 дни. Падежа после челленд%
жа в первых двух группах не наблюдали. В груп%
пе, вакцинированной H5N1 сплит%вакциной,
кривая веса после челленджа резко идет вниз и
до 50% мышей гибнет. Выжившие мыши начи%
нали набирать вес после 10 дня.

Все мыши из группы, вакцинированной
инактивированным H1N1 вирусом PR8, погиб%
ли так же, как и мыши из контрольной (не вак%
цинированной) группы. Мыши, иммунизиро%
ванные живой Ха H1N1 вакциной А/New
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Таблица 4. IgG1 и IgG2a антитела к H5N1 в сыворотках мышей после вакцинации и динамика гибели мышей после чел%
ленджа

Титры антител (дни)*

* Антитела к H5N1 на 11, 18 и 30 день после вакцинации, средние геометрические значения титров в ИФА.
**% Выживания на 7, 8 и 9 день после контрольного заражения вирусом H5N1.
Каждая группа содержала 20 мышей. Различия между группой плацебо и группой «сплит + Iso%SANP» статистически зна%
чимы (p < 0,05).

Вакцины

Сплит

Сплит + AlОН3

Сплит + полиокс

Сплит + совидон

Сплит + SANP

Сплит + Iso%SANP

Цельновирионная

Живая VN%Len

Плацебо

Тип
антител

IgG1
IgG2a

IgG1
IgG2a

IgG1
IgG2a

IgG1
IgG2a

IgG1
IgG2a

IgG1
IgG2a

IgG1
IgG2a

IgG1
IgG2a

IgG1
IgG2a

11

37
126

197
146

51
138

52
156

139
304

26
238

322
4321

721
1532

<20
<20

7

80

100

95

80

95

5

100

100

40

9

40

70

60

50

80

0

95

100

0

Выживание (дни)**

30

203
672

4121
637

221
715

197
430

664
672

47
154

490
4216

2534
10 675

<20
<20

8

50

80

75

55

85

0

95

100

10

18

192
640

2543
524

142
670

193
450

640
658

42
182

354
4538

1583
3241

<20
<20
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CaledoniaCLeningrad/134/17/57, в первые дни
после контрольного заражения заболевали и те%
ряли в весе так же, как и контрольные мыши. Но
начиная с 8%го дня, мыши начали набирать вес,
и 90–100% из них выживало. Эти данные демон%
стрируют принципиальное различие между жи%
выми и инактивированными вакцинами после
гетеросубтипической иммунизации. Гетеросуб%
типическая вакцинация инактивированной вак%
циной бесполезна, а живая вакцина резко сни%
жает летальность.

Для изучения вопроса, как влияет стандарт%
ная вакцинация от текущих штаммов на исход
заболевания в случае появления нового панде%
мического вируса, мы вакцинировали мышей
сезонной вакциной «ГрипполR плюс», содержа%
щей поверхностные антигены вирусов: Н1N1 –
А/Калифорния 7/2009/, Н3N2 – А/Виктория
210/208 NYMC X%187, В/Брисбен/60/2008 и
0,5 мг полиоксидония в одной человеческой до%
зе, а через 29 дней проводили челлендж высоко%
патогенным H5N1 вирусом. Группами сравне%
ния служили мыши, вакцинированные специ%
фической H5N1 сплит%вакциной, и интактные
мыши. Кривые выживаемости после челленджа
приведены на рис 4.

В согласии с нашими предыдущими данны%
ми однократная вакцинация специфической
сплит%вакциной обеспечила 40% выживаемость

при том, что все контрольные мыши погибли к
9%му дню. Мыши, иммунизированные неспеци%
фической вакциной «Гриппол», не только по%
гибли поголовно, но и начали гибнуть на день
раньше контрольных мышей.

Схожий результат был получен при вакцина%
ции мышей поверхностными антигенами H3N2
вируса А/NIB/26/90 с полиоксидонием (2 мкг НА +
100 мкг полиоксидония на мышь) и последую%
щим челленджем пандемическим H1N1 виру%
сом. Вирулентность H1N1 вируса A/Hamburg/5/
2009 была повышена путем 7 пассажей через
мышиные легкие, что привело к заменам HA%
Asp225Gly и HA%Lys123Asn. У контрольных мы%
шей этот вирус вызывал хорошо регистрируемое
заболевание с максимальной потерей веса к 5–7
дню после заражения, после чего мыши начина%
ли набирать вес и, как правило, выздоравливали
к 10%му дню.

На рисунке 5 представлены индивидуаль%
ные кривые веса вакцинированных и контроль%
ных мышей после челленджа. Видно, что боль%
шинство вакцинированных мышей теряет в ве%
се сильнее и начинают выздоравливать в сред%
нем на два дня позже, чем контрольные мыши.
Вероятно, предварительная гетеросубтипичес%
кая вакцинация истощает иммунную систему и
замедляет образование защитных антител, что
и обуславливает наблюдаемые эффекты повы%
шения летальности и замедления выздоровле%
ния.
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Рис. 2. Выживаемость интактных и предварительно инфи%
цированных гетеросубтипическими вирусами гриппа мы%
шей после контрольного заражения вирусом А/chicken/
Kurgan/3/2005 (H5N1). Вирусы: холодоадаптированный
(Ха) вакцинный штамм А/New Caledonia%Leningrad/134/
17/57 (H1N1 Hu), Ха вирус А/Leningrad/134/17/57 (H2N2
Hu) и вирусы человека и диких уток (обозначения в
табл. 1). В скобках указано число мышей в группах. Приве%
ден результат типичного опыта. (С цветным вариантом
рис. 2 и 3 можно ознакомиться в электронной версии
статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)

Рис. 3. Динамика веса мышей, иммунизированных специ%
фическими и гетеросубтипическими вакцинами, после
челленджа H5N1 вирусом. Цельновирионная, сплит,
сплит+Al(OH)3 – H5N1 вакцины; живая Н5 – Ха реассор%
тант VN%Len (H5N2), цельновирионная инактивирован%
ная H1N1 – A/Puerto Rico/8/34, живая H1N1 – Ха вакци%
на А/New CaledoniaCLeningrad/134/17/57. В каждой группе
было по 20 мышей. Под кривыми среднего веса указан
процент выживания в данной группе. Приведен результат
типичного опыта
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Выводы:
1) Гетеросубтипическая вакцинация живой

вакциной не предотвращает заболевания при
последующем заражении Н5N1 вирусом, но
способствует выздоровлению и практически
полностью предотвращает гибель мышей.

2) Гетеросубтипическая вакцинация инак%
тивированной цельновирионной вакциной не
обеспечивает никакой защиты от последующего
заражения Н5N1 вирусом.

3) Гетеросубтипическая субъединичная
вакцина с полиоксидонием делает мышей более
уязвимыми к последующему заражению H5N1 и
Н1N1 вирусами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Стратегия вакцинации против гриппа про%
должает оставаться предметом дискуссий. В
прошлом веке считалось, что вакцинироваться
должны только люди из групп риска.

В 2003 году Всемирная ассамблея здравоох%
ранения рекомендовала увеличить охват вакци%
нацией против гриппа с целью достижения к
2006 году охвата пожилого населения не менее,
чем на 50% (http://www.who.int/immunization/
sage/1_WHA56_19_).

В 2005 году, из%за опасений по поводу панде%
мии H5N1, вторая совместная комиссия Все%
мирной/Европейской Организаций Здравоох%
ранения рекомендовала пересмотреть политику

вакцинации против сезонного гриппа. Цель
состояла в том, чтобы увеличить сезонное по%
требление и тем самым способствовать увеличе%
нию глобального потенциала производства про%
тивогриппозных вакцин [69].

В 2012 году Стратегическая консультативная
группа экспертов ВОЗ рекомендовала причис%
лить беременных женщин к группам риска, ко%
торым показана вакцинация против сезонного
гриппа. Другими группами риска были: работ%
ники здравоохранения, дети в возрасте 6–59 ме%
сяцев, пожилые люди и лица с высоким уровнем
риска (www.who.int/wer/2012/wer8721.pdf).

В 2017 году Рекомендация Центра по конт%
ролю и профилактике заболеваний гласила:
«Каждый человек в возрасте 6 месяцев и старше,
включая беременных женщин и людей с опреде%
ленными заболеваниями, должен проходить
вакцинацию против гриппа каждый сезон, за
редким исключением» (https://www.cdc.gov/
features/fluhighrisk/index.html).

Такие рекомендации могут вызывать скеп%
тицизм, учитывая умеренную эффективность
вакцинации в межпандемический период и
риск побочных эффектов [2]. Ежегодная вакци%
нация может привести к негативному взаимо%
действию предыдущей и текущей вакцинаций
[60, 59].

В некоторых странах практикуется ежегод%
ная вакцинация школьников от гриппа [70]. Од%
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Рис 4. Выживаемость мышей, вакцинированных специфи%
ческой и гетеросубтипической сплит%вакцинами, после
челленджа вирусом H5N1. Состав субъединичной вакцины
«ГрипполR плюс» и сплит%H5 вакцины описан в разделе
«Материалы и методы» и в табл. 2. Различия между группа%
ми статистически значимы (p = 0,09; логарифмический
критерий). Приведен результат типичного опыта

Рис. 5. Динамика веса мышей, вакцинированных субъеди%
ницами H3N2 вируса с полиоксидонием, после челленджа
пандемическим вирусом A/Hamburg/5/2009%МА (H1N1).
Представлены индивидуальные кривые веса для каждой
мыши. Черные кривые – неиммунизированные мыши, се%
рые кривые – мыши, вакцинированные гетеросубтипичес%
кой вакциной с полиоксидонием. Состав вакцины приве%
ден в табл. 2. Различия в продолжительности заболевания
между группами статистически значимы (р = 0,03; лога%
рифмический критерий). Показан результат типичного
эксперимента
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нако такая практика может вызывать беспокой%
ство. Ежегодные вакцины против гриппа эф%
фективны против сезонного гриппа, но могут
сделать людей более уязвимыми к новым панде%
миям [71]. «У невакцинированных здоровых де%
тей наблюдали возраст%зависимое повышение
специфической реакции CD8+ Т%клеток на ви%
рус гриппа, которое отсутствовало у привитых
детей. Вакцинация против гриппа эффективна
против сезонного гриппа, но препятствует раз%
витию вирус%специфических CD8+ Т%клеточ%
ных ответов» [72].

Было показано, что «цитотоксические Т%
лимфоциты, распознающие эпитопы вируса
гриппа А, расположенные в относительно кон%
сервативных белках, таких как нуклеопротеин,
перекрестно реагируют с различными субтипа%
ми. Это подразумевает, что эти CD8+ T%лимфо%
циты могут способствовать защитному гетеро%
субтипическому иммунитету, вызванному слу%
чайной инфекцией вирусом гриппа A» [73].

Повторные прививки инактивированными
субъединичными вакцинами предотвращают
естественную иммунизацию циркулирующими
вирусами гриппа. Антитела вырабатываются
только к поверхностным белкам и не обеспечи%
вают перекрестную защиту от новых штаммов. В
случае пандемии такие неоднократно привитые
дети особенно уязвимы.

Инактивированные вакцины не эффектив%
ны против гетеросубтипической инфекции [73,
74]. Сезонная инактивированная вакцина
2009–2010 гг. не обеспечивала защиту от панде%
мического вируса [75]. В то же время перекрест%
ную защиту при использовании живых вакцин
отмечали многие авторы [73, 76–80].

В полном соответствии с вышеуказанными
работами наше исследование показывает, что
иммунитет, индуцируемый живым вирусом, не
только предотвращает заражение близкород%
ственными вирусами, но также обеспечивает
частичную защиту от антигенно удаленных ви%
русов гриппа. Сравнение способности различ%
ных типов вакцин к перекрестной защите пока%
зало, что предшествующее заражение любым
непатогенным вирусом гриппа (адаптированная
к холоду вакцина, малопатогенный вирус чело%
века или вирус диких птиц) обеспечивает защи%
ту от заражения гетеросубтипическим вирусом,
в то время как иммунизация инактивированной
вакциной совершенно бесполезна в таком слу%
чае.

В ходе изучения экспериментальных адъю%
вантных композиций мы обнаружили, что мы%
ши, вакцинированные сплит%вакциной с адъю%
вантом Iso%SANP, после контрольного зараже%

ния гибнут даже раньше, чем те, которые не бы%
ли вакцинированы. Некоторые из адъювантов,
будучи безопасными для мышей и повышающи%
ми уровень антител после вакцинации, влияли
на выживаемость мышей после заражения в
противоположном направлении.

Тем не менее иногда эффективность адъю%
вантов определяется только путем измерения
иммунного ответа, без проверки защитного эф%
фекта [81].

Даже широко используемые в медицине по%
лиоксидоний и гидроокись алюминия, повышая
среднестатистические показатели иммунного
ответа и выживаемости, изменяют баланс
IgG1/IgG2 и увеличивают разброс уровня анти%
тел между животными – в результате чего у от%
дельных животных блокируется либо клеточ%
ный, либо гуморальный иммунитет. Большой
разброс в уровнях антител у разных животных и
резкий сдвиг в уровнях IgG1/IgG2 вызывают
беспокойство, поскольку при увеличении сред%
ней эффективности такие адъюванты в отдель%
ных случаях приносят вред.

Редкие нарушения иммунной системы могут
остаться незамеченными в человеческих испы%
таниях. Это требует особой осторожности при
использовании адъювантных вакцин. Вакцина
может быть признана пригодной для практичес%
кого использования, но при широком примене%
нии, у отдельных привитых могут возникать не%
допустимые осложнения.

Стратегия вакцинации против гриппа долж%
на учитывать не только защиту от эпидемичес%
ких штаммов, но и возможный риск новой пан%
демии. В последнем случае лица, вакциниро%
ванные живыми вакцинами, будут частично за%
щищены, а привитые субъединичными адъювант%
ными вакцинами могут оказаться в более опас%
ном положении, чем непривитые.
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Parallel testing of inactivated (whole%virion, split, subunit, and adjuvanted vaccines) and live attenuated vaccine was
conducted to compare the immunogenicity and protective efficacy. Homologous and heterosubtypic protection
against challenge with H5N1 and H1N1 influenza viruses in mouse model were studied. A single immunization with
live or inactivated whole virion H5N1 vaccine elicited a high level of serum antibodies and provided complete pro%
tection against challenge with the lethal virus A/Chicken/Kurgan/3/05 (H5N1). Split vaccines applied in a single
dose was much less effective. Adjuvants increased antibody levels. In the same time, addition of one of them
(Iso%SANP) to split vaccine leaded to paradoxal outcome: it increased the level ofantibody but reduced the protective
effect of vaccine. All adjuvants tested shifted the ratio of IgG1 and IgG2a antibodies. Immunization with any of test%
ed heterosubtypic live viruses provided partly protection against H5N1challenge and reduced the mortality of mice to
low level, while inactivated H1N1 vaccine offered no protection at all. After immunization with adjuvanted subunit
vaccines and challenge with the heterosubtypic virus, we observed more severe course of illness and more rapid death
compared to unvaccinated animals.
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Аэробные грамотрицательные бактерии Acinetobacter baumannii являются одним из наиболее важных клини�
ческих патогенов – возбудителей внутрибольничных инфекций во всем мире. Бактериальную клетку A. bau/
mannii окружает капсула, которая cостоит из толстого вязкого слоя структурно вариабельного капсульного
полисахарида (КПС). Капсула защищает бактерии от неблагоприятных условий окружающей среды и био�
логических систем, включая механизмы иммунной защиты хозяина и бактериофаги. Многие фаги A. bau/
mannii имеют структурные деполимеразы (хвостовые шипы), которые специфически распознают и фермен�
тативно расщепляют бактериальные КПС. В данной работе мы изучили специфическое взаимодействие
белков хвостовых шипов четырех литических бактериофагов с КПС A. baumannii. Деполимеразы трех бак�
териофагов Fri1, AS12 и BS46 идентифицированы как специфические гликозидазы, которые расщепляют
КПС A. baumannii 28, 1432 и B05 соответственно, по гидролитическому механизму. Деполимераза gp54 бак�
териофага AP22 охарактеризована как полисахарид�лиаза, расщепляющая КПС A. baumannii 1053 по меха�
низму β�элиминирования в остатках гексуроновой кислоты (ManNAcA).

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Acinetobacter baumannii, бактериофаг, хвостовой шип, капсульный полисахарид, гек�
суроновая кислота, деполимераза, гликозидаза, полисахарид�лиаза, рецептор�связывающий белок, ЯМР�
спектроскопия.
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ВВЕДЕНИЕ

Инфицирование бактерий специфическими
бактериофагами инициируется распознаванием
и прикреплением фаговых частиц к поверхнос�

ти клеток�хозяев. Эта функция выполняется ре�
цептор�связывающими белками. Обычно фаги
несут множество вариантов таких белков, кото�
рые образуют хвостовые фибриллы или хвосто�
вые шипы. Оба типа представляют собой боль�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : КПС – капсульный полисахарид; ЯМР – ядерный магнитный резонанс; FucNAc – 2�аце�
тамидо�2�дезоксифукоза; GalNAcA – 2�ацетамидо�2�дезоксигалактуроновая кислота; HR ESI MS – масс�спектрометрия
высокого разрешения с ионизацией электрораспылением; Hb – 3�гидроксибутаноил; HMBC – гетероядерная многосвя�
зевая корреляция; KL – K локус; Leg – 5,7�диамино�3,5,7,9�тетрадезокси�D�глицеро�D�галакто�нон�2�улозоновая (легио�
наминовая) кислота; ManNAcA – 2�ацетамидо�2�дезоксиманнуроновая кислота; QuiNAc4NAc – 2,4�диацетамидо�2,4,6�
тридезоксиглюкоза (2,4�диацетамидо�2,4�дидезоксихиновоза); ROESY – спектроскопия ядерного эффекта Оверхаузера
во вращающейся системе координат; TOCSY – полная корреляционная спектроскопия.
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шие трехмерные белки, которые присоединены
к базальной пластине фага своими N�концами,
тогда как удаленнные С�концы взаимодейству�
ют с окружающей средой и отвечают за распоз�
навание и связывание с рецептором. Они спе�
цифически распознают рецепторы, экспониро�
ванные на бактериальной оболочке, которые
необходимы для инфицирования клетки бакте�
риофагом. Это экзополисахариды, в том числе
капсульные полисахариды (КПС), и белки на�
ружной мембраны. В отличие от хвостовых
фибрилл, хвостовые шипы обладают фермента�
тивной активностью и способны не только свя�
зывать, но и деполимеризовать защитный по�
лисахаридный слой на поверхности бактерий.
Это обеспечивает доступ к вторичным фаговым
рецепторам на внешней мембране, так что они
могут быть распознаны другими фаговыми бел�
ками.

Одним из факторов вирулентности Acineto/
bacter baumannii является защитный слой КПС,
который способствует патогенезу и исключи�
тельной способности выживания бактерии [1,
2]. Значительное структурное разнообразие
КПС обусловлено вариабильностью генетичес�
кого локуса, ответственного за биосинтез капсу�
лы (К�локус, KL) [3–5]. К настоящему времени
у штаммов A. baumannii выявлено более 128 ти�
пов капсульных локусов (KL�типов), и их число
постоянно увеличивается [5]. Установлены
структуры КПС более 30 KL�типов A. baumannii
(см. Базу данных структур бактериальных угле�
водов на сайте http://csdb.glycoscience.ru/bacteri�
al). КПС является первичным рецептором для
большого числа бактериофагов A. baumannii,
имеющих хвостовые шипы [6].

Для определения специфичности взаимо�
действия белков хвостовых шипов с КПС мы
изучили расщепление КПС A. baumannii депо�
лимеразами бактериофагов. Были выбраны де�
полимеразы четырех литических бактериофа�
гов AP22 [7], Fri1 и AS12 [6] и BS46 [8], которые
специфичны к штаммам A. baumannii 1053 (K91)
[9], 28 (K19) [10], 1432 (K27) [11] и AC54 (K9)
[12, 13] соответственно, структуры КПС кото�
рых установлены ранее. Эти штаммы распрост�
ранены среди клинических изолятов в России,
а штаммы, имеющие КПС типа K9, остаются
среди наиболее широко распространенных и
опасных в клинической практике. Продукты
расщепления бактериальных КПС выделяли с
помощью гель�проникающей хроматографии и
анализировали с помощью масс�спектромет�
рии высокого разрешения с ионизацией элект�
рораспылением (HR ESI MS) и ЯМР�спектрос�
копии, которые позволили идентифицировать
место расщепления в КПС и определить меха�

низм деполимеризации (гидролиз или β�эли�
минирование).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы. В качестве источни�
ков КПС использованы штаммы A. baumannii
1053, 28, 1432, AC54 и B05. Штаммы 1053, B05 и
1432 получены из «ГКПМ�Оболенск» (инвен�
тарные номера B�7129, B�7705 и B�7134 соответ�
ственно). Штамм 28 был выделен в 2002 году в
Санкт�Петербурге, Россия [8]. Штамм AC54
был предоставлен Ryland F. Young (Texas Univer�
sity A AND M, College Station, Техаs, США).

Белки. Клонирование, экспрессию деполи�
меразы BS46 и очистку рекомбинантного белка
проводили следующим образом. Фрагмент ге�
нома фага BS46, содержащий делеционный му�
тант гена 47, кодирующего деполимеразу, в ко�
торой отсутствует N�концевой домен белка,
амплифицировали с помощью ПЦР, используя
праймеры BS46_gp47�for: 5′�ataGGATCCagtgcat�
caggtgctcacc�3′ и BS46_gp47�rev: 5′�ataCTCGAG�
tttgatatgatatg�3′, а затем клонировали в экспрес�
сионный вектор pTSL (GenBank KU314761)
[14]. Вектор трансформировали в химически
компетентные клетки Escherichia coli B834 (DE3).
Белок экспрессировали в среде LB с добавлени�
ем 200 мкг/мл ампициллина. Трансформирован�
ные клетки выращивали на среде LB при 37 °С до
поглощения 0,6 при 600 нм. Среду охлаждали до
18 °С и индуцировали экспрессию белка добав�
лением изопропил�1�тио�β�D�галактопиранози�
да до конечной концентрации 0,5–1,0 мМ. Пос�
ле дальнейшей инкубации 16 ч при 18 °С клетки
осаждали центрифугированием («Beckman»,
США) при 10 000 g в течение 15 мин при 4 °С.
Клеточные осадки ресуспендировали в 1/50 от
первоначального объема клеток в буфере А
(20 мМ Tris�HCl, рН 8,0, 300 мМ NaCl), замора�
живали, оттаивали и затем лизировали ультраз�
вуком («Branson Ultrasonic» США). Клеточные
остатки осаждали центрифугированием при
15 000 g в течение 20 мин при 4 °С. Белок извле�
кали металло�хелатной хроматографией на заря�
женной Ni2+ колонке (5 мл) GE HisTrap («GE
Healthcare Life Sciences», США), предварительно
уравновешенной буфером А. Белок элюировали
линейным градиентом 50–200 мМ имидазола в
буфере А. Фракции, содержащие целевой белок,
собирали и объединяли. Белок�лидер SlyD от�
щепляли TEV�протеазой при соотношении про�
теаза/продукт гена 47 = 1/100 (w/w) 16 ч при
20 °C. Реакционную смесь одновременно диали�
зовали против буфера, содержащего 10 мМ Tris�
HCl pH 8,0 и 1,0 мМ 2�меркаптоэтанола.
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Расщепленный белок отделяли фильтровани�
ем и очищали ионообменной хроматографией,
используя колонку MonoQ 10/100 GL («GE
Healthcare», США) и градиент NaCl 0–650 мМ в
20 мМ Tris�HCl, рН 8,0. Фракции, содержащие
белок, объединяли и концентрировали до объема
∼5 мл с использованием ультрафильтрационных
устройств Sartorius с порогом отсечения по моле�
кулярной массе 50 000 Да («Sartorius AG», Герма�
ния).

Препараты деполимераз AP22, Fri1 и AS12
(концентрация 1 мг/мл) получены в лаборато�
рии Леймана (Sealy Center for Structural Biology
and Molecular Biophysics, University of Texas
Medical Branch, Galveston, Texas, CША).

Спектроскопия ЯМР. Образцы лиофилизова�
ли из 99,9% D2O для замещения протонов дейте�
рием. ЯМР�спектры снимали для растворов в
99,95% D2O на спектрометре Bruker Avance II
(«Bruker», Германия) 600 МГц при 20 °C. В качест�
ве внутреннего стандарта для калибровки ис�
пользовали натрий�3�триметилсилилпропаноат�
2,2,3,3�d4 (δH 0, δC −1,6). Одномерную спектро�
скопию 1H и 13C ЯМР и двумерную 1H�1H�корре�
ляционную спектроскопию (COSY), полную
1H�1H�корреляционную спектроскопию (TOCSY),
1H�1H�спектроскопию ядерного эффекта Овер�
хаузера во вращающейся системе координат
(ROESY), гетероядерную одноквантовую 1H�13C
корреляционную спектроскопию (HSQC) и гете�
роядерную многосвязевую 1H�13C корреляцион�
ную спектроскопию (HMBC) проводили с ис�
пользованием стандартного программного обес�
печения («Bruker», Германия). Отнесение хими�
ческих сдвигов 1H и 13C ЯМР проводили с по�
мощью двумерных спектров ЯМР. Для сбора и
обработки данных ЯМР использовали программу
Bruker TopSpin 2.1 («Bruker», Германия). Время
спиновой стабилизации MLEV�17 и время сме�
шивания в экспериментах TOCSY и ROESY со�
ставляло 60 и 200 мс соответственно. Для опти�
мизации экспериментов 1H,13C HMBC использо�
вали задержку 60 мс, соответствующую констан�
те спин�спинового взаимодействия JH,C 8 Гц.

Масс>спектрометрия. Масс�спектрометрию
высокого разрешения с ионизацией электрорас�
пылением (HR ESI MS) с регистрацией отрица�
тельных ионов [15] проводили на приборе
micrOTOF II («Bruker», Германия). Образцы
олигосахаридов (∼50 нг/литр) растворяли в сме�
си вода�ацетонитрил 1 : 1 (v/v) и вводили шпри�
цем со скоростью потока 3 мкл/мин. Напряже�
ние на входе 3200 В, температура интерфейса −
180 °С, газ�осушитель – азот, диапазон регист�
рируемых масс m/z 50−3500. Для внутренней ка�
либровки использовали калибровочный раствор
ESI («Agilent Technologies», США).

Гель>проникающая хроматография. Гель�про�
никающую хроматографию образцов КПС про�
водили на колонке XK 26/70 (700 × 26 мм, слой
геля 560 мм) («GE Healthcare», Германия) с ге�
лем Sephadex G�50 Superfine («Amersham PLC,
GE Healthcare», Германия) в 0,05 М пиридиний�
ацетатном буфере pH 4,5. Продукты расщепле�
ния КПС фракционировали, используя колонку
XK 16/100 (1000 × 16 мм, слой геля 800 мм) («GE
Healthcare», Германия), заполненную гелем
Fractogel TSK HW�40 (S) («Tosoh Corporation»,
Япония) в 1% уксусной кислоте. В обоих случа�
ях скорость потока составляла 0,5 мл/мин. Элю�
ирование контролировали с помощью диффе�
ренциального рефрактометра («Knauer», Герма�
ния). Соответствующие фракции объединяли и
лиофилизовали.

Выделение и очистка КПС. Капсульные по�
лисахариды A. baumannii 1053, 28, 4190, АС54, и
B05 выделяли экстракцией бактериальных кле�
ток 90%�ным водным раствором фенола в тече�
ние 30 мин при 65–68 °C [16]. Экстракт охлажда�
ли и диализовали против водопроводной воды
без разделения слоев. Нерастворимые компо�
ненты удаляли центрифугированием (12 000 g,
20 мин). Для дополнительной очистки [9] образ�
цы КПС обрабатывали 50%�ным водным раст�
вором ТХУ при 4 °С, осадок отделяли центрифу�
гированием («Eppendorf», Австрия), суперна�
тант диализовали против дистиллированной во�
ды и лиофилизовали. Для расщепления сопут�
ствующего липополисахарида с короткой цепью
препараты КПС нагревали с 2%�ной уксусной
кислотой (100 °C, 3 ч) и КПС выделяли из супер�
натанта с помощью гель�проникающей хрома�
тографии на геле Sephadex G�50 Superfine
(«Amersham PLC, GE Healthcare», Германия).

Расщепление КПС. Очищенный образец
КПС растворяли в 20 мМ буфере Tris�HCl pH 7,5
и добавляли к раствору соответствующий белок
при соотношении белок/КПС = 1/100 (w/w). Ре�
акционную смесь выдерживали 16 ч при 37 °С,
продукты выделяли гель�проникающей хрома�
тографией на геле Fractogel TSK HW�40 (S). На�
ряду с олигосахаридными продуктами в каждом
случае было получено небольшое количество
нерасщепленного КПС. Для облегчения иден�
тификации олигосахаридных продуктов КПС из
штамма 28 перед расщеплением O�дезацетили�
ровали, как описано ранее [10].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Структуры КПС исследованных штаммов
A. baumannii показаны на рис. 1–4. Структуры
КПС штаммов 1053 [7], 28 [8] и 1432 [9] установ�
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лены нами ранее. Строение КПС AC54 и B05
оказалось идентичным известным структурам
КПС A. baumannii штаммов 34 [10] и MDR_TJ
[11].

КПС расщепляли соответствующими депо�
лимеразами бактериофагов, продукты фракцио�
нировали с помощью гель�проникающей хро�
матографии, и полученные фракции олигосаха�
ридов (рис. 1–4) исследовали методом HR ESI
MS с регистрацией отрицательных ионов (табл.
S1 и S2 в Приложении) и спектроскопии ЯМР,
включая двумерные эксперименты 1H�1H COSY,
1H�1H TOCSY, 1H�1H ROESY, 1H�13C HSQC и 1H�
13C HMBC (химические сдвиги 1H и 13C ЯМР
приведены в табл. S3–S6 в Приложении).

Масс�спектры HR ESI позволили опреде�
лить размер полученных олигосахаридов и по�
казали, что все они являются мономерами

и/или олигомерами повторяющихся звеньев
КПС. Моносахарид, находящийся на восста�
навливающем конце каждого олигосахарида,
был идентифицирован благодаря появлению в
спектрах 1Н и 13С ЯМР сигналов его α� и β�ано�
меров. Эти данные позволили определить гли�
козидную связь, которая была расщеплена де�
полимеразой. Конфигурации других гликозид�
ных связей, положения замещения и последова�
тельности моносахаридов в олигосахаридах бы�
ли установлены с учетом опубликованных дан�
ных соответствующих КПС и были подтвержде�
ны независимо путем анализа двумерных спект�
ров ЯМР, как описано ранее [9–11].

Из КПС A. baumannii 1053 расщеплением де�
полимеразой gp54 фага АР22 были получены два
олигосахарида 1 и 2. Основной продукт расщеп�
ления трисахарид 1 состоял из остатков 2�ацета�
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Рис. 1. а – Расщепление КПС A. baumannii 1053 [9] деполимеразой gp54 фага AP22 с образованием олигосахаридов 1 и 2.
ΔHexNAcA обозначает 2�ацетамидо�2,4�дидезокси�L�эритро�гекс�4�енуроновую кислоту. Место расщепления КПС по�
казано стрелкой. б – Структура и спектр 13С ЯМР трисахарида 1
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мидо�2�дезокси�D�фукозы (D�FucNAc), 2�аце�
тамидо�2�дезокси�D�маннуроновой кислоты
(D�ManNAcA) на восстанавливающем конце и
4,5�ненасыщенной 2�ацетамидо�2�дезокси�D�
гексуроновой кислоты (ΔHexNAcA) на невос�
станавливающем конце (рис. 1). Последний мо�
носахарид был идентифицирован по: 1) слабо�
польному положению сигналов C4 и C5 в спект�
ре ЯМР 13C при δС 108,9 и 145,6 соответственно
(рис. 1, б; табл. S3 в Приложении), 2) отсут�
ствию протона H5 и 3) корреляциям H1/C5,
H4/C5 и H4/C6 в спектре 1H�13C HMBC при
δH/δС 5,39/145,6, 6,05/145,6 и 6,05/170,4 соответ�
ственно.

Структура олигосахарида 1 была подтверж�
дена масс�спектром HR ESI в котором присут�
ствовал пик иона [M�H]− при m/z 620.1951 (рас�
четное значение m/z 620.1945). Аналогичные
ЯМР�спектроскопическое (табл. S3 в Приложе�
нии) и масс�спектрометрическое (данные не
приведены) исследования показали, что олиго�
сахарид 2 представлял собой гексасахарид, сос�
тоящий из трисахарида, соответствующего ин�
тактному повторяющемуся звену КПС и рас�
положенного между остатками ManNAcA
и FucNAc трисахарида 1, как показано на
рис. 1, а.

Таким образом, олигосахариды 1 и 2 образо�
вались из КПС путем специфического расщеп�
ления β1→4�гликозидной связи между двумя
остатками ManNAcA в повторяющемся звене
КПС.

Расщепление КПС A. baumannii 28 деполиме�
разой gp49 фага Fri1 привело к двум олигосаха�
ридным фракциям I и II, представляющим собой
олигомеры повторяющегося звена КПС, содер�
жащего по одному остатку 2�ацетамидо�2�дезок�
си�D�галактозы (D�GalNAc), 2�ацетамидо�2�де�
зокси�D�галактуроновой кислоты (D�GalNAcA)

и 2,4�диацетамидо�2,4,6�тридезокси�D�глюкозы
(D�QuiNAc4NAc). Данные масс�спектра HR ESI
(табл. S1 в Приложении) показали, что фракция II
представляет собой смесь гексасахарида 3, но�
насахарида 4 и додекасахарида 5 в примерном
соотношении 1 : 3 : 1 (рис. 2), соответствующих
димеру, тримеру (главный продукт) и тетрамеру,
повторяющегося звена КПС соответственно.
Фракция I включала олигомеры 4–7 от тримера
до гексамера повторяющегося звена в пример�
ном соотношении 1,2 : 5,0 : 1,4 : 1 (рис. 2), из ко�
торых тетрамер 5 являлся основным продуктом.
На восстанавливающем конце всех олигосаха�
ридов находился остаток QuiNAc4NAc (табл. S4
в Приложении).

Следовательно, деполимераза gp49 фага Fri1
расщепляет КПС A. baumannii 28 по β1→4�гли�
козидной связи между остатками QuiNAc4NAc
и GalNAcA соседних повторяющихся звеньев.

При расщеплении КПС A. baumannii 1432 де�
полимеразой gp42 фага AS12 образовались сме�
си пентасахаридов 8a,b и декасахаридов 9a>c
(рис. 3), которые соответствовали мономерам и
димерам повторяющихся звеньев КПС соответ�
ственно. Олигосахариды 8a,b включали два ос�
татка D�Gal и по одному остатку D�GlcNAc,
D�GalNAc и производного 5,7�диамино�3,5,7,9�
тетрадезокси�D�глицеро�D�галакто�нон�2�уло�
зоновой (легионаминовой) кислоты. В соответ�
ствии с вариацией заместителя при N�7 легиона�
миновой кислоте в КПС [10] основной продукт
расщепления 8a и второй продукт 8b содержали
5�N�ацетил�7�N�[(R)�3�гидроксибутаноил]легио�
наминовую кислоту (Leg5Ac7Hb) или 5,7�ди�N�
ацетиллегионаминовую кислоту (Leg5Ac7Ac),
соответственно (табл. S5 в Приложении). Про�
дукты 9a>c включали два остатка Leg5Ac7Hb, по
одному остатку Leg5Ac7Hb и Leg5Ac7Ac или два
остатка Leg5Ac7Ac соответственно. На восста�
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Рис. 2. Структуры КПС A. baumannii 28 [10] и олигосахаридов 3–7, полученных в результате расщепления O�дезацетили�
рованного КПС деполимеразой gp49 фага FriI. Место расщепления КПС указано стрелкой
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навливающем конце как 8, так и 9 находился ос�
таток GalNAc.

Следовательно, деполимераза gp42 фага
AS12 расщепляет КПС A. baumannii 1432 по
β1→4�гликозидной связи между остатками
GalNAc и Gal соседних повторяющихся звеньев.

Расщепление КПС A. baumannii AC54 депо�
лимеразой gp47 фага BS54 привело не к олигоса�
харидам, а к полисахариду, поэтому для расщеп�
ления был использован КПС штамма A. bauman/
nii B05 (хозяин фага AM24 [17]), который отно�
сится к тому же типу K9, что и штамм AC54. В
результате были получены два олигосахарида 10
и 11 (рис. 4). Основной продукт – октасахарид
10 – соответствовал димеру повторяющегося
звена КПС. Он состоял из четырех остатков
L�FucNAc, двух остатков D�GalNAcA и двух ос�
татков D�GlcNAc, один из которых находился на
восстанавливающем конце (табл. S6 в Приложе�
нии). Структура 10 подтверждалась масс�спект�
ром HR ESI, в котором присутствовал пик иона
[M�H]2– при m/z 802.3092 (рассчитанное значе�
ние m/z 802.3049). Второй олигосахарид 11 был
идентифицирован как додекасахарид, соответ�
ствующий тримеру повторяющегося звена КПС.

Следовательно, деполимераза gp47фага BS54
расщепляет КПС A. baumannii B05 по β1→3�гли�
козидной связи между остатками GlcNAc и
GalNAcA соседних повторяющихся звеньев.

Понимание химизма специфического взаи�
модействия фаговых деполимераз с КПС бакте�
рий важно с точки зрения как биологии и гене�
тики бактериофагов, так и возможного приме�
нения этих ферментов в биотехнологии. Пока�
зано, что препараты рекомбинантных деполи�
мераз могут использоваться как терапевтичес�
кие агенты [18, 19]. Поскольку число типов
КПС, определяющих высокую вариабельность
инфекционных штаммов A. baumannii, велико,
желательно иметь наготове большой набор де�
полимераз с известной специфичностью. Одна�
ко, хотя специфичность ряда фаговых фермен�
тов охарактеризована генетически [20], хими�
ческий механизм действия установлен только
для одной КПС�деполимеразы [21].

В настоящей работе мы впервые выяснили
механизм и охарактеризовали продукты рас�
щепления четырех разнообразных по структуре
КПС A. baumannii фаговыми деполимеразами.
Одна из них, деполимераза gp54 фага AP22, яв�
ляется полисахарид�лиазой, расщепляющей
КПС A. baumannii 1053 по механизму β�элими�
нирования в одном из остатков ManNAcA. Три
другие деполимеразы, gp49 фага Fri1, gp42 фага
AS12 и gp47 фага BS46 – специфические глико�
зидазы, которые расщепляют КПС A. baumannii
28, 1432 и B05 соответственно, по гидролити�
ческому механизму. Образующиеся при рас�
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Рис. 3. Структуры КПС A. baumannii 1432 [11] и олигосахаридов 8 и 9, полученных в результате расщепления КПС депо�
лимеразой gp42 фага AS12. R и R′ обозначают ацетил или (R)�3�гидроксибутаноил. Место расщепления КПС указано
стрелкой
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щеплении олигосахаридные фрагменты КПС
могут быть использованы в качестве компонен�
тов кандидатных конъюгатных вакцин против
инфекций, вызванных A. baumannii. Получен�
ные данные являются биохимической основой
применения литических бактериофагов и
КПС�деполимераз хвостовых шипов, кодируе�
мых в фаговых геномах, для контроля распрост�
ранения антибиотикоустойчивых штаммов
A. baumannii.

Финансирование. Выделение, анализ моно�
сахаридного состава и определение структуры
продуктов расщепления КПС поддержаны Рос�

сийским научным фондом (грант № 19�14�
00273). Клонирование, экспрессия и очистка
рекомбинантной деполимеразы BS46 поддержа�
ны Российским научным фондом (грант № 18�
15�00403). Выращивание бактериальных клеток
A. baumannii 1053, 1432 и B05 поддержано гран�
том Министерства науки и высшего образова�
ния Российской Федерации (Соглашение
№ 075�15�2019�1671 от 31 октября 2019 года).

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

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания каких�либо иссле�
дований с использованием людей и животных в
качестве объектов изучения.
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Рис. 4. Структуры КПС A. baumannii B05 [12, 13] и олигосахаридов 10 и 11, полученных в результате расщепления КПС де�
полимеразой gp47 фага BS46. Место расщепления КПС указано стрелкой
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Aerobic gram�negative bacterium Acinetobacter baumannii has recently become one of the most relevant pathogens
associated with hospital�acquired infections worldwide. A. baumannii produces a capsule around the cell, which re�
presents a thick viscous layer of structurally variable capsular polysaccharide (CPS). The capsule protects the bacte�
ria against unfavorable environmental factors and biological systems, including bacteriophages and host immune sys�
tem. Many A. baumannii phages have structural depolymerases (tailspikes) that specifically recognize and digest bac�
terial CPS. In this work, we studied the interaction of tailspike proteins of four lytic depolymerase�carrying phages with
A. baumannii CPS. Depolymerases of three bacteriophages (Fri1, AS12, and BS46) were identified as specific gly�
cosidases that cleave the CPS of A. baumannii strains 28, 1432, and B05, respectively, by the hydrolytic mechanism.
The gp54 depolymerase from bacteriophage AP22 was characterized as a polysaccharide lyase that cleaves the CPS of
A. baumannii strain 1053 by β�elimination at hexuronic acid (ManNAcA) residues.

Keywords: Acinetobacter baumannii, bacteriophage, tailspike, capsular polysaccharide, hexuronic acid, depolymerase,
glycosidase, polysaccharide lyase, receptor binding protein, NMR spectroscopy
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Фенилацетонмонооксигеназа (КФ 1.14.13.92, РАМО) – фермент, катализирующий реакцию окисления ке"
тонов до сложных эфиров с использованием молекулярного кислорода и NADPH. РАМО является перспек"
тивным ферментом для использования в биотехнологических процессах. Нами получены генетические
конструкции с геном PAMO из Thermobifida fusca, в который были дополнительно введены нуклеотиды, ко"
дирующие последовательность His6 (His"tag) как на N", так и на С"конце фермента (PAMO N и PAMO С со"
ответственно). Также была получена описанная ранее PAMO L с His"tag, отделенным от С"конца дополни"
тельным линкером KLGPEQKLISEEDLNSAVD. Все варианты PAMO экспрессировались в клетках
Escherichia coli BL21(DE3) в активной форме, однако в случае PAMO N уровень экспрессии по сравнению с
таковым для двух остальных форм был в 3–5 раз выше. Каталитические константы kcat PAMO С и PAMO L
совпадают с литературными данными для PAMO L, полученной в другой системе экспрессии. В случае
PAMO N наблюдается небольшое (на 15%) уменьшение kcat. Константы Михаэлиса по NADPH для всех
форм РАМО в пределах погрешности совпадают с литературными данными для PAMO L, а KM по бензил"
ацетону была выше в несколько раз. Кинетика термоинактивации и дифференциальная сканирующая ка"
лориметрия показали бóльшую (в 3–4 раза) температурную стабильность PAMO N по сравнению с вариан"
тами фермента с His"tag на С"конце.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фенилацетонмонооксигеназа, His"tag, экспрессия, каталитические свойства, тер"
мостабильность, дифференциальная сканирующая калориметрия
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ВЛИЯНИЕ ПОЛОЖЕНИЯ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ HIS6

НА ЭКСПРЕССИЮ И СВОЙСТВА
ФЕНИЛАЦЕТОНМОНООКСИГЕНАЗЫ ИЗ Thermobifida fusca*
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ВВЕДЕНИЕ

Монооксигеназы Байера–Виллигера (BVMO)
являются семейством ферментов, катализирую"
щих большое количество окислительных реак"
ций, которые затруднительно или невозможно
провести с помощью классического органичес"
кого синтеза. Кроме того, проведение реакции

Байера–Виллигера методами традиционной хи"
мии требует использования сильных окислите"
лей – пероксидов, таких как 3"хлорпероксобен"
зойная кислота или пероксотрифторукусная
кислота, что идет вразрез с принципами зеленой
химии. Несмотря на то, что катализируемая ре"
акция является окислительной, для проведения
процесса BVMOs требуется дополнительный ис"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ДСК – дифференциальная сканирующая калориметрия, ИПТГ – изопропил"β"D"1"тио"
галактопиранозид, PAMO – фенилацетонмонооксигеназа, BVMO – монооксигеназа Байера–Виллигера, FDH – форми"
атдегидрогеназа.

* Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20"069, 12.05.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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точник энергии в виде NADPH. Высокие регио"
и энантиоселективность BVMOs делают их край"
не привлекательными ферментами для исполь"
зования в биотехнологических процессах [1].

Одним из главных недостатков монооксиге"
наз Байера–Виллигера является низкая ста"
бильность, которая затрудняет их использова"
ние на практике. Клонированная в 2004 году
BVMO из термофильной бактерии Thermobifida
fusca лишена такого недостатка [2]. Данный
фермент демонстрирует наибольшую каталити"
ческую эффективность в реакции превращения
фенилацетона в бензилацетат, из"за чего и был
назван фенилацетонмонооксигеназой (PAMO,
КФ 1.14.13.92). Для PAMO также характерна вы"
сокая каталитическая константа в процессах
окисления бензилацетона и других схожих по
структуре ароматических кетонов. Этот фер"
мент может найти применение в процессах син"
теза ароматизаторов, так как получающийся в
результате реакции окисления бензилацетона
эфир обладает ярко выраженным фруктовым за"
пахом [2].

РАМО, как и большинство монооксигеназ
Байера–Виллигера, содержит FAD и использует
NADPH в качестве дополнительного источника
энергии. PAMO является односубъединичным
ферментом с молекулярной массой 62 kDa. Для
него определена трехмерная кристаллическая
структура [3]. Ранее для РАМО были описаны
каталитические свойства [2], определен кинети"
ческий механизм [4] и исследовано влияние ор"
ганических растворителей [5]. Также были
предприняты попытки методом направленного
мутагенеза изменить коферментную специфич"
ность PАМО от NADPH к NADH из"за значи"
тельно меньшей стоимости последнего [6].

В большинстве работ для экспрессии PAMO
используются генетические конструкции на ос"
нове векторов семейства pBAD, в которых целе"
вые гены находятся под контролем арабинозно"
го промотора [7]. Для получения высокоочи"
щенных препаратов фермента на С"конец ами"
нокислотной последовательности белка была
введена аффинная метка из шести остатков гис"

тидина (His"tag). Для снижения влияния этой
последовательности на свойства РАМО в векто"
ре pBAD/myc"HisA, His"Tag отделен от C"конца
фермента специальной последовательностью
(эпитопом) из 19 аминокислотных остатков (ва"
риант РАМО L) [2].

В данной работе для получения рекомбинант"
ной РАМО нами была использована более прос"
тая система экспрессии, основанная на векторе
pET28a и штамме Escherichia coli BL21(DE3). В
этой системе индукция экспрессии происходит
в присутствии лактозы или ее аналога – изопро"
пил"β"D"1"тиогалактопиранозида (ИПТГ). Для
ускорения и упрощения очистки целевого фер"
мента были созданы конструкции, в которых
ген pamo содержал дополнительные нуклеоти"
ды, кодирующие His"tag непосредственно на N"
и С"концах аминокислотной последовательнос"
ти фермента (варианты PAMO N и PAMO С со"
ответственно). Кроме того, для корректного
сравнения свойств новых ферментов с литера"
турными данными нами на основе вектора
pET28a была также получена конструкция, ко"
дирующая вариант РАМО L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение генетических конструкций. Созда"
ние генетических конструкций проводили мето"
дом полимеразной цепной реакции. В качестве
матрицы использовался ген pamo, синтезиро"
ванный по нуклеотидной последовательности
GenBank AAZ55526.1. Для получения конструк"
ций с различным расположением His"tag ис"
пользовали праймеры («Евроген», Россия), при"
веденные в табл. 1.

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) про"
водили на амплификаторе T 100 Thermal Cycler
(«Bio"Rad», США). К раствору смеси праймеров
(20 пмоль каждого) добавляли 2,5 мкл 10× буфе"
ра для ПЦР, поставляемого фирмой производи"
телем вместе с ферментом, 1 мкл раствора MgСl2

(25 мМ), 2 мкл раствора dNTP (2,5 мМ каждо"
го), 1 мкл раствора геномной ДНК (50 нг/мкл),
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Название праймера

PAMO_His For

PAMO_For

PAMO_rev

PAMO_Myc_Rev

PAMO_His_Rev

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в работе

5′–3′ последовательность праймеров

5′"GCATATAGCCATGGGTCACCACCACCACCACCATTCGGGTGCCGGGCAGACGACTG"3′
5′"GCATATAGCCATGGCCGGGCAGACGACTGTCG"3′
5′"GGCCCAAGCTTTTACTAGGTGAGGACGAAACCTTCGTAGCC"3′
5′"CCGCCTCGAGTTATCAATGATGATGATGATGATGGTCGACGGCGCTATTCAGATCCTC"3′
5′"CCGCAAGCTTTTATCAATGATGATGATGATGATGCGAACCGGTGAGGACGAAACCTTC"3′



ПАРШИН и др.

0,5 мкл (5 ед/мкл) Phusion ДНК"полимеразы
(«Thermo Fisher Scientific», США) и 17 мкл де"
ионизованной воды до общего объема 25 мкл.
ПЦР проводили по следующей схеме: 30 циклов
(10 с при 98 °С, 10 с при 72 °С, 1,5 мин при 72 °С),
далее элонгация 10 мин при 72 °С.

Продукты ПЦР очищали электрофорезом в
1%"ом агарозном геле и обрабатывали эндонук"
леазами рестрикции NcoI и HindIII («Thermo
Fisher Scientific», США) (для PAMO N и
PAMO C) или NcoI и XhoI («Thermo Fisher
Scientific», США) (для PAMO L). Затем ДНК
очищали электрофорезом в 1% агарозном геле и
лигировали с расщепленной теми же эндонук"
леазами рестрикции плазмидой pET28a. После
лигирования реакционной смесью трансформи"
ровали клетки E. coli DH5α и высевали их на
чашки Петри с агаризованной средой («Difco»,
Германия), содержавшей канамицин (30 мкг/мл),
и выдерживали 16 ч при 37 °С. Для каждой
конструкции из чашки брали по три колонии и
из них выделяли плазмилы. Для контроля полу"
ченных конструкций проводили секвенирова"
ние плазмидной ДНК в Центре коллективного
пользования «Геном» (Институт молекулярной
биологии им. В.А. Энгельгардта РАН).

Экспрессия. Для экспрессии ферментов про"
водили трансформацию плазмидной ДНК в
штамм E. coli BL21(DE3). Колонии клеток
штамма"продуцента помещали в 4 мл среды LB
(«Difco», Германия), содержавшую 30 мкг/мл
канамицина и культивировали в течение ночи
при 37 °С и 180 об./мин. Клетки из ночной куль"
туры пересевали в 200 мл свежей среды TB
(дрожжевой экстракт 24 г/ литр, бактотриптон
12 г/литр (оба «Difco», Германия), глицерин
4 мл/литр, 0,017 М KH2PO4, 0,072 М K2HPO4,
pH 7,0) с аналогичной концентрацией канами"
цина. Клетки растили при 37 °С и 120 об./мин.
По достижении поглощения А600 = 0,8 добавля"
ли ИПТГ до концентрации 200 мкМ. Экспрес"
сию проводили в течение 24 или 7 ч при
120 об./мин и различных температурах (30 или
37 °С). Клетки осаждали центрифугированием
на центрифуге Beckman J21 («Beckman», США)
в течение 20 мин при 6000 об./мин и 4 °С. Оса"
док ресуспендировали в охлажденном буфере,
содержавшем 50 мМ Tris"HCl, 500 мМ NaCl и
20 мМ имидазол, pH 7,5.

Выделение и очистка. К суспензии клеток до"
бавляли водный раствор FAD до конечной кон"
центрации 10 мкМ. Разрушение клеток прово"
дили на ультразвуковом дезинтеграторе Branson
Sonifier 250 («Thermo Fisher Scientific», США) в
течение 4–5 циклов по 90 с во льду с перерыва"
ми на охлаждение. Далее раствор инкубировали
при 55 °С в течение 10 мин с последующим

осаждением дебриса на центрифуге Beckman J21
(«Beckman», США) (40 мин, 10 000 об./мин,
4 °С). Бесклеточный экстракт наносили на ко"
лонку HisTrap HP («GE Healthcare Life Science»,
США) объемом 1 мл, уравновешенную буфер"
ным раствором 50 мМ Tris"HCl, 500 мМ NaCl,
pH 7,5 содержавшим 20 мМ имидазол, и смыва"
ли возрастающим линейным градиентом концен"
трации имидазола 20–500 мМ. Фракции, содер"
жавшие целевой белок, переводили в 50 мМ
натрий"фосфатный буферный раствор, pH 7,5 с
помощью гель"фильтрации на колонке, запол"
ненной Сефадекс G"25 («Pharmacia Biotech»,
Швеция). За эффективностью очистки следили
методом белкового электрофореза в денатури"
рующих условиях на приборе Mini Protean 2
(«BioRad», Австрия) согласно протоколу фирмы
производителя.

Анализ препаратов PAMO с помощью MALDIG
массGспектрометрии. При проведении данных
исследований использовалось оборудование
Центра коллективного пользования «Промыш"
ленные биотехнологии» Федерального государ"
ственного учреждения «Федеральный исследо"
вательский центр “Фундаментальные основы
биотехнологии” Российской академии наук».

Триптический гидролиз белка в полиакрилG
амидном геле. Из геля, окрашенного с помощью
Coomassie Brilliant Blue, согласно протоколу
фирмы («BioRad», Австрия), вырезали кусочек
размером 3–4 мм3 с полосой фермента, который
для удаления красителя дважды промывали в
100 мкл 40% раствора ацетонитрила в 0,1М
NH4HCO3 в течение 20 мин при 37 °С. После
удаления раствора, для дегидратации к гелю до"
бавляли 100 мкл ацетонитрила. Для удаления
ацетонитрила кусочек геля высушивали и затем
к нему прибавляли 3,5 мкл раствора (15 мкг/мл)
модифицированного трипсина («Promega»,
США) в 0,05 М NH4HCO3. Гидролиз проводили
в течение 20 ч при 37 °С, затем к раствору добав"
ляли 5,25 мкл 0,5% трифторуксусной кислоты
(ТФУ) в 50% растворе водного ацетонитрила и
тщательно перемешивали. Надгелевый раствор
использовали для получения MALDI"масс"
спектров.

Для подготовки образцов для масс"спектро"
метрии на мишени смешивали по 1,5 мкл раст"
вора образца и 0,5 мкл раствора 2,5"дигидрокси"
бензойной кислоты (10 мг/мл в 20% водном аце"
тонитриле, 0,5% ТФУ) («Sigma», Германия). По"
лученную смесь высушивали на воздухе.

Масс"спектры были получены на MALDI"
TOF/TOF масс"спектрометре Ultraflextreme
(«Bruker», Германия), оснащенном УФ лазером
(Nd) в режиме положительных ионов с исполь"
зованием рефлектрона. Точность измеренных
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моноизотопных масс после докалибровки по пи"
кам автолиза трипсина составляла 0,002–0,011%
(20–110 ррм). Спектры получали в диапазоне
масс 500–6500 m/z, выбирая мощность лазера
оптимальную для достижения наилучшего раз"
решения.

Идентификацию белков осуществля"
ли при помощи программы Mascot (www.
matrixscience.com). Масс"спектры были обрабо"
таны с помощью программного пакета
FlexAnalysis 3.3 («Bruker Daltonics», Германия).
При помощи программы Mascot (опция «пеп"
тидный фингерпринт») провели поиск в локаль"
ной базе данных с указанной выше точностью, с
учетом возможных модификаций: Acetyl
(Protein N"term), Gln pyro"Glu (N"term Q),
Oxidation (M), Propionamide (C). Кандидатные
белки, имеющие параметры достоверности score
>42 в базе данных NCBI, считали определенны"
ми надежно (p < 0,05).

Определение каталитических параметров.
Концентрацию активных центров фермента оп"
ределяли на спектрофотометре Shimadzu
1800PC («Shimadzu Gmh», Германия) по погло"
щению FAD при 441 нм (ε = 12,4 мМ–1·см–1).
Раствор РАМО перед измерениями инкубирова"
ли при 55 °С в течение 10 мин. За протеканием
реакции следили при 30 °С по расходу NADPH,
измеряя уменьшение поглощения при 340 нм.
Объем реакционной среды составлял 1 мл. Для
измерений использовался 50 мМ натрий"фос"
фатный буфер pH 7,5, содержавший 50 мкМ
NADPH и 10 мМ бензилацетон. Для определе"
ния KM концентрации NADPH и бензилацетона
варьировали в диапазоне 5–500 мкМ и
0,25–15 мМ соответственно.

Изучение кинетики термоинактивации. Тер"
мостабильность ферментов измеряли в 0,05 М
натрий"фосфатном буфере, pН 7,5 при несколь"
ких температурах. Для каждого эксперимента
готовили серию из пластиковых пробирок объе"
мом 0,5 мл по 100 мкл раствора фермента
(0,2 мг/мл) в каждой. Пробирки помещали в
предварительно прогретый до необходимой
температуры водный термостат (точность тер"
мостатирования ± 0,1 °С) («Waters», США). В оп"
ределенные моменты времени отбирали по од"
ной пробирке и переносили в лед на 5 мин, по"
сле чего пробирку центрифугировали в течение
3 мин при 12 000 об./мин на центрифуге
Eppendorf 5415D («Eppendorf», Германия). Оста"
точную активность PAMO измеряли, как описа"
но выше. Константу скорости термоинактива"
ции kin определяли как тангенс угла наклона
прямой из графика зависимости натурального
логарифма величины остаточной активности от
времени (полулогарифмические координаты

ln(А/A0) – t) методом линейной регрессии, ис"
пользуя программу «Origin Pro 8.5» («OriginLab
Corporation», США).

Изучение термостабильности с помощью ДСК.
Эксперименты по определению зависимости
теплоемкости от температуры для полученных
РАМО проводили на дифференциальном адиа"
батическом сканирующем микрокалориметре
MicroCal VP DSC («Malvern Panalytical Ltd», Ве"
ликобритания). Рабочий объем капиллярных
калориметрических ячеек из тантала составлял
140 мкл. Для предотвращения образования пу"
зырьков и закипания растворов при повышении
температуры в ячейках калориметра поддержи"
валось избыточное давление 3 aтм. Калибровку
прибора осуществляли путем подачи на одну
ячейку фиксированной мощности (25 мкВт).
Перед проведением калориметрического экспе"
римента определяли инструментальную базо"
вую линию. При измерениях в контрольную
ячейку помещали буферный раствор, а в рабо"
чую – раствор исследуемой PAMO. Концентра"
ция ферментов составляла 1 мг/мл, а скорость
прогрева – 1 град./мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия, выделение и очистка. Металл"хе"
латная аффинная хроматография является од"
ним из наиболее эффективных методов очистки
белков и на данный момент широко использует"
ся во всем мире. Для ее проведения необходимо
наличие на N" или С"конце белка последова"
тельности из 6–12 остатков гистидина (His"tag)
[8]. Несмотря на значительное упрощение про"
цесса очистки, введение His"tag может приво"
дить к существенному изменению (и даже ухуд"
шению) свойств белка, что было показано на
ферментах самой разной природы [9–12]. По"
этому для каждого фермента необходимо опре"
делить влияние введения His"tag на каталити"
ческие свойства и стабильность. В нашей работе
была поставлена задача получения конструкций
PAMO с расположением His"tag на N" и С"кон"
цах аминокислотной последовательности
(PAMO N и PAMO С соответственно) и сравне"
ния свойств модифицированных ферментов.
Для корректного сравнения полученных данных
ранее нами также была получена описанная
конструкция PAMO L, в которой His"tag отде"
лен от С"конца фермента дополнительной ами"
нокислотной последовательностью из 19 а.о. [2].
Как уже указывалось выше, плазмиды с тремя
вариантами РАМО были получены с помощью
ПЦР. Их секвенирование показало отсутствие
каких"либо посторонних нуклеотидных замен.
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В своей работе мы отказались от использо"
вания систем, в которых экспрессия целевого
гена находится под контролем арабинозного
промотора в силу высокой стоимости индуктора
L"арабинозы. Для получения рекомбинантных
PAMO была использована более дешевая систе"
ма на основе вектора pET28a и клеток E. coli
BL21(DE3). В этой системе экспрессия целево"
го фермента индуцируется под действием
ИПТГ или значительно более дешевой лактозы.
Для оптимизации условий экспрессии PAMO
варьировали питательную среду, концентрацию
индуктора ИПТГ, время и температуру культи"
вирования. Наибольший выход фермента был
достигнут при экспрессии в течение 24 ч в среде
TB при 30 °С и индукции действием 0,2 мМ
ИПТГ. Повышение температуры до 37 °С при"
водило к преждевременному лизису клеток.
Уменьшение времени экспрессии до 8 ч и ис"
пользование среды 2YT также приводили к
меньшему выходу фермента. Следует отметить,
что изменение условий культивирования абсо"
лютно одинаково влияло на уровень экспрессии
всех трех вариантов РАМО, однако во всех экс"
периментах при одинаковых условиях уровень
экспрессии фермента с His"tag на N"конце ами"
нокислотной последовательности был в 3–5 раз
больше, чем таковой для РАМО С и РАМО L
(рис. 1). На рис. 1 также хорошо видно, что из"
за наличия дополнительных 19 а.о. PAMO L (до"
рожка 3) имеет большую молекулярную массу
по сравнению с РАМО N и РАМО С (дорожки 1
и 2).

Очистка содержащих His"tag РАМО была
проведена с помощью металл"хелатной аффин"
ной хроматографии. На рис. 2 представлены
данные аналитического электрофореза в дена"
турирующих условиях для препаратов РАМО N
на разных стадиях очистки (дорожки 1–4) и для
очищенных препаратов всех трех форм (дорож"
ки 5–7). Из рис. 2 видно, что все три формы
РАМО с His"tag могут быть получены в практи"
чески гомогенном виде в одну стадию. Для
подтверждения аутентичности целевых белков
препараты ферментов были выделены из геля и
проанализировали с помощью MALDI"TOF/TOF
масс"спектрометрии. Результаты анализа пока"
зали, что при экспрессии в клетках E. coli во всех
трех случаях не происходит посттрансляцион"
ной модификации наших ферментов, и после"
довательности His"tag расположены в полном
соответствии с последовательностями, кодируе"
мыми генетическими конструкциями.

Было обнаружено, что все три варианта
PAMO в ходе очистки теряют часть связанного
FAD, однако, после инкубации со свободным
FAD фермент восстанавливает свою активность.
Успешное связывание фермента с FAD подтверж"
дается спектром препарата фермента после
обессоливания для отделения от несвязавшего"
ся FAD (рис. 3).

Кинетические свойства. В табл. 2 представле"
ны кинетические параметры РАМО с разными
положениями аффинной метки. Полученные
данные свидетельствуют о том, что положение
His"tag не оказывает существенного влияния на
каталитические параметры фермента. В случае
PAMO с His"tag на N"конце величина каталити"
ческой константы немного меньше, но это раз"
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Рис. 1. Аналитический электрофорез в денатурирующих
условиях проб биомассы клеток E. coli после экспрессии.
1 – PAMO N, 2 – PAMO C, 3 – PAMO L, M – маркер моле"
кулярных масс

Рис. 2. Аналитический электрофорез в денатурирующих
условиях проб на разных стадиях очистки. M – маркер мо"
лекулярных масс, PAMO N – лизат клеток (1), лизат после
термооработки (2), после метало"хелатной хроматографии (3)
и после обессоливания (4). Дорожки 5–7 – PAMO N,
PAMO С и PAMO L после всех стадий очистки
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личие находится в пределах ошибки экспери"
мента. Константы Михаэлиса для NADPH так"
же в пределах погрешности совпадают с данны"
ми для PAMO L, полученной в другой системе
экспрессии [2]. Однако для всех трех получен"
ных нами ферментов величина KM по бензил"
ацетону была в несколько раз выше по сравне"
нию с литературными данными [2]. Также отме"
тим, что активность всех трех форм фермента
линейно зависела от его концентрации.

Термостабильность. На рис. 4 в полулогариф"
мических координатах представлены зависи"
мости изменения остаточной активности от вре"
мени для полученных РАМО при 59 °С. Линей"
ный характер наблюдаемых зависимостей сви"
детельствует, что термоинактивация протекает в
соответствии с кинетикой реакции первого по"
рядка. Из тангенса угла наклона прямых были
рассчитаны эффективные константы скорости
термоинактивации ферментов (kin). В случае
PAMO N, наблюдаемая при 59 °С kin в 3–4 раза
ниже по сравнению с константами скорости

инактивации для двух форм фермента, содержа"
щих His"tag на С"конце.

Результаты исследования кинетики термо"
инактивации согласуются с данными, получен"
ными дифференциальной сканирующей кало"
риметрией (рис. 5). Как видно из рис. 5, в случае
PAMO N температура плавления белковой гло"
булы на 1 градус выше по сравнению с двумя
другими ферментами. Принимая во внимание,
что в среднем константа скорости термоинакти"
вации белков увеличивается в 10 раз на каждые
три градуса, то разница в температурах плавле"
ния в один градус как раз и согласуется с наблю"
даемыми для разных форм РАМО различиями в
значениях наблюдаемых констант скорости тер"
моинактивации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как уже указывалось выше, NAD(P)+"зави"
симые оксидоредуктазы являются высокоэф"
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Рис. 3. Спектры поглощения свободного FAD (1) и PAMO
до и после добавления FAD (3 и 2 соответственно). 0,05 M
натрий"фосфатный буфер, pH 7,5. (С цветным вариантом
рис. 3–6 можно ознакомиться в электронной версии
статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)

Фермент

PAMO N

PAMO C

PAMO L

PAMO L (pBAD)

Таблица 2. Кинетические параметры трех вариантов PAMO с различным расположением His"tag (50 мкM Tris"HCl, pH 7,5,
30 °C)

Источник данных

Настоящая работа

Настоящая работа

Настоящая работа

[2]

kcat, c
−1

1,5 ± 0,2

1,8 ± 0,2

1,9 ± 0,2

1,8

KM
benzylacetone, мM

7,1 ± 0,6

5,5 ± 0,6

6,4 ± 0,5

0,36

KM
NADPH, мкM

3,2 ± 0,4

4,2 ± 0,7

4,4 ± 0,9

3,0

Рис. 4. Зависимости натурального логарифма остаточной
активности от времени для трех вариантов PAMO при
59 °С (0,05 M натрий"фосфатный буфер, pH 7,5)
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фективными ферментами, которые позволяют
практически с количественным выходом и оп"
тической чистотой >99% получать соединения,
которые невозможно получить с помощью ме"
тодов традиционной органической химии. Од"
нако, в силу очень высокой стоимости восста"
новленного кофермента NAD(P)H, для эконо"
мически оправданного применения таких фер"
ментов на практике необходимо использовать
вторую дополнительную реакцию, в результате
которой кофермент из окисленной формы
вновь возвращается в восстановленную. Одним
из ферментов, которые нашли широкое приме"
нение для регенерации восстановленного ко"
фермента является формиатдегидрогеназа
(FDH). Первый биокаталитический процесс по"
лучения ε"капролактонов по реакции Байера–
Виллигера с участием циклогексанонмоноокси"
геназы с ферментативной регенерацией восста"
новленного кофермента был описан в 1997 году
[13, 14]. Для восстановления NADP+ в NADPH
использовали мутантныe FDH из бактерий
Pseudomonas sp. 101 (NP"PseFDH), у которых с
помощью белковой инженерии коферментная
специфичность была изменена от NAD+ к
NADP+ [15–17].

Производительность системы из двух раст"
воримых биокатализаторов ограничена по ката"
литическим свойствам отдельных ферментов.
Поэтому для общего повышения эффективнос"
ти биокатализа в последнее время очень попу"
лярно создание химерных белков, в которых два
фермента, катализирующие сопряженные реак"
ции, объединены в одну полипептидную цепь.
Сближение двух активных центров в одной гло"

буле часто приводит к тому, что такие биоката"
лизаторы в несколько раз более эффективны,
чем смесь отдельных ферментов. Данная работа
является частью нашего большого проекта по
созданию таких новых химерных биокатализа"
торов, включая слитый фермент на основе мутант"
ных NADP+"специфичных FDH из бактерий
Pseudomonas sp. 101 и РАМО. Ранее нами было
показано, что в случае PseFDH наиболее опти"
мальным является присоединение дополни"
тельного полипептида к N"концу фермента [18],
т.е. логичным является получение слитого фер"
мента в последовательности PAMO"PseFDH.
Для очистки такого гибридного белка His"tag
должен находиться на N"конце РАМО. По"
скольку в литературе информация о PAMO N
отсутствует, было решено получить и изучить та"
кой фермент. Кроме того, было интересно выяс"
нить насколько необходим дополнительный
пептид между С"концом РАМО и His"tag, кото"
рый был предложен другими авторами ранее [2].
Результаты наших экспериментов в очередной
раз подтвердили, что при введении аффинной
метки необходимо проведение отдельных ис"
следований по изучению влияния His"tag на N"
или С"конец аминокислотной последователь"
ности фермента. В случае РАМО оказалось, что
аффинная метка очень слабо влияет на катали"
тические свойства фермента (в пределах ошиб"
ки эксперимента константы практически оди"
наковы). Отсутствие влияния положения His"
tag в белковой глобуле на каталитические свой"
ства РАМО согласуется с данными рентгено"
структурного анализа [3]. На рис. 6, а представ"
лена экспериментальная структура фермента
(PDB 1W4X) с указанием положения N" и
С"концов. Из рисунка хорошо видно, что N" и
С"концы аминокислотной последовательности
PAMO расположены вдали как от центров свя"
зывания изоаллоксазинового кольца FAD и
NADPH, так и от центра связывания субстрата.
Причина расхождения значений KM по бензил"
ацетону для полученных нами ферментов с дан"
ными для PAMO L, полученной в другой систе"
ме экспрессии, на настоящий момент остается
невыясненной. Хотя система экспрессии и мо"
жет оказывать влияние на эффективность фол"
динга и пространственную структуру белка, та"
кое избирательное ухудшение только одного па"
раметра объяснить сложно. Для этого требуются
дополнительные эксперименты и изучение ре"
акции PAMO с бензилацетоном методом газо"
вой хроматографии.

В то же время введение His"tag на N"конец
PAMO положительно влияет как на уровень
экспрессии фермента в клетках E. coli, так и на
термостабильность, что является абсолютно не"
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Рис. 5. Кривые плавления для трех вариантов PAMO с раз"
личным расположением His"tag (0,05 M натрий"фосфатный
буфер, pH 7,5; концентрация ферментов 0,7–1,0 мг/мл, ско"
рость сканирования 1 град./мин)
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ожиданным. В обоих случаях наблюдается уве"
личение показателя в 3–5 раз. Одним из воз"
можных объяснений большего уровня экспрес"
сии фермента с His"tag на N"конце аминокис"
лотной последовательности является более оп"
тимальная для экспрессии в клетках E. coli час"
тота встречаемости кодонов, кодирующих ос"
татки гистидина по сравнению с таковой для ко"
донов, кодирующими а.о. N"конца самого фер"
мента. Однако разница в частоте встречаемости
кодонов не такая значительная, чтобы объяс"
нить наблюдаемое увеличение уровня экспрес"
сии. Тем не менее увеличение экспрессии в 3–5
раз является важным фактором для практичес"
кого применения РАМО.

Более высокая термостабильность PAMO N
по сравнению с вариантами с His6 на С"конце
может быть связана с изменением структуры N"
конца после введения в него His"tag. Данные
рентгеноструктурного анализа свидетельствуют,
что N"конец PAMO дикого типа очень подви"
жен и в кристаллической структуре полипеп"
тидная цепь видна только начиная с 10"го остат"
ка [3], в то время как С"конец хорошо структу"
рирован. Это очень хорошо видно на рис. 6, а.
Литературные данные [2] и результаты нашей
работы свидетельствуют, что FAD не очень
прочно связан в активном центре. Поэтому од"
ним из наиболее вероятных механизмов термо"
инактивации РАМО может быть диссоциация
кофактора из активного центра фермента. На
высокую вероятность такого механизма указы"
вает тот факт, что адениновая часть кофактора
экспонирована в раствор (рис. 6). Нами была
построена модельная структура PAMO N, в ко"
торой добавлены недостающие в эксперимен"
тальной структуре на N"конце 10 а.о., а также
собственно последовательность His"tag (рис 6, б).
Методология моделирования и оптимизация

структуры подробно описаны в нашей работе по
введению His"tag в PseFDH [18]. Анализ модель"
ной структуры PAMO N (рис. 6, б) свидетель"
ствует, что N"конец PAMO N c положительно
заряженным His"tag может быть пространствен"
но сближен с адениновой частью FAD. Данные
моделирования свидетельствуют, что электро"
статическое взаимодействие между имидазола"
ми His"tag и отрицательно заряженной пиро"
фосфатной частью FAD невозможно из"за сте"
рических ограничений, однако имидазол пятого
остатка гистидина из His"tag образует водород"
ную связь с 3′" и частично с 2′"OH группами ри"
бозы аденозина (рис 6, в). По"видимому, воз"
никновение такой связи приводит к структури"
зации N"конца и, как следствие, к повышению
термостабильности. Отметим, что величина ста"
билизирующего эффекта примерно соответ"
ствует энергии образующейся связи. В то же
время наличие дополнительного пептида между
С"концом РАМО и His6 в РАМО L уменьшает
структурирование этого конца и, как результат,
стабильность PAMO L оказывается меньше, чем
PAMO C (рис. 4).

На основании данных о положительном вли"
янии введения His"tag на N"конец PAMO нами
уже начаты эксперименты по созданию и изуче"
нию свойств слитых гибридных ферментов
PAMO с NP PseFDH. Данные этих эксперимен"
тов вскоре будут опубликованы.

Финансирование. Исследование выполнено
при частичной финансовой поддержке Россий"
ского фонда фундаментальных исследований и
Правительства Москвы в рамках научного про"
екта № 19"34"70036. При проведении исследова"
ний использовалось оборудование Центра кол"
лективного пользования «Геном» Института мо"
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а б в

Рис. 6. а – Экспериментальная трехмерная структура PAMO PDB 1W4X с указанием положения N" и С"концов фермен"
та. б – Модельная структура PAMO N с достроенными 10"ю а.о. и His"tag. в – Взаимная ориентация адениновой части
FAD и пятого остатка гистидина из His"tag
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Phenylaceton monooxygenase (EC 1.14.13.92, РАМО) is an enzyme catalyzing ketone oxidation with molecular
oxygen and NADPH to yield esters. РАМО is a promising enzyme for biotechnological processes. In this work, genet"
ic constructs based on PAMO gene from Thermobifida fusca, containing N" and C"terminal His"tags (His6 sequence),
e.g. PAMO N and PAMO С, respectively, were generated as well as PAMO L construct with His"tag attached to the
enzyme C"terminus via a 19 a.a. spacer. All PAMO variants were expressed in active form in Escherichia coli
BL21(DE3) cells, however, the PAMO N expression level was 3"5"fold higher than for the other variants. Catalytic
constants (kcat) determined for PAMO С and PAMO L agreed with those published for PAMO L produced in a dif"
ferent expression system. For PAMO N, a small decrease (15%) in kcat was observed. The values of Michaelis con"
stants for NADPH for all РАМО variants were in agreement within the experimental error with the literature data for
PAMO L, but KM for benzyl acetone was several times higher. Thermal inactivation kinetics and differential scanning
calorimetry demonstrated a 3" to 4"fold higher thermal stability for PAMO N compared to the enzyme variants with
C"terminal His"tag.

Keywords: phenylacetone monooxygenase, His"tag, gene expression, mutagenesis, catalytic properties, temperature
stability
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Исследовано значение уровня активации лимфоцитов у женщин с идиопатическим привычным выкиды�
шем (ИПВ) в формировании иммунной толерантности и для исхода беременности при иммуноцитотерапии
(ИЦТ). Выявлены особенности фенотипической характеристики и содержания активированных Т� и NK�
лимфоцитов периферической крови женщин с ИПВ в зависимости от исхода беременности, заключающе�
гося в пролонгировании до доношенного срока или реализации привычного выкидыша. Доля активирован�
ных клеток среди субпопуляции цитотоксических Т�лимфоцитов (CD3+CD8+ /CD3+CD8+CD69+) у женщин
с прервавшейся беременностью до ИЦТ была значимо ниже, а после ИЦТ в 5–6 недель беременности вы�
ше, чем при пролонгированной беременности. Чрезмерное увеличение в содержании и доле активирован�
ных цитотоксических лимфоцитов может быть механизмом нарушения иммунотолерантности матери к ал�
лоантигенам плода, являющегося ведущим фактором прерывания беременности на ранних сроках. Получе�
ны данные, подтверждающие участие активированных Th�17�клеток наряду с FOXP3+Трег в механизмах
формирования толерантности к отцовским антигенам плода. Снижение доли СD4+CD25highRORγt+�лимфо�
цитов на ранних сроках гестации (5–6 недель) при значимо повышенном уровне продукции ИЛ�17 стиму�
лированными in vitro клетками цельной крови у женщин с выкидышем, по сравнению с уровнем у женщин
с пролонгированной беременностью, позволяет предполагать нарушение баланса между провоспалитель�
ными Th17� и регуляторными Т�клетками. У женщин с доношенной беременностью показано отсутствие
дисбаланса в содержании Т�эффекторных лимфоцитов. В совокупности полученные данные свидетельству�
ют о важной роли гестационной активации лимфоцитов в формировании реакций женской иммунной сис�
темы на аллоантигены плода, необходимые для пролонгирования беременности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: иммунотолерантность, привычный выкидыш, иммуноцитотерапия, экспрессия
CD69, Т�лимфоциты, NK�клетки.
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ВВЕДЕНИЕ

Толерантность к отцовским антигенам явля�
ется необходимым условием для нормального
течения беременности и ключевым фактором
нормального развития плода. Установлено, что
сигналы от оплодотворенной яйцеклетки (ее
поверхностные антигены и продуцируемые ею

различные пептиды, такие, как факторы роста,
цитокины, хорионический гонадотропин чело�
века, преимплантационный фактор) появляют�
ся уже через несколько часов после фертилиза�
ции и запускают каскад ответных гормональных
сигналов, подготавливающих материнский ор�
ганизм к беременности [1]. Распознавание чу�
жеродных отцовских антигенов плода приводит
к аллогенной стимуляции материнской иммун�
ной системы и последующему развитию клеточ�
ных и гуморальных реакций, способствующих
формированию иммунной толерантности, пре�
пятствующей отторжению плода и нормальному
развитию беременности. Однако у 1–5% жен�
щин наблюдают повторяющиеся спонтанные
потери беременности на ранних сроках [2]. По�
тери беременности на сроках до 7–8 недель при
исключении всех известных факторов выкиды�
ша, в том числе, инфекционных, связывают с

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ИПВ – идиопатический
привычный выкидыш; ИЦТ– иммуноцитотерапия; NK�
клетки – натуральные клетки�киллеры; AHR – рецептор
ароматических углеводородов; Трег – Т�регуляторные
клетки; Th1 – Т�хелперы 1 типа; Th17 – Т�хелперы 17 ти�
па; FOXP3 – транскрипционный фактор, регулирующий
дифференцировку клеток и экспрессию цитоки�
нов(forkhead box p3), участвующих в супрессии имунного
ответа; RORγt – транскрипционный фактор, регулирую�
щий дифференцировку Т лимфоцитов в направлении Th17
(retinoid�related orphan receptors).

* Адресат для корреспонденции.
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нарушениями иммунологических процессов,
прежде всего, с нарушением распознавания от�
цовских антигенов, которое проявляется недо�
статочным контролем над интенсивностью вос�
палительных реакций в этот период. Предпола�
гается, что нарушение иммунотолерантности
матери в отношении аллоантигенов плода явля�
ется ведущим фактором прекращения развития
беременности, а в случае неоднократно повто�
ряющихся потерь беременности формирования
симптомокомплекса – идиопатического при�
вычного выкидыша (ИПВ).

Проблемы контроля уровня и направлен�
ности воспалительных реакций в ранние сроки
беременности, как с научной, так и с практичес�
кой целью, обсуждаются в иммунологии репро�
дукции на протяжении десятилетий, особенно с
точки зрения использования различных видов
иммунокорригирующей терапии – аллоимму�
низации введением отцовских лимфоцитов, или
иммуноцитотерапии (ИЦТ), предложенной с
целью коррекции нарушений формирования
толерантности и пролонгирования беременнос�
ти до доношенного срока у женщин с ИПВ.
Несмотря на достаточно продолжительное вре�
мя использования ИЦТ для предупреждения
прерывания беременности на ранних сроках,
мнение об эффективности этого способа лече�
ния неоднозначно [3]. Поэтому продолжаются
исследования механизмов, лежащих в основе
нарушений иммунотолерантности матери к ал�
лоантигенам плода, и влияния на них ИЦТ.

Изучение проявлений аллоиммунных нару�
шений при беременности проводится на кле�
точном и молекулярном уровнях, в клинических
исследованиях и на экспериментальных моде�
лях, однако до сих пор недостаточно выяснены
вопросы о том, какие иммунные механизмы
обеспечивают формирование толерантности и
какие изменения в содержании молекулярных и
клеточных факторов приводят к нарушению
гестационного процесса. Популярной гипоте�
зой долгое время была парадигма Th1/Th2�отве�
та, отражающая важность определенного соот�
ношения провоспалительных и противовоспа�
лительных факторов, согласно которой клетки,
продуцирующие цитокины Th2�типа, являются
основой для индукции и поддержания толерант�
ности при беременности и особенно на ранних
ее этапах. К настоящему времени она сменяется
на парадигму, включающую Т�регуляторные
клетки (Th1/Th2/Th17/Трег). Важная роль в
формировании и поддержании толерантности
отводится цитотоксическим и регуляторным Т�
клеткам, а также естественным клеткам�килле�
рам (NK�клетки). Для понимания механизмов
влияния ИЦТ на состояние иммунной системы

женщин с привычным выкидышем необходимо
учитывать не только соотношение субпопуля�
ций лимфоцитов, но и их способность отвечать
на активационный стимул. В эксперименте в
качестве активационного стимула используют
митогены – поликлональные активаторы, кото�
рые вызывают каскад изменений Т� и В�лимфо�
цитов, сходный с происходящими при действии
специфических антигенов, но не приводящий к
их дальнейшей дифференцировке. Наиболее
ранним маркером активации служит мембран�
ный гликопротеин CD69, временно экспресси�
руемый на активированных лимфоцитах.
Экспрессия CD69 Т�лимфоцитами индуцирует�
ся активационным сигналом через Т�клеточный
рецептор (ТКР). Неполная активация может
приводить к анергии Т�эффекторных клеток, а
через нарушение продукции трансформирую�
щего фактора роста (ТФР�β) – к дисфункции Т�
регуляторных клеток (Трег). В случае полноцен�
ной активации индуцированная экспрессия
CD69 коррелирует с пролиферацией Т�лимфо�
цитов, их дифференцировкой, высокой продук�
цией ТФР�β, снижением интенсивности воспа�
лительных процессов и формированием толеро�
генных дендритных клеток [4]. Трег�клетки так�
же отвечают увеличением экспрессии CD69 на
активацию митогенами с последующим измене�
нием их функционального состояния [5].

Своей цитоплазматической частью CD69
взаимодействует с белками сигнальных путей
Jak3/Stat5, которые регулируют функцию RORγt,
транскрипционного фактора Th17�клеток, на�
правляя дифференцировку Т�хелперов в направ�
лении линии Th17�клеток [6], что отражает воз�
можные механизмы участия CD69 в поляриза�
ции эффекторного иммунного ответа в направ�
лении Th1/Th17/Трег�клеток, особенно значи�
мого в ранние сроки беременности. Есть дан�
ные, что STAT5 играет ключевую роль в индук�
ции экспрессии FOXP3, транскрипционного
фактора Т�клеток с естественной супрессорной
активностью, что подтверждается, с одной сто�
роны, наличием STAT5�связанных сайтов в про�
моторном регионе интрона гена FOXP3 и, с дру�
гой, – отсутствием у STAT5�дефицитных мышей
FOXP3+ Трег�клеток [7]. Следовательно, CD69
может напрямую участвовать в регуляции балан�
са Th17/Трег�клеток [8, 9], и поэтому CD69 мо�
жет рассматриваться как естественный модуля�
тор программ Т�клеточной дифференцировки. В
отличие от Т�лимфоцитов активация NK�клеток
связана не с пролиферацией, а с эффекторной
функцией, в основе которой лежит баланс инги�
биторных и активирующих рецепторов.

Несомненный интерес представляет выясне�
ние особенностей функционирования иммун�
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ной системы у пациенток с ИПВ, соотношения
и активации цитотоксических иммунных клеток
и Трег после применения ИЦТ у женщин с ИПВ
в случае успешного пролонгирования беремен�
ности до рождения жизнеспособного плода или
выкидыша, что может иметь значение для про�
гноза исхода беременности у женщин с ИПВ.

Целью данной работы было выяснение зна�
чения уровня активации лимфоцитов у женщин
с идиопатическим привычным выкидышем в
формировании толерантности при беременнос�
ти на фоне иммуноцитотерапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Группу исследования составили 36 пациен�
ток с ИПВ, которые забеременели после пред�
гестационной аллоиммунизации, у 30 пациен�
ток беременность пролонгирована до доношен�
ного срока и завершилась рождением жизнеспо�
собного ребенка, у 6 – прервалась до 12 недель
гестации. В контрольной группе обследовано 15
фертильных женщин вне беременности и 11
женщин в 12 недель физиологической беремен�
ности.

Критерии включения в группу исследова�
ния: наличие не менее 2�х потерь беременности
в I�м триместре (от одного партнера), отсут�
ствие инфекционного, анатомического, генети�
ческого, гормонального, аутоиммунного факто�
ров потерь беременности и тяжелой экстрагени�
тальной патологии.

Критерии включения в контрольную группу:
наличие, как минимум, одних родов в анамнезе,
неотягощенный акушерский и гинекологичес�
кий анамнез, физиологическое течение данной
беременности. 

В обеих группах возраст женщин был 20–40
лет, беременность наступала самопроизвольно.

Кровь для анализа забирали натощак из лок�
тевой вены. У женщин вне беременности забор
проводили на 18–22 день менструального цик�
ла, у беременных – при сроке 5–6 недель, в 8–9
недель и в 12 недель гестации.

Процедуру ИЦТ проводили лимфоцитами
супругов в предгестационной подготовке и в I�м
триместре наступившей беременности. Методи�
ка выделения лимфоцитов и проведения ИЦТ
утверждена на заседании Ученого совета ФГБУ
«НЦ АГиП им. В.И. Кулакова» Минздрава Рос�
сии (протокол № 19 от 25 декабря 2012 г.). Для
проведения процедуры использовали лимфоци�
ты, соответствующие критериям донорства.

В процедурном кабинете осуществляли за�
бор крови у мужчин из локтевой вены в стериль�
ную пробирку объемом 50 мл, в качестве анти�

коагулянта использовали 200 мкл раствора гепа�
рина (концентрация раствора гепарина
5000 МЕ/мл). В специальном помещении, осна�
щенном стерильным ламинарным шкафом
(«АМС�МЗМО», Россия) и необходимым лабо�
раторным оборудованием – центрифугой,
(«ELMI», Латвия) осуществляли выделение
лимфоцитарной взвеси. После тщательного пе�
ремешивания кровь инкубировали при 37 °С в
течение 1–1,5 ч. После разделения крови на 2
слоя (верхний – плазма с мононуклеарными
клетками, нижний – эритроциты), верхний
слой переносили в центрифужную стерильную
пробирку объемом 14 мл и центрифугировали в
течение 7 мин при 1500 об. /мин. После удале�
ния супернатанта в пробирку вносили 6 мл сте�
рильного физиологического раствора, наслаи�
вали на 3 мл фиколла в двух пробирках парал�
лельно, сохраняя соотношение 1 : 2, и центри�
фугировали в течение 30 мин при 1500 об./мин.
Лимфоцитарные кольца собирали в чистую сте�
рильную пробирку объемом 14 мл, отмывали
дважды физиологическим раствором в течение
7 мин при 1500 об./мин, после чего надосадоч�
ную жидкость удаляли, осадок тщательно пере�
мешивали в 2 мл стерильного физиологического
раствора. Концентрация лимфоцитов в физио�
логическом растворе составляла 30–50 млн в
1 мл раствора. Лимфоциты вводили внутрикож�
но в ладонную поверхность предплечья женщин
дважды с интервалом в один месяц на 5–10 день
менструального цикла. Во время наступившей
беременности иммунизацию проводили при
сроке 5–6 недель и 8–9 недель.

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих
СD69, оценивали после стимуляции цельной
крови фитогемагглютинином (ФГА) в концент�
рации 10 мкг/мл в течение 2 ч в СО2�инкубаторе
(«SANYO», Япония) при температуре 37 °С. Для
оценки поверхностного фенотипа стимулиро�
ванных лимфоцитов использовали монокло�
нальные антитела (мАт), объединенные набо�
ром FastImmune, предназначенные для опреде�
ления фенотипов CD3/CD4/CD69, CD3/CD8/
CD69, CD45/CD56/CD69, («Becton Dickinson»,
США). В данных наборах антитела к CD3 и
CD45 были мечены перидинин�хлорофилл�
протеином (PerCP), антитела к CD4, CD8, CD56
были мечены флюоресцеинизотиоцианатом
(FITC), антитела к CD69 были мечены фико�
эритрином (PE). МАт добавляли непосредствен�
но к цельной крови, лизировали с помощью
раствора OptiLyse («Beckman Coulter», США).

Для оценки в периферической крови доли
Тh17�клеток, экспрессирующих RORγt+, среди
лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25high клетки
выделяли стандартным методом центрифугиро�
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вания в градиенте плотности с использованием
смеси фиколл�верографин плотностью 1,077
[28]. До пермеабилизации клетки окрашивали
антителами к СD4, меченными FITC, и антите�
лами к CD25, меченными РЕ; после пермеаби�
лизации – антителами к RORγt, меченными ал�
лофикоцианином (АРС) («eBioscience», США).
Содержание клеток в лимфоцитарном гейте
составляло 1–1,5 млн.

Цитометрический анализ проводили на про�
точном флуориметре Gallios («Beckman Coulter»,
США) с использованием программы Kaluza
Software Version 1.2 («Beckman Coulter», США).

Содержание IL�17 оценивали с помощью
мультиплексного анализа с использованием
аналитической системы Cytometric Bead Array
(СВА), с помощью стандартного набора «Human
IL�17A Flex set» («Becton Dickinson», США) в су�
пернатантах клеточных культур после добавле�
ния к 1 мл цельной крови смеси митогенов
(4 мкг ФГА, 4 мкг конканавалина А (Кон А)),
2 мкг липополисахарида, используя набор «Ци�
токин�стимул�бест» («Вектор�Бест», Россия).
Клетки инкубировали в СО2�инкубаторе при
37 °С в течение 24 ч. Супернатант получали пос�
ледовательным центрифугированием сначала в
течение 10 мин при 3000 g, затем в течение 3 мин
при 10 000g («Hettich», Германия), образцы
аликвотировали и хранили при –80 °С. Анализ
проводили на проточном цитофлуориметре
FACSCalibur («Becton Dickinson», США). Расчет
результатов производили с помощью програм�
мы FlowCytomix�Pro�3.0 («Becton Dickinson»,
США).

Статистическая обработка данных проводи�
лась с использованием пакета Microsoft Office
Excel 2007 и программы MedCalc12 для Windows 7.
Проверку гипотезы о нормальном распределе�
нии осуществляли, используя критерии Колмо�
горова–Смирнова и Шапиро–Уилка [29]. Дан�
ные представлены средней арифметической ве�
личиной и её стандартной ошибкой (M ± m).
Для оценки значимости различий использовали
t�критерий Стьюдента. Различия считали значи�
мыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Особенности содержания в периферической
крови женщин с ИПВ лимфоцитов, экспрессируA
ющих CD69. В табл. 1 представлен ретроспек�
тивный анализ содержания лимфоцитов пери�
ферической крови, экспрессирующих CD69
спонтанно и после стимуляции in vitro, у пациен�
ток с ИПВ в анамнезе с учетом исходов беремен�
ности, наступившей после проведения предгес�

тационной ИЦТ, а также у фертильных женщин
контрольной группы вне беременности.

Как следует из представленных данных, у
женщин с беременностью, пролонгированной
на фоне ИЦТ до доношенного срока, различий
в оцениваемых параметрах с контрольной груп�
пой фертильных женщин не выявлено ни до
назначения лечения, ни после ИЦТ. У женщин,
потерявших беременность в I�м триместре со�
держание лимфоцитов, отвечающих на стиму�
ляцию in vitro до ИЦТ, было значимо меньше,
чем в контроле (субпопуляции СD45+CD69+,
CD3+CD8+CD69+ и CD45+CD56+CD69+) и у
женщин с пролонгированной беременностью
(субпопуляции СD45+CD69+, CD3+CD8+CD69+,
CD45+CD56+CD69+ и СD45+CD3+CD69+). По�
сле ИЦТ в этой группе обнаружена яркая тен�
денция (0,05 ≤ р ≤ 0,09) к увеличению содержа�
ния указанных субпопуляций по сравнению с
исходными значениями, а содержание лимфо�
цитов с цитотоксической активностью, экс�
прессирующих CD69 после стимуляции in vitro
(CD3+CD8+CD69+), было значимо выше, чем у
женщин с пролонгированной беременностью.
По�видимому, исходно сниженное и повышен�
ное после ИЦТ количество лимфоцитов, реаги�
рующих на активационный стимул in vitro, у
женщин, потерявших беременность, может
быть связано с измененной функциональной
активностью этих клеток, особенно с их цито�
токcическим действием.

Для выяснения вопроса о том, происходит ли
у пациенток с благополучным исходом беремен�
ности на ранних сроках изменение содержания
лимфоцитов, экспрессирующих CD69, определя�
ли количество лимфоцитов, отвечающих на акти�
вационный стимул in vitro, в течение I�го триме�
стра беременности. Результаты проведенного ис�
следования представлены в табл. 2. Как следует из
данных таблицы, у женщин с пролонгированной
беременностью в течение I�го триместра не выяв�
лено динамики измеренных показателей.

Сравнительный анализ измеренных показа�
телей в 5–6 недель беременности, наступившей
после проведенной предгестационной ИЦТ, у
женщин с пролонгированной на фоне ИЦТ бере�
менностью и у женщин, потерявших беремен�
ность, выявил значимые различия (табл. 3). В 5–6
недель гестации у женщин, потерявших беремен�
ность на фоне ИЦТ, определяли значимо боль�
шее, чем у женщин с пролонгированной бере�
менностью, количество лимфоцитов, как спон�
танно экспрессирующих CD69 (СD45+CD69+ и
СD45+СD3+CD69+), так и после стимуляции ми�
тогеном (СD45+СD3+CD69+, СD3+СD4+CD69+

и СD3+СD8+CD69+), то есть количество Т�лим�
фоцитов, но не NK�клеток (СD45+СD56+CD69+).
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Была проведена оценка доли активирован�
ных лимфоцитов (CD69+) среди клеток
CD45+CD56+, CD3+CD8+ и CD3+CD4+�субпо�
пуляций (табл. 4) и выявлено, что у пациенток,

потерявших данную беременность, доля Т�лим�
фоцитов с цитотоксической функцией,
экспрессирующих на своей поверхности CD69
(CD3+CD8+CD69+, р = 0,006), до предгестаци�
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Таблица 1. Содержание вне беременности в периферической крови пациенток с ИПВ лимфоцитов, экспрессирующих
CD69 in vitro (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %Фенотип
лимфоцитов,

экспрессирующих
CD69

СD45+CD69+

СD45+CD69+

СD45+CD3+CD69+

СD45+CD3+CD69+

CD3+CD4+CD69+

CD3+CD8+CD69+

CD45+CD56+CD69+

спонтанная

стимулированная

спонтанная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

до ИЦТ

после ИЦТ

в контроле (n = 15)

7,9 ± 0,8

30,7 ± 2,9

6,2 ± 0,6

25,7 ± 3,7

15,9 ± 2,2

12,8 ± 1,6

3,8 ± 0,5

с доношенной
беременностью (n = 30)

7,8 ± 0,8

7,4 ± 0,6

30,2 ± 3,7

24,9 ± 2,9

6,1 ± 0,7

5,7 ± 0,5

27,1 ± 4,1

22,0 ± 2,65

15,4 ± 2,4

12,8 ± 1,9

11,7 ± 2,0

9,2 ± 0,9

4,5 ± 0,8

4,0 ± 0,7

с выкидышем (n = 6)

7,3 ± 1,3 

7,2 ± 1,2

20,6 ± 2,9*,**

42,0 ± 11,7#

6,0 ± 1,1

5,7 ± 1,3

19,1 ± 2,7**

38,9 ± 10,6#

12,5 ± 2,1

22,2 ± 6,2#

6,6 ± 0,7*,**

16,7 ± 4,5*,∇,♦

2,7 ± 0,3*,**

5,6 ± 1,3∇

Примечание. Различия значимы при р ≤ 0,05 при сравнении: * с контролем, ** между группами, ∇ с исходными значени�
ями. Различия значимы при 0,05 ≤ р ≤ 0,09 при сравнении: ♦ между группами, # с исходными значениями.

Экспрессия

Таблица 2. Содержание лимфоцитов, экспрессирующих CD69, у пациенток с ИПВ в течение первого триместра пролон�
гированной беременности (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %
Фенотип лимфоцитов,

экспрессирующих CD69

СD45+CD69+

СD45+CD69+

СD45+CD3+CD69+

СD45+CD3+CD69+

CD3+CD4+CD69+

CD3+CD8+CD69+

CD45+CD56+CD69+

спонтанная

стимулированная

спонтанная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

в 5–6 недель
(n = 19)

6,5 ± 0,6

29,2 ± 4,0

5,0 ± 0,5

26,0 ± 3,6

15,9 ± 2,6

10,7 ± 1,3

4,6 ± 0,6

в 8–9 недель
(n = 18)

5,9 ± 0,6

33,6 ± 2,8

5,9 ± 0,6

29,7 ± 3,1

17,6 ± 1,9

12,8 ± 1,7

4,7 ± 0,6

в 12 недель
(n = 11)

7,0 ± 0,5

37,2 ± 5,3

5,0 ± 0,4

35,4 ± 5,5

18,4 ± 2,5

17,0 ± 4,6

6,3 ± 2,5

Экспрессия
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онной ИЦТ была ниже, чем у женщин с пролон�
гированной беременностью. После ИЦТ отме�
чены тенденции к увеличению доли активиро�
ванных Т�клеток (CD3+CD4+CD69+, р = 0,09,
CD3+CD8+CD69+, р = 0,1), и это увеличение в
5–6 недель гестации стало значимым, особенно
для доли Т�лимфоцитов с цитотоксической
функцией (CD3+CD8+CD69+�клеток среди
CD3+CD8+�лимфоцитов р = 0,016). Разницы в
доле активированных NК�клеток не обнаруже�
но.

Сравнительный анализ активированных
лимфоцитов исследованных субпопуляций у па�
циенток с пролонгированной беременностью в
12 недель гестации с уровнем у женщин с физио�
логическим течением беременности не выявил
значимых различий в содержании лимфоцитов,
экспрессирующих CD69 после стимуляции in
vitro, за исключением количества лимфоцитов,
спонтанно экспрессирующих CD69 in vitro
(табл. 5). У пациенток с пролонгированной бе�
ременностью содержание таких активирован�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

687

Таблица 3. Содержание лимфоцитов, экспрессирующих CD69, у пациенток с ИПВ в 5–6 недель гестации (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %
Фенотип лимфоцитов,

экспрессирующих CD69

СD45+CD69+

СD45+CD69+

СD45+CD3+CD69+

СD45+CD3+CD69+

CD3+CD4+CD69+

CD3+CD8+CD69+

CD45+CD56+CD69+

спонтанная

стимулированная

спонтанная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

при пролонгированной беременности

в 5–6 недель (n = 19)

6,5 ± 0,6

29,2 ± 4,0

5,0 ± 0,5

26,0 ± 3,6

15,9 ± 2,6

10,7 ± 1,3

4,6 ± 0,6

при выкидыше

в 5–6 недель (n = 6)

9,0 ± 0,7 (р = 0,008)

45,1 ± 6,9 (р = 0,04)

7,1 ± 0,7 (р = 0,019)

41,8 ± 7,1 (р = 0,042)

24,7 ± 4,1 (р = 0,052)

17,2 ± 3,3 (р = 0,058)

4,9 ± 0,9

Экспрессия

Таблица 4. Доля активированных лимфоцитов у пациенток с ИПВ с разными исходами беременности, наступившей после
предгестационной ИЦТ (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %
Фенотип лимфоцитов,

экспрессирующих CD69

CD3+CD4+CD69+/CD3+CD4+

CD3+CD8+CD69+/CD3+CD8+

CD45+CD56+CD69+/CD45+CD56+

пролонгированная
до доношенного
срока

выкидыш в I
триместре

пролонгированная
до доношенного
срока

выкидыш в I
триместре

пролонгированная
до доношенного
срока

выкидыш в I
триместре

до ИЦТ

24,8 ± 4,3

20,3 ± 3,3

33,3 ± 4,3

19,4 ± 2,4; р = 0,006

28,9 ± 4,0

21,9 ± 3,7

после ИЦТ

21,1 ± 3,0

41,1 ± 12,2; р = 0,09

26,2 ± 2,6

42,6 ± 10,7; р = 0,1

25,5 ± 3,2

31,8 ± 7,7

в 5–6 недель
гестации

25,7 ± 4,2

40,3 ± 7,6; р = 0,06

32,5 ± 3,8

51,4 ± 8,2; р = 0,016

34,6 ± 4,9

39,9 ± 3,8

Исходы
беременности

Примечание. Указаны значимые различия между показателями в группах с разными исходами беременности на конкрет�
ном этапе обследования.
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ных клеток было ниже (CD45+CD69+ и
CD45+CD3+CD69+, р = 0,04 и р = 0,02 соответ�
ственно). При оценке доли активированных
лимфоцитов (CD69+) среди стимулированных
субпопуляций CD45+CD56+, CD3+CD8+ и
CD3+CD4+ также не обнаружено значимых раз�
личий между группами.

Таким образом, у пациенток с ИПВ, полу�
чавших ИЦТ, в случае пролонгирования бере�
менности ответ Т�лимфоцитов на стимулирую�
щее воздействие в течение I�го триместра не от�
личается от ответа лимфоцитов контрольной
группы.

Содержание Th17Aлимфоцитов и продукция in
vitro ИЛA17 у женщин с ИПВ. До предгестацион�

ной ИЦТ и после ее проведения в периферичес�
кой крови женщин, потерявших беременность,
и женщин с пролонгированной беременностью
не обнаружено различий ни в доле Тh17�клеток
(RORγt+) среди лимфоцитов с фенотипом
СD4+CD25high, ни в уровне продукции ИЛ�17
стимулированными клетками цельной крови
(рис. 1).

В 5–6 недель гестации при значимом сниже�
нии доли субпопуляции СD4+CD25highRORγt+

выявлен значимо повышенный уровень продук�
ции ИЛ�17 стимулированными клетками цель�
ной крови женщин с выкидышем по сравнению
с уровнями указанных показателей у женщин с
пролонгированной беременностью.
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Таблица 5. Содержание лимфоцитов, экспрессирующих CD69, у пациенток с ИПВ в 12 недель гестации (M ± m)

Содержание лимфоцитов, экспрессирующих СD69, %
Фенотип лимфоцитов,

экспрессирующих CD69

СD45+CD69+

СD45+CD69+

СD45+CD3+CD69+

СD45+CD3+CD69+

CD3+CD4+CD69+

CD3+CD8+CD69+

CD45+CD56+CD69+

CD3+CD4+CD69+/CD3+CD4+

CD3+CD8+CD69+/CD3+CD8+

CD45+CD56+CD69+/CD45+CD56+

спонтанная

стимулированная

спонтанная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

стимулированная

при физиологической
беременности

8,4 ± 0,5

37,2 ± 5,4

6,6 ± 0,6

27,5 ± 2,6

19,4 ± 2,5

13,4 ± 2,4

5,5 ± 0,9

32,0 ± 4,3

42,3 ± 7,2

43,4 ± 5,6

при пролонгированной
беременности

7,0 ± 0,5 (р = 0,04)

37,2 ± 5,3

5,0 ± 0,4 (р = 0,02)

35,4 ± 5,5

18,4 ± 2,5

17,0 ± 4,6

6,3 ± 2,5

32,3 ± 4,4

42,7 ± 7,2

38,3 ± 5,9

Экспрессия

Рис. 1. Доля субпопуляции RORγt+ среди лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25high в периферической крови женщин с
ИПВ (а) и продукция ИЛ�17 стимулированными in vitro клетками цельной периферической крови (б). Квадрат светло�се�
рого цвета – группа с пролонгированной беременностью, квадрат темно�серого цвета – группа с прервавшейся беремен�
ностью

p = 0,04

p = 0,011

в 5–6 недель
гестации

в 5–6 недель
гестации

а б
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В 12 недель гестации у женщин с пролонги�
рованной беременностью и с физиологическим
течением беременности не выявлено значимых
различий в доле СD4+CD25highRORγt+�лимфо�
цитов и в уровне продукции ИЛ�17 стимулиро�
ванными клетками цельной крови (рис. 2).

Следовательно, у пациенток с пролонгиро�
ванной беременностью доля Тh17�клеток среди
лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25high и про�
дукция ИЛ�17 митоген�стимулированными in
vitro клетками цельной периферической крови в
12 недель не отличается от показателей конт�
рольной группы.

Таким образом, выявленное в 5–6 недель
гестации снижение доли СD4+CD25highRORγt+�
лимфоцитов при значимо повышенном уровне
продукции ИЛ�17 стимулированными клетками
цельной крови у женщин с выкидышем, по
сравнению с уровнем у женщин с пролонгиро�
ванной беременностью, позволяет предполагать
нарушение баланса между Th17�клетками и ре�
гуляторными Т�клетками, важного для нор�
мального формирования иммунологической то�
лерантности и регуляции иммунного ответа в
самые ранние сроки гестационного периода.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Толерантность к отцовским антигенам явля�
ется необходимым условием для нормального
течения беременности и ключевым фактором
нормального развития плода. Очевидна необхо�
димость иммунологического контроля уровня
возникающих воспалительных реакций в ран�
ние сроки гестации для создания гармоничного
равновесия между процессами сохранения
функциональной и анатомической целостности
материнского организма при процессах дециду�

ализации матки, имплантации эмбриона, инва�
зии трофобласта, плацентации и последующего
роста плода (при условии отсутствия у него ге�
нетических аномалий). Лимитирующими явля�
ются события на сроках до 5–6 недель гестации,
когда при ультразвуковом исследовании четко
визуализируется плодное яйцо и устанавливает�
ся наличие ритмичного сердцебиения. Поэтому
потери беременности на сроках до 7–8 недель
при исключении известных факторов выкиды�
ша связывают с нарушениями иммунологичес�
ких процессов и с недостаточностью контроля
интенсивности связанных с распознаванием от�
цовских антигенов воспалительных реакций,
приводящих либо к отторжению плода, либо к
остановке его роста (замершей беременности).
Идиопатический привычный выкидыш являет�
ся, пожалуй, единственным акушерским ослож�
нением, в генезе которого иммунологические
причины признаются ведущими.

Проблемы контроля уровня и направлен�
ности воспалительных реакций в ранние сроки
беременности с помощью ИЦТ до сих пор явля�
ются дискуссионными. К сожалению, одно�
значного мнения об эффективности данной
процедуры в мировой практике нет, что обус�
ловлено разнородностью анамнеза женщин,
включенных в исследование, разными протоко�
лами иммунизации и разнообразием показате�
лей, используемых для оценки состояния женс�
кой иммунной системы при иммунизации [10,
11]. Успех ИЦТ в случае пролонгирования бере�
менности до последнего времени связывают с
изменением провоспалительного состояния им�
мунной системы беременной на противовоспа�
лительное. Однако все чаще звучат утверждения
о необходимости провоспалительного состоя�
ния материнской иммунной системы для ус�
пешности процессов и имплантации, и плацен�
тации, что вызывает необходимость переосмыс�
ления роли ИЦТ для пролонгирования бере�
менности у женщин с ИПВ [12].

В представленной работе анализируются ре�
зультаты исследования содержания среди лим�
фоцитов периферической крови субпопуляций,
которые при стимуляции митогеном in vitro,
экспрессируют CD69 – самый ранний антиген,
появление которого на клеточной поверхности
свидетельствует об ответе на активационный
стимул. CD69 индуцируется на клетках большин�
ства типов гемопоэтических линий, включая Т�
, В� и NK�клетки, и регистрируется уже через
час после активационного стимула [13].

Оценка субпопуляций, экспрессирующих
CD69, в ответ на активирующие сигналы в тече�
ние гестационного периода может иметь важное
значение для понимания механизмов формиро�
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Рис. 2. Доля субпопуляции RORγt+ среди лимфоцитов с
фенотипом CD4+CD25high (а) и продукция ИЛ�17 стимули�
рованными in vitro клетками цельной периферической
крови (б) женщин с ИПВ в 12 недель пролонгированной
беременности. Квадрат белого цвета – группа с физиоло�
гическим течением беременности; квадрат светло�серого
цвета – группа с пролонгированной беременностью

в 12 недель гестации в 12 недель гестации

а б
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вания толерантности и регуляции баланса реак�
ций иммунной системы матери на антигены
плода отцовского происхождения.

В настоящее время обсуждается участие
CD69 в поляризации эффекторного иммунного
ответа в направлении Th1/Th17/Трег�клеток
посредством нескольких механизмов [4, 14, 15].
С одной стороны, известно, что одним из спе�
цифических лигандов для CD69 является галек�
тин�1 (Gal�1), который экспрессируется стро�
мальными клетками эндометрия на протяжении
всего менструального цикла со значительным
увеличением во время имплантации. Gal�1 ин�
дуцирует дифференцировку дендритных клеток
в направлении фенотипа, который подавляет
пути дифференцировки Тh1/Тh17 через ИЛ�10 и
ИЛ�27. Взаимодействие галектина�1 с CD69, с
одной стороны, способно стимулировать сиг�
нальные пути JAK3/STAT5, участвующие в фор�
мировании клеток с фенотипом, присущим
клеткам с естественной регуляторной (супрес�
сивной) активностью (Трег, или FOXP3�
экспрессирующие Tрег). С другой стороны,
экспрессия CD69 в активированных лимфоци�
тах способствует интернализации и деградации
рецептора S1PR1 и блокированию STAT3�инду�
цированной экспрессии ИЛ�17, поскольку взаи�
модействие сфингозин�фосфата�1 (S1P1) с его
рецептором S1PR1 (сопряженным с G�белком)
стимулирует сигнальные пути mTORс/HIF�1α
(mammalian target of rapamycin/Hypoxia�
inducible factor 1�alpha) и JAK2/pSTAT3, запус�
кающие формирование Th1 или Th17 эффек�
торных реакций. И в этом варианте поддержи�
ваются сигнальные пути, направленные на фор�
мирование Трег�клеток [14, 15].

Также участие CD69 в поддержании баланса
Th1/Th17/Tрeг�клеток возможно через усиле�
ние транспорта триптофана комплексом LAT1�
CD98 и активацию рецептора ароматических уг�
леводородов (AHR) в результате связывания с
высокоафинным природным лигандом FICZ
(6�формилиндоло[3,2�b] карбазолом), индуцирую�
щего Th17�направленность иммунного ответа
через передачу сигнала на соответствующий
промоторный участок (DRE – dioxin responsible
element, или, что то же, AHRE aryl hydrocarbon
responsible element) [30]. Также транспорт ами�
нокислот комплексом CD69/LAT1�CD98 акти�
вирует серин�треониновую протеинкиназу
mTOR – субъединицу внутриклеточных мульти�
молекулярных сигнальных комплексов TORC1
и TORC2, направляя развитие Th1 и Th17 эф�
фекторного ответа и предотвращая дифферен�
цировку Tрег�клеток. Кроме того, mTOR конт�
ролирует активность HIF�1α, который негатив�
но регулирует функцию Tрег�клеток, способ�

ствуя деградации Foxp3. Однако активация AHR
ослабляет HIF�1α�опосредованные эффекты,
тем самым влияя на направленность дифферен�
цировки эффекторных T�клеток [14, 15].

При ранней беременности в условиях изме�
ненного метаболизма под влиянием гормонов и
белков данного периода один из преимущест�
венных путей передачи сигнала через CD69 мо�
жет быть связан с усилением транспорта трип�
тофана комплексом LAT1�CD98 и активацией
AHR. Кроме того, в условиях гипоксии, которая
характерна для ранних сроков беременности в
физиологических условиях децидуализации эн�
дометрия и перестройки спиральных артерий
матки, могут нарушаться регуляторные меха�
низмы, что приводит к недостаточному образо�
ванию Трег.

При действии ИЦТ скорее всего активиру�
ются оба этих механизма, поскольку помимо
метаболической активации введение большого
количества антигенов при действии ИЦТ акти�
вирует специфический иммунный ответ и на
слабые антигены (адъювантный эффект). Ответ
лимфоцитов на активирующее воздействие в
разных локальных условиях (кожа, матка) раз�
личен, и скорее всего в матке во время беремен�
ности как минимум один из механизмов в усло�
виях временной гипоксии не способствует обра�
зованию Трег.

Все вышеизложенное суммируется на схеме,
представленной на рис. 3. За основу рисунка
была принята схема, предложенная Cibrian и
Sancher�Madrid [14].

Активация иммунной системы женщин с
ИПВ при иммунизации лимфоцитами супруга
подтверждается появлением антиотцовских ан�
тилейкоцитарных антител и динамикой указан�
ных антител от процедуры к процедуре как вне
беременности, так и во время беременности
[16, 17]. Однако признаков активации Т�кле�
точного звена после ИЦТ вне беременности
при анализе субпопуляционного состава лим�
фоцитов, включая содержание Трег с феноти�
пом CD4+CD25highCD127low/–, в периферической
крови женщин с доношенной настоящей бере�
менностью нами не было обнаружено [18], как
не выявлено и изменений в содержании Th17�
лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25highRORγt+

(рис.1, а), в продукции ИЛ�17 (рис.1, б), в суб�
популяционном составе лимфоцитов, экспрес�
сирующих СD69 (табл. 1). Динамика Трег�кле�
ток у женщин с доношенной беременностью бы�
ла обнаружена в I�м триместре гестации [19], что
свидетельствует о важной роли гестационной
метаболической активации и различных регуля�
торных белков и пептидов ранней беременности
в формировании реакций женской иммунной
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системы на аллоантигены плода. В субпопуля�
ционном составе лимфоцитов периферической
крови женщин с ИПВ, доносивших беремен�
ность, и у женщин с физиологическим течением
беременности, начиная с 12�ти недель гестации,
не было выявлено отличий [20], так же как в со�
ставе лимфоцитов, экспрессирующих СD69
(табл. 5), в доле СD4+CD25highRORγt+�лимфоци�
тов и продукции ИЛ�17 (рис. 2). Следовательно,
ИЦТ способствовала пролонгированию бере�
менности у данной категории женщин, и успех
связан с формированием баланса в содержании
Т�эффекторных лимфоцитов и цитокиновой
продукции, поддерживающего развитие бере�
менности (рис. 3).

У женщин с ИПВ, потерявших данную бере�
менность в I�м триместре, до назначения ИЦТ
было значимо меньше содержание лимфоци�
тов, отвечающих на стимуляцию in vitro, чем у
женщин с пролонгированной беременностью
(табл. 1). После предгестационной иммунотера�
пии в этой группе обнаружено увеличенное со�
держание CD3+CD8+CD69+�лимфоцитов, а в
5–6 недель гестации определяли значимо боль�
шее количество именно Т�лимфоцитов, как спон�
танно экспрессирующих CD69 (СD45+CD69+ и

СD45+СD3+CD69+), так и после стимуляции
митогеном (СD45+СD3+CD69+, СD3+СD4+CD69+

и СD3+СD8+CD69+), а также увеличение доли
Т�лимфоцитов с цитотоксической функцией
CD3+CD8+CD69+�клеток среди CD3+CD8+�
лимфоцитов (табл. 3 и 4). Разницы в содержании
NК�клеток, экспрессирующих CD69, и в доле
активированных NК�клеток не обнаружено.

Уже устоялось представление о том, что во
время нормальной беременности NK�клетки –
это, прежде всего клетки, обеспечивающие про�
цессы инвазии трофобласта и ремоделирования
спиральных артерий под влиянием микроокру�
жения, появляющегося в случае адекватного
распознавания фетальных антигенов, что, в
свою очередь, является условием возникнове�
ния специфической периферической толерант�
ности при физиологической беременности [21].
Баланс между цитотоксической активностью Т�
лимфоцитов и NK�клеток является очень важ�
ным для нормального развития беременности
[22]. Вероятно, уровень экспрессии CD69 на по�
верхности Т�лимфоцитов, определяемый в пе�
риферической крови до стимуляции in vitro в ус�
ловиях ИЦТ, является маркером уровня специ�
фического ответа Т�лимфоцитов на отцовские
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Рис. 3. Возможные механизмы регуляции баланса Th1/Th17/Tрег во время физиологической беременности и при при�
вычном выкидыше
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антигены плода. В таком случае можно предпо�
ложить, что у женщин с выкидышем повышен�
ный ответ цитотоксических лимфоцитов на по�
ликлональную стимуляцию отражает и усиление
специфического ответа на антигены плода.

Таким образом, по результатам представлен�
ного исследования гипотеза о нарушении рас�
познавания отцовских антигенов плода как ве�
дущего фактора выкидыша не подтверждается.
И на первый план выдвигается гипотеза о конт�
роле воспалительных реакций в ответ на появ�
ление антигенов полуаллогенного плода в ре�
продуктивном тракте женщины. Вполне вероят�
но, что одним из таких контролирующих тера�
певтических мероприятий и выступает ИЦТ.
Нельзя исключить, что у большинства пациен�
ток ИЦТ может снижать избыточный ответ
лимфоцитов как на поликлональную стимуля�
цию, так и на стимуляцию Т�лимфоцитов анти�
генами плода, о чем свидетельствует выявлен�
ный нами стабильный на всех сроках беремен�
ности уровень экспрессии CD69 на поверхности
CD3+�лимфоцитов у женщин с пролонгирован�
ной беременностью, но не у пациенток с выки�
дышем, у которых митоген�стимулированная
экспрессия in vitro CD69 Т�лимфоцитами с ци�
тотоксической направленностью была выше,
чем у женщин с пролонгированной беремен�
ностью без различий в уровне ответа NK�клеток
на поликлональный стимул.

Ранее нами было показано, что у женщин,
потерявших данную беременность, содержание
клеток с естественной киллерной активностью
было низким по сравнению с содержанием у
пациенток с пролонгированной беременностью
уже до иммунизации вне беременности, и зави�
симость между низким содержанием CD56+�
лимфоцитов и вероятностью потери беремен�
ности в I�м триместре сохранялась и в 5–6 не�
дель беременности [23], что подтверждает мне�
ние о том, что как низкое содержание Трег,
так и низкое содержание NK�клеток являются
значимыми маркерами спонтанных абортов
[24]. Низкий уровень Трег с фенотипом
CD4+CD25highCD127low/– в периферической кро�
ви был характерен для женщин с ИПВ как до
предгестационной ИЦТ, так и в 5–6 недель гес�
тации [23,25], и рост содержания этих лимфоци�
тов, как уже упоминалось, наблюдали в I�м три�
местре только у пациенток с пролонгированной
беременностью. Кроме того, нами обнаружено
не только снижение на фоне ИЦТ уровня NK�
клеток до минимального в 5–6 недель гестации
по сравнению с исходным у женщин, потеряв�
ших данную беременность [23], но и снижение
доли субпопуляции СD4+CD25highRORγt+�лим�
фоцитов, которое также стало минимальным

в 5–6 недель гестации при высоком уровне
продукции ИЛ�17 стимулированными клетка�
ми цельной периферической крови (рис. 1).
С одной стороны, низкий уровень в пери�
ферической крови клеток с фенотипом
СD4+CD25highRORγt+ может отражать усилен�
ную миграцию Th17�клеток из периферической
крови, а с другой, высокий уровень продукции
ИЛ�17 отражает присутствие в периферической
крови клеток, способных при стимуляции ин�
тенсивно продуцировать ИЛ�17 и формировать
Th17�тип провоспалительных реакций.

Все вышеизложенное позволяет сделать вы�
вод о дисбалансе иммунного ответа у пациенток
с ИПВ, потерявших беременность, и о неэф�
фективности ИЦТ у данной категории пациен�
ток в контроле воспалительных реакций, разви�
вающихся в ранние сроки беременности. При
этом высокий уровень продукции ИЛ�17 стиму�
лированными клетками периферической крови
женщин с физиологическим течением беремен�
ности и у пациенток с пролонгированной бере�
менностью в 12 недель гестации свидетельствует
о том, что терапевтические мероприятия, про�
водимые для пролонгирования беременности,
должны приводить к ослаблению, но не к отме�
не Th17�ответа у женщин с ИПВ.

Полученные результаты подтверждают учас�
тие активированных Th�17�клеток наряду с
FOXP3+Трег в механизмах формирования толе�
рантности к отцовским антигенам плода. В бу�
дущем еще предстоит оценить роль транскрип�
ционных факторов RORγt и Th17�клеток в меха�
низмах формирования или срыва толерантности
к отцовским антигенам плода при беременности
[26]. И хотя в данной работе не показана воз�
можность одновременной экспрессии RORγt и
FOXP3 в клетках с фенотипом СD4+CD25high,
однако есть экспериментальные данные о том,
что именно с экспрессией RORγt в FOXP3+Трег
связана продукция высокого уровня интерфе�
рон�регулирующего фактора 4, который наделя�
ет Трег способностью супрессировать Th2�ответ,
что очень важно именно в ранние сроки бере�
менности [27]. 

Таким образом, представленные результаты
оценки способности лимфоцитов периферичес�
кой крови пациенток с ИПВ отвечать на стиму�
лирующее воздействие in vitro экспрессией СD69
согласуются с современными представлениями
об иммунных взаимоотношениях матери и плода
в ранние сроки беременности, подтверждают
формирование толерантности к аллоантигенам
плода отцовского происхождения у пациенток с
ИПВ, у которых беременность была пролонги�
рована до доношенного срока на фоне ИЦТ в
предгестационной подготовке и в I�м триместре
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гестации и завершилась рождением живого ре�
бенка, а также неэффективность ИЦТ в контро�
ле иммунных реакций, направленных на фор�
мирование толерантности, у женщин с ИПВ,
потерявших данную беременность. Полученные
результаты расширяют наши представления о
роли активации лимфоцитов в формировании
иммунной толерантности к аллоантигенам пло�
да в ранние сроки беременности у женщин с
ИПВ.
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Association between lymphocyte activation and formation of immune tolerance, as well as pregnancy outcome, in the
case of immunocytotherapy (ICT) was studied in women with idiopathic recurrent pregnancy loss (IRPL). The con�
tent and phenotypic characteristics of activated T lymphocytes and NK cells were investigated in the peripheral blood
of IRPL patients with different pregnancy outcomes (pregnancy prolongation to the full term and habitual miscar�
riage). The fraction of activated cells in the subpopulation of cytotoxic T lymphocytes (CD3+CD8+/
CD3+CD8+CD69+) before ICT was significantly lower in women who lost the pregnancy. After ICT, the fraction of
these cells during weeks 5�6 of pregnancy in woman with miscarriage was higher than in women with pregnancy pro�
longed to the full�term. Excessive content of activated cytotoxic lymphocytes can be a mechanism underlying
impaired maternal immunotolerance to fetal alloantigens, which is a leading factor of early pregnancy loss. The
obtained data confirm the involvement of activated Th17 cells and FOXP3+ Treg cells in the formation of tolerance to
paternal antigens of the fetus. Comparison of the decrease in the fraction of CD4+CD25highRORγt+ lymphocytes at
the early gestation period (5�6 weeks) and significant upregulation of the IL�17 production by in vitro stimulated
whole blood cells in women with miscarriage with the same parameters in women with prolonged pregnancy suggest�
ed an imbalance between pro�inflammatory Th17 cells and Treg cells. No such imbalance in the content effector
T lymphocytes was observed in women with the full�term pregnancy. Taken together, our data indicate an important
role of gestational activation of lymphocytes in the formation of maternal immune response to fetal alloantigens nec�
essary for the prolongation of pregnancy.

Keywords: immunotolerance, recurrent pregnancy loss, immunocytotherapy, CD69 expression, T lymphocytes,
NK cells
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Урацил�ДНК�гликозилаза человека SMUG1 удаляет из ДНК остатки урацила и некоторые другие некано�
нические или поврежденные основания. Несмотря на функциональную важность SMUG1, для нее до сих
пор не получены рентгеноструктурные данные. Ранее нами проведено гомологичное моделирование струк�
туры SMUG1 и сделан вывод о роли некоторых аминокислотных остатков в процессе узнавания поврежден�
ных нуклеотидов и их удаления из ДНК. В настоящей работе методом «остановленного потока» в режиме
реального времени по изменению интенсивности флуоресценции остатков Trp фермента и 2�аминопурина
и флуорофоров, обеспечивающих резонансный перенос энергии флуоресценции (FRET), в ДНК изучена
кинетика конформационных переходов в белке и ДНК�субстратах в ходе ферментативного процесса. Уста�
новлен кинетический механизм взаимодействия и рассчитаны кинетические параметры образования и рас�
пада интермедиатов реакции. Полученные результаты позволили уточнить роль а.о. His239 и Arg243 в про�
цессе узнавания поврежденного нуклеотида и удаления повреждения при катализе урацил�ДНК�гликози�
лазой человека SMUG1.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: репарация ДНК, урацил�ДНК�гликозилаза человека SMUG1, флуоресценция, кон�
формационная динамика, метод «остановленного потока».
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РОЛЬ АМИНОКИСЛОТНЫХ ОСТАТКОВ Arg243 И His239
В ПРОЦЕССЕ УЗНАВАНИЯ ПОВРЕЖДЕННОГО НУКЛЕОТИДА
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ВВЕДЕНИЕ

Урацил – одно из наиболее распространен�
ных повреждений ДНК, которое образуется при
спонтанном [1–3] или ферментативном [4, 5]
дезаминировании цитозина, а также при оши�
бочном включении остатка уридина во время
репликации [6]. Урацил в ДНК человека узнает�
ся и удаляется несколькими ДНК�гликозилаза�
ми: урацил�ДНК�N�гликозилазой (UNG2), ти�
мин�ДНК�гликозилазой (TDG), специфичной
к одноцепочечной ДНК монофункциональной

ДНК�гликозилазой (SMUG1) и метил�CpG�
связывающим доменом 4 (MBD4) [7, 8]. Не�
смотря на то, что все урацил�ДНК�гликозилазы
катализируют гидролиз N�гликозидной связи с
урацилом, они обладают индивидуальными от�
личиями, связанными со способностью фер�
ментов узнавать одноцепочечные ДНК�субстра�
ты, мисматчи T/G [9–13] или некоторые окис�
ленные основания, такие как 5�гидроксиметил�
урацил, 5�формилурацил и 5�гидроксиурацил,
которые являются природными производными
5�метилцитозина и образуются в процессе эпи�
генетической регуляции [14].

Одной из актуальных проблем в области ре�
парации ДНК остается выяснение механизмов,
обеспечивающих высокоточное узнавание по�
врежденных оснований. В последние годы ак�
тивно проводили исследования различных
ДНК�гликозилаз, направленные на выяснение
того, каким образом происходит поиск и узна�
вание единичных повреждений гетероцикли�
ческих оснований ДНК среди огромного числа
немодифицированных оснований [15]. Анализ
литературных данных показывает [16], что раз�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : SMUG1 – специфичная к
одноцепочечной ДНК монофункциональная ДНК�глико�
зилаза; АР�сайт – апуриновый/апиримидиновый сайт; F –
(2R,3S)�2�(гидроксиметил)�3�гидрокситетрагидрофуран;
aPu – 2�аминопурин, FAM – 6�карбоксифлуоресцеин;
BHQ1 – тушитель флуоресценции «black hole quencher»;
FRET – резонансный перенос энергии флуоресценции;
PAGE– электрофорез в полиакриламидном геле, WT – ди�
кий тип.

* Статья на английском языке опубликована в режиме от�
крытого доступа на сайте издательства Springer (https://link.
springer.com/journal/10541), том 85, вып. 5, 2020.

** Адресат для корреспонденции.
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личные ДНК�гликозилазы, имеющие совер�
шенно разную структуру ДНК�связывающего
центра, активного центра и аминокислотных
остатков, участвующих в специфическом узна�
вании поврежденного нуклеотида и катализе,
тем не менее обладают общими особенностями
при взаимодействии с субстратами. Так, боль�
шая часть ДНК�гликозилаз, для которых в нас�
тоящее время установлена структура, изгибают
ДНК и выворачивают поврежденный либо
комплементарный к нему нуклеотид из двойной
спирали ДНК. При этом, как правило, повреж�
денный нуклеотид располагается в кармане ак�
тивного центра фермента, где происходит его
окончательная верификация. В образовавшую�
ся полость в дуплексе ДНК встраиваются неко�
торые аминокислотные остатки фермента, ко�
торые выталкивают поврежденный нуклеотид
из спирали ДНК и стабилизируют внеспираль�
ное положение нуклеотида. Далее происходит
гидролиз N�гликозидной связи между повреж�
денным гетероциклическим основанием и ос�
татком рибозы и образование апуринового/апи�
римидинового сайта (АР�сайта).

В настоящее время наиболее обоснованным
механизмом узнавания поврежденных нуклео�
тидов ДНК�гликозилазами на начальных этапах
взаимодействия является модель, в соответ�
ствии с которой фермент поочередно вставляет

в двойную спираль ДНК между основаниями
аминокислотный остаток – сенсор поврежде�
ния или «клин» (wedge amino acid) [17]. Эта мо�
дель узнавания повреждений была значительно
развита в исследованиях с применением одно�
молекулярных кинетических методов (single�
molecule kinetics) [18–21] и предстационарных
кинетических методов [22], которые позволили
в реальном времени визуализировать движение
фермента по молекуле ДНК при поиске повреж�
денного нуклеотида и изучить динамику кон�
формационных перестроек фермента и ДНК
как на начальных, так и на последующих стади�
ях узнавания повреждения и их каталитического
превращения.

В настоящее время структура ДНК�гликози�
лазы человека SMUG1 неизвестна. Ранее нами с
помощью гомологичного моделирования [23] на
основе структур с GmeSMUG1 из Geobacter met*
allireducens (Protein Data Bank [PDB] ID 5H98 и
5H9I) [24] и xSMUG1 из Xenopus laevis (PDB
1OE4 и 10OE5) [10] получена модель структуры
фермента человека в свободном состоянии и в
комплексе с ДНК, содержащей уридин (рис. 1).
Было показано, что 11 а.о. (239–249) SMUG1
человека формируют интеркалирующую петлю,
которая может служить «клином», проникаю�
щим в двойную спираль ДНК в области повреж�
денного нуклеотида [10, 25]. При этом функцио�
нально важными а.о. интеркалирующей петли
могут являться Arg243, который занимает прост�
ранство внутри спирали ДНК, образовавшееся
после выворачивания урацила, и His239, спо�
собный образовывать контакты и с урацилом,
расположенным в активном центре, и с фосфат�
ной группой ДНК. Мутационный анализ пока�
зал [23, 25], что His239 необходим для протека�
ния каталитического гидролиза N�гликозидной
связи.

Кроме того, ранее [26] методом «останов�
ленного потока» с регистрацией изменения ин�
тенсивности флуоресценции остатков трипто�
фана, входящих в состав фермента, и 2�амино�
пурина (аPu) или FRET�пары флуорофор/ту�
шитель (6�карбоксифлуоресцеин (FAM) и ту�
шитель флуоресценции «black hole quencher»
(BHQ1)), обеспечивающих резонансный перенос
энергии флуоресценции, расположенных в мо�
дельных ДНК�субстратах, был предложен ки�
нетический механизм взаимодействия SMUG1
дикого типа (WT) с поврежденной ДНК (схе�
ма 1). Показано, что взаимодействие SMUG1 с
ДНК включает, как минимум, две стадии (1 и 2)
связывания ДНК и узнавания поврежденного
нуклеотида, которые приводят к образованию
каталитически компетентного комплекса. В
этом комплексе происходит необратимая ста�
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Рис. 1. Модель структуры SMUG1 человека в комплексе с
ДНК, содержащей уридин
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дия (3) каталитического гидролиза N�гликозид�
ной связи с урацилом. Последняя стадия кине�
тического механизма (4) характеризует равно�
весный процесс диссоциации комплекса фер�
мента с продуктом реакции.

Анализ флуоресцентных данных, характери�
зующих конформационные переходы как моле�
кулы SMUG1, так и ДНК в ходе каталитическо�
го цикла свидетельствует о том, что на первой
стадии взаимодействия (1) происходит переме�
щение интеркалирующей петли фермента, ко�
торое сопровождается частичным плавлением
ДНК�дуплекса вблизи поврежденного нуклео�
тида. По�видимому, образование контактов на
этой стадии взаимодействия также индуцирует
частичное выворачивание поврежденного осно�
вания из ДНК�дуплекса. Вторая стадия (2) ха�
рактеризует процесс встраивания аминокислот�
ных остатков, входящих в интеркалирующую
петлю фермента. Ранее при исследовании кон�
формационной динамики ДНК�субстрата мето�
дом FRET и кинетики накопления продукта

N�гликозилазной реакции методом электрофо�
реза в полиакриламидном геле (PAGE) нами бы�
ло показано, что мутантная форма SMUG1, со�
держащая замену H239A, каталитически неак�
тивна, тогда как мутант R243A полностью сох�
раняет свою активность [23]. Для уточнения
функции остатков Arg243 и His239 в процессе
специфического узнавания поврежденного нук�
леотида и катализе в настоящем исследовании
был проведен комплексный предстационарный
кинетический анализ конформационных изме�
нений в мутантных формах SMUG1 (R243A и
H239A) и в ДНК�субстрате, а также в продукте
его превращения. Для этого проводили регист�
рацию изменений интенсивности флуоресцен�
ции остатков Trp в молекуле фермента и аPu,
расположенного с 3′�стороны от апуриново�
го/апиримидинового сайта в ДНК, или FRET�
пары, введенной на 3′� и 5′�концы ДНК�дуплек�
са. Эти данные позволили более детально прос�
ледить конформационные переходы белка и
ДНК в процессе взаимодействия. Итогом

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

697

Схема 1. Кинетический механизм, характеризующий стадии взаимодействия SMUG1 WT человека с поврежденной ДНК
[26]. E – SMUG1; U – ДНК�субстрат, содержащий уридин; (E•U)n – различные фермент�субстратные комплексы, обра�
зующиеся в ходе узнавания урацила; E•P – комплекс фермента с продуктом реакции Р

Сокращенное название

X�субстрат/лиганд

X = U/F

X�aPu�субстрат/лиганд

X = U/F

FRET�X�субстрат/лиганд

X = U/F

Таблица 1. Последовательности дезоксирибоолигонуклеотидов и структуры модифицированных нуклеотидов F и aPu

Последовательность

5′�GCTCA(X)GTACAGAGCTG�3′
3′�CGAGT G CATGTCTCGAC�5′
5′�GCTCA(X)(aPu)TACAGAGCTG�3′
3′�CGAGT G  C   ATGTCTCGAC�5′
5′�FAM�GCTCA(X)GTACAGAGCTG�3′
3′�CGAGT G CATGTCTCGAC�BHQ1�5′

* F – стабильный аналог АР�сайта, (2R,3S)�2�(гидроксиметил)�3�гидрокситетрагидрофуран; aPu – 2�аминопурин.
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представленной работы является уточнение ро�
ли функционально значимых остатков His239 и
Arg243 в процессе узнавания поврежденного
основания и его удаления при катализе ДНК�
гликозилазой человека SMUG1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы реактивы: ак�
риламид, N,N′�метиленбисакриламид, ДТТ, мо�
чевина, ЭДТА, ацетонитрил, глицерин, Tris�
(гидроксиметил)�аминометан («Sigma�Aldrich»,
США).

ДНК�субстраты. Субстраты и лиганды фер�
мента представляли собой 17�ти звенные дуп�
лексы, состоящие из дезоксирибоолигонуклео�
тидов, представленных в табл. 1. Олигонуклео�
тиды очищали с помощью ВЭЖХ на ионно�об�
менной колонке PRP�X500 (3,9 × 300 мм; размер
частиц 12–30 мкм; «Hamilton Company», США)
и последующей обращено�фазовой хроматогра�
фии (Nucleoprep 100–20 C18 10 × 250 мм,
«Macherey�Nagel», Германия). Гомогенность
препаратов проверяли методом электрофореза в
20%�ном (w/v) PAGE в денатурирующих условиях.

Фермент SMUG1. Мутантные формы фер�
мента SMUG1, содержащие замену R243A или
H239A, были выделены из клеток Escherichia coli
штамма Rosetta 2, трансформированных плаз�
мидой pET28c, несущей ген урацил�ДНК�гли�
козилазы человека, как описано ранее [23, 26].
Все эксперименты по исследованию фермента�
тивной реакции проводили в буферном раство�
ре: 50 мМ Tris�HCl, pH 7,5, 50 мМ KCl, 1 мМ
ЭДТА, 1 мМ ДТТ, 7% (v/v) глицерин при 25 °C.

Изучение кинетики процесса методом «оста�
новленного потока». Флуоресцентные кине�
тические кривые были получены на спектромет�
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Таблица 2. Константы скорости и равновесия, соответству�
ющие Схеме 2, описывающей взаимодействие SMUG1
R243A с ДНК, содержащей F�сайт

Флуорофор
Константа

k1 × 10−6, M−1⋅с−1

k−1, с
−1

k2, с
−1

k−2, с
−1

Trp

35 ± 8

0,5 ± 0,3

(1,1 ± 0,8) × 10−2

(7 ± 2) × 10−2

aPu

14 ± 4

5,4 ± 1,0

−

−

FRET

6 ± 2

30 ± 7

0,4 ± 0,1

6 ± 2

* Различия статистически достоверны при p < 0,05.

а

б

Рис. 2. Взаимодействие R243A SMUG1 с ДНК�дуплексами,
содержащими F�сайт. Изменения интенсивности флуо�
ресценции остатков Trp белка (а), интенсивности флуорес�
ценции остатков aPu, расположенных с 3′�стороны от F�
сайта (б) и FRET�сигнала (в). Концентрации фермента и
ДНК указаны на рисунке

в
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ре остановленной струи SX.20 («Applied
Photophysics», Великобритания), как описано
ранее [27–30]. Белок SMUG1 содержит 4 остат�
ка Trp и 4 остатка Tyr. Возбуждение флуоресцен�
ции SMUG1 проводили при 290 нм, регистра�
цию флуоресценции – при длинах волн >
> 320 нм, фильтр WG�320 («Schott», Германия).
В этих условиях основной вклад в флуоресцен�
цию белка обеспечивается остатками Trp
(>90%). При использовании субстратов, содер�
жащих остатки aPu, возбуждение флуоресцен�
ции проводили при длине волны 310 нм, а реги�
страцию – при длинах волн > 370 нм, фильтр
LG�370 («Corion», США). Для анализа эффек�
тивности флуоресцентного резонансного пере�
носа энергии (FRET) пары FAM/BHQ1 флуо�
ресценцию красителя FAM возбуждали светом с
длиной волны 494 нм. Регистрация флуоресцен�
ции красителя FAM проводилась при длинах
волн > 515 нм с использованием светофильтра
OG�515 («Schott», Германия). Мертвое время
прибора составляло 1,0 мс. Каждую кинетичес�
кую кривую строили, как минимум, по результа�
там трех независимых измерений.

Анализ кинетических данных. Для определе�
ния минимальной кинетической схемы, описы�
вающей взаимодействие фермента с субстрата�
ми, и расчета констант скорости конформаци�
онных переходов в ходе всех элементарных ста�
дий данной схемы получали набор кинетичес�
ких кривых для разных концентраций фермента
или субстрата. Количественную обработку ре�
зультатов экспериментов проводили с помощью
программы DynaFit («BioKin», США) [31] путем
оптимизации значений параметров, входящих в
кинетические схемы, как описано ранее
[32–34].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Взаимодействие SMUG1 R243A со стабиль�
ным аналогом продукта N�гликозилазной реакции.
Для изучения конформационных изменений
SMUG1 R243A в процессе взаимодействия с
продуктом гидролиза N�гликозидной связи был
использован модельный ДНК�дуплекс, содер�
жащий тетрагидрофурановый аналог АР�сайта
(F�лиганд, табл. 1). Взаимодействие фермента с

аналогом продукта приводит к двухфазному
уменьшению интенсивности флуоресценции
остатков Trp в течение времени t ≤ 100 с (рис. 2, а).
Падение сигнала на начальном участке кинети�
ческих кривых, в течение 30–50 мс, по�видимо�
му, соответствует образованию первичных нес�
пецифических контактов с ДНК. Затем проис�
ходит небольшое снижение интенсивности флу�
оресценции во временном интервале t ≤ 10 с.
Конформационные изменения фермента при
взаимодействии SMUG1 R243A с F�лигандом
были описаны с помощью кинетической схе�
мы 2, содержащей две обратимые стадии. Полу�
ченные константы скорости приведены в
табл. 2.

Природа процессов, происходящих на этих
стадиях взаимодействия, была выяснена с по�
мощью анализа изменений флуоресценции ос�
татка aPu, расположенного с 3′�стороны от
F�сайта (F�aPu�лиганд, табл. 1). Этот флуоро�
фор чувствителен к изменениям диэлектричес�
кой проницаемости среды, и интенсивность его
флуоресценции уменьшается при формирова�
нии гидрофобного микроокружения [35]. Сме�
шивание фермента с F�aPu�лигандом также вы�
зывает падение интенсивности флуоресценции
остатка aPu на временах < 200 мс (рис. 2, б), что
свидетельствует об образовании вокруг aPu гид�
рофобного окружения, например, за счет взаи�
модействия ДНК с а.о. интеркалирующей пет�
ли. Полученные кинетические кривые описыва�
ли схемой 3, константы скорости приведены в
табл. 2.

При этом кинетические кривые, полученные
при регистрации сигнала FRET в процессе взаи�
модействия SMUG1 R243A с FRET�F�лиган�
дом, характеризуются уменьшением сигнала в
начальной области до t ≅ 100–200 мс (рис. 2, в).
Падение сигнала FRET свидетельствует об
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Схема 2. Кинетический механизм, характеризующий образование комплекса SMUG1 R243A с продуктом реакции F, за�
регистрированный по изменению интенсивности флуоресценции Trp и FRET�сигнала

Схема 3. Кинетический механизм, описывающий образо�
вание комплекса SMUG1 R243A с продуктом N�гликози�
лазной реакции, зарегистрированный по изменению ин�
тенсивности флуоресценции aPu
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уменьшении расстояния между флуорофорами,
которое может происходить при изгибании мо�
лекулы ДНК при связывании с ферментом. Ана�
лиз кинетических кривых показал, что этот про�
цесс можно описать двухстадийным равновес�
ным механизмом (схема 2), константы скорости
приведены в табл. 2.

Таким образом, процесс взаимодействия
SMUG1 R243A с аналогом продукта реакции F
включает как минимум две обратимые стадии.
Анализ формы кинетических кривых (рис. 2) и
значений констант скорости (табл. 2) показывает,
что образование первичного комплекса со�
провождается конформационными изменения�
ми фермента (стадия 1, Trp, t ≤ 30–50 мс), затем
происходит изменение микроокружения в облас�
ти остатка aPu (стадия 1, aPu, t < 100 мс). Такое
последовательное изменение конформации фер�
мента и ДНК субстрата свидетельствует о том,
что этот процесс, вероятнее всего, связан с пере�
мещением интеркалирующей петли и ее взаимо�
действием с ДНК�дуплексом в области повреж�
денного нуклеотида и, возможно, сопровождает�
ся выворачиванием F�сайта в активный центр
фермента. Образование контактов между ДНК�
связывающим центром и ДНК�дуплексом также
индуцирует изгибание молекулы субстрата на
временах t < 100–200 мс (стадия 1, FRET). После�
дующие более медленные процессы (стадия 2,
FRET и Trp), зарегистрированные по изменению
интенсивности флуоресценции Trp и FRET�сиг�
нала, по�видимому, свидетельствует о дополни�
тельных перестройках конформации фермента и
аналога продукта, содержащего остаток F.

Из полученных значений следует, что каж�
дый из флуорофоров регистрирует разные этапы
конформационных перестроек, протекающих
во взаимодействующих молекулах. Наиболее
медленной стадией является стадия 2, наблюда�
емая по флуоресценции Trp, которая, скорее
всего, относится к адаптации структуры
hSMUG1 к структуре F�содержащего ДНК�ли�
ганда, моделирующего продукт N�гликозилаз�
ной реакции.

Взаимодействие SMUG1 R243A с ДНК, со�
держащей уридин. Полный ферментативный
цикл был изучен с использованием модельных
ДНК�субстратов, содержащих уридин (табл. 1).
В ходе ферментативной реакции происходит
связывание фермента с субстратом, формирова�
ние каталитически компетентного комплекса,
гидролиз N�гликозидной связи и диссоциация
фермента с продуктом.

Кинетические кривые, характеризующие из�
менение интенсивности флуоресценции Trp
(рис. 3, а), содержат фазу падения интенсивнос�
ти флуоресценции при t ≈ 0,3 с и фазу роста с
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Рис. 3. Взаимодействие R243A SMUG1 с ДНК�дуплекса�
ми, содержащими уридин. Изменения интенсивности
флуоресценции остатков Trp белка (а), интенсивности
флуоресценции остатков aPu, расположенных с 3′�сторо�
ны от уридина (б) и FRET�сигнала (в). Концентрации фер�
мента и ДНК указаны на рисунке

в
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выходом на плато к t ≈ 5 с. Сравнение этих кине�
тических кривых с кривыми, полученными для
процесса связывания с продуктом (рис. 2, а),
показывает, что начальный участок при образо�
вании каталитического комплекса с U�субстра�
том имеет похожие изменения в интенсивности
флуоресценции Trp. Поэтому фазу роста интен�
сивности флуоресценции Trp на временах
∼(0,5–10) с, отсутствующую в случае F�лиганда,
можно отнести к процессу гидролиза N�глико�
зидной связи и диссоциации комплекса фер�
мента с продуктом реакции. Ранее для фермента
SMUG1 WT было показано [26], что диссоциа�
ция комплекса фермент–продукт является ско�
рость�лимитирующей стадией ферментативного
процесса. Поэтому в наблюдаемом временном
диапазоне (0,5–10 с) скорее всего не происходит
процесс диссоциации комплекса фермента с
продуктом реакции. Действительно, анализ ки�
нетических кривых показал, что они описыва�
ются кинетической схемой 4, включающей две
обратимые стадий связывания, за которыми
следует необратимая каталитическая стадия,
приводящая к образованию комплекса фермен�
та с продуктом (табл. 3).

Кинетика конформационных изменений в
ДНК, полученная при регистрации интенсив�
ности флуоресценции aPu в U�aPu�субстрате
(рис. 3, б), на начальном участке до 100 мс ана�
логична кинетике взаимодействия SMUG1 с
аналогом продукта (рис 2, б). Такая согласован�
ность конформационных изменений свидетель�
ствует о том, что процесс гидролиза N�глико�
зидной связи не требует серьезного изменения
геометрии субстрата. При этом в случае U�aPu�
субстрата происходит незначительное увеличе�
ние интенсивности флуоресценции на более
поздних временах ≤ 10 с, которое может характе�
ризовать медленный процесс диссоциации
комплекса фермента с продуктом реакции. По�
лученные кинетические кривые описывали схе�
мой 5, что позволило оценить значение конс�
танты скорости распада комплекса фермента с
продуктом реакции koff (табл. 3).

При регистрации FRET�сигнала в процессе
взаимодействия SMUG1 R243A с FRET�U�
субстратом (рис. 3, в) были получены кинети�
ческие кривые, содержащие снижение флуорес�
ценции FAM на временах >10 с. При этом паде�
ние сигнала FRET можно разделить на две фа�
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Схема 4. Кинетический механизм, характеризующий взаимодействие SMUG1 R243A с U�субстратом

Таблица 3. Константы скорости и равновесия, соответствующие взаимодействию SMUG1 R243A с ДНК, содержащей ури�
дин

SMUG1 R243A

* Данные из работы Kuznetsova et al. [26].

Константа

k1 × 10−6, M−1⋅с−1

k−1, с
−1

K1 × 10−6, M−1

k2, с
−1

k−2, с
−1

K2

k3, с
−1

k−3, с
−1

K3

koff, с
−1

K1 × K2 × 10−6, M−1

K1 × K2 × K3 × 10−6, M−1

Trp

22 ± 5

2,2 ± 0,6

10 

9 ± 3

0,8 ± 0,1

11,1

2,0 ± 0,3

−
−
−

111

−

aPu

8 ± 3

0,19 ± 0,07

41,6

−
−
−
−
−
−

(8 ± 3) × 10−3

−
−

Trp

115 ± 20

760 ± 90

0,15

30 ± 8

11,5 ± 0,8

2,6

1,7 ± 0,2

−
−
−

0,39

−

FRET

140 ± 20

410 ± 20

0,34

3,6 ± 0,8

9,7 ± 0,2

0,37

0,6 ± 0,1

0,11 ± 0,02

5,4

−
−

0,68

SMUG1 WT*

FRET

1,2 ± 0,2

8 ± 1

0,16

1,7 ± 0,3

0,64 ± 0,06

2,66

−
−
−
−

0,43

−

aPu

130 ± 60

240 ± 30

0,54

15 ± 8

25 ± 6

0,6

−
−
−
−

0,32

−
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зы: быстрое снижение до t ≈ 100 мс, как и в слу�
чае FRET�F�лиганда, и последующую медлен�
ную фазу до t ≈ 3 с. Можно предположить, что
кривые FRET не отражают каталитический про�
цесс, так как кривые изменения интенсивности
флуоресценции aPu показывают, что гидролиз
N�гликозидной связи не требует дополнитель�
ных конформационных изменений ДНК. Полу�
ченные кинетические кривые описывали схе�
мой 6, содержащей две равновесные стадии свя�
зывания ДНК (табл. 3).

Следует отметить, что начальные участки
кинетических кривых схожи в случае F�лиган�
дов и U�субстратов независимо от использован�
ного флуорофора (рис. 2 и 3). Этот факт указы�
вает на то, что процесс образования фермент�

субстратного комплекса включает идентичные
стадии и не зависит от природы поврежденного
нуклеотида.

Взаимодействие SMUG1 H239A с ДНК, со�
держащей уридин. Как было показано ранее [23],
активность мутантной формы SMUG1 H239A по
отношению к U�содержащей ДНК значительно
ниже, чем активность фермента дикого типа или
мутантной формы R243A. Тем не менее процесс
образования фермент�субстратного комплекса
был зарегистрирован по изменению сигнала
FRET в ходе взаимодействия SMUG1 H239A с
FRET�U�субстратом в течение 100 с (рис. 4).
Поскольку анализ активности методом электро�
фореза в PAGE свидетельствует о накоплении
лишь незначительного количества продукта за
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Схема 5. Кинетический механизм, характеризующий взаимодействие SMUG1 R243A с U�aPu�субстратом

Схема 6. Кинетический механизм, характеризующий взаимодействие SMUG1 R243A с FRET�U�субстратом

Рис. 4. Взаимодействие SMUG1 H239A с FRET�U�суб�
стратом. Концентрации фермента и ДНК указаны на ри�
сунке

Схема 7. Кинетический механизм, характеризующий взаимодействие SMUG1 H239A с FRET�U�субстратом

Константа

k1 × 10−6, M−1⋅с−1

k−1, с
−1

K1 × 10−6, M−1

k2, с
−1

k−2, с
−1

K2

k3, с
−1

k−3, с
−1

K3

K1 × K2 × K3 × 10−6, M−1

Таблица 4. Константы скорости и равновесия, соответству�
ющие взаимодействию SMUG1 H239A с ДНК, содержа�
щей уридин

FRET

1,2 ± 0,5

12 ± 5

0,1

2 ± 1

0,8 ± 0,7

2,5

0,04 ± 0,01

0,023 ± 0,007

1,74

0,43
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этот период, то можно сделать вывод о том, что
процессы, наблюдаемые методом «остановлен�
ного потока», соответствуют связыванию ДНК.
Как видно из рис. 4, кинетические кривые ха�
рактеризуются трехфазным уменьшением
FRET�сигнала, которое было описано схемой 7,
содержащей три обратимые стадии (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Из анализа модельных структур фермента
SMUG1 WT и его комплекса с ДНК [23, 26] сле�
дует, что аминокислотные остатки His239 и
Arg243 должны изменять свои конформации для
встраивания в ДНК и образования контактов с
вывернутым поврежденным основанием (рис. 1).
Однако при этом мутация H239A не должна
приводить к значительным нарушениям сети
контактов белок�ДНК, как и замена R243A,
несмотря на потерю возможности образования
нескольких водородных связей с ДНК. При
этом мутантная форма SMUG1 R243A сохраня�
ла каталитическую активность, а мутант H239A
почти полностью терял активность [23].

В настоящей работе функции аминокислот�
ных остатков His239 и Arg243 были проанализи�
рованы путем регистрации конформационных
изменений в ферменте и модельных ДНК�
субстратов в процессе их взаимодействия. Для
выявления конформационных изменений
SMUG1 R243A и H239A во время связывания
ДНК использовали модельные ДНК�дуплексы,
содержащие уридин или F�сайт.

В случае SMUG1 R243A взаимодействие ка�
талитически активной формы фермента с ДНК�
субстратом, содержащим уридин, или с ДНК�

продуктом, содержащим F�сайт, было зарегист�
рировано по изменению интенсивности флуо�
ресценции Trp белка, остатка 2�аминопурина
или FRET�пары FAM/BHQ1 (рис. 2 и 3). В то же
время сравнительный анализ конформацион�
ной динамики мутантной формы SMUG1
H239A с пониженной каталитической актив�
ностью показал, что во время взаимодействия с
ДНК�продуктом не происходит изменения ка�
кого�либо флуоресцентного сигнала (Trp, aPu
или FRET). При этом образование фермент�
субстратного комплекса с ДНК, содержащей
уридин, удалось зарегистрировать только при
детектировании сигнала FRET (рис. 4).

В совокупности, экспериментальные дан�
ные, характеризующие конформационные пе�
реходы мутантных форм SMUG1 R243A, H239A
и ДНК в ходе каталитического цикла, и данные,
полученные для фермента дикого типа [26],
позволили предложить схему поэтапного изме�
нения конформаций белка и ДНК в ходе специ�
фического связывания ДНК и катализа (табл. 5).
Общий кинетический механизм включает две
обратимые стадии, характеризующие образова�
ние каталитически�компетентного комплекса,
которые были зарегистрированы с использова�
нием всех трех типов флуорофоров, что свиде�
тельствует о взаимных конформационных из�
менениях как в ферменте, так и в ДНК�субстра�
те. При этом первичное связывание, по�види�
мому, включает перемещение интеркалирую�
щей петли фермента, локальное плавление
ДНК вблизи поврежденного нуклеотида и вы�
ворачивание повреждения из ДНК�дуплекса.
Кроме того, движение интеркалирующей пет�
ли, вероятно, связано с встраиванием в ДНК�
дуплекс аминокислотного остатка – «сенсора
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Таблица 5. Общий механизм ферментативного процесса, катализируемого SMUG1, сформулированный на основании
данных, полученных в настоящей работе путем регистрации флуоресценции Trp, aPu и FRET, а также с помощью метода
PAGE в работе Kuznetsova et al. [26]

Стадии взаимодействия SMUG1 WT с поврежденной ДНК (схема 1)
Тип

регистрации

Trp

aPu

FRET

PAGE

стадия 1

конформационные изменения в
области интеркалирующей петли

локальное плавление дуплекса 
и выворачивание уридина

образование первичного
комплекса

нд

стадия 2

заполнение полости
аминокислотными остатками

заполнение полости
аминокислотными остатками

изгибание ДНК

нд

стадия 3

каталитическая
реакция

нд

нд

каталитическая
реакция

стадия 4

нд*

нд

перестройка комплекса

диссоциация комплекса
фермент–продукт

* нд – Стадия в кинетической схеме не может быть зарегистрирована с помощью данного типа регистрации.
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Human uracil�DNA glycosylase SMUG1 removes uracil residues and some other noncanonical or damaged bases
from DNA. Despite the functional importance of this enzyme, its X�ray structure is still unavailable. Previously, we
performed homology modeling of human SMUG1 structure and suggested the roles of some amino acid residues in
the recognition of damaged nucleotides and their removal from DNA. In this study, we investigated the kinetics of
conformational transitions in the protein and in various DNA substrates during enzymatic catalysis using the stopped�
flow method based on changes in the fluorescence intensity of enzyme’s tryptophan residues and 2�aminopurine in
DNA or fluorescence resonance energy transfer (FRET) between fluorophores in DNA. The kinetic mechanism of
interactions between reaction intermediates was identified, and kinetic parameters of the intermediate formation and
dissociation were calculated. The obtained data help in elucidating the functions of His239 and Arg243 residues in the
recognition and removal of damaged nucleotides by SMUG1.
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Важной особенностью синуклеинопатий, в том числе болезни Паркинсона, является ухудшение энергети!
ческого метаболизма пораженных клеток. Целью данной работы было изучение взаимосвязи накопления
различных форм α!синуклеина с интенсивностью гликолиза. Нами были получены стабильные клеточные
линии нейробластомы SH!SY5Y, продуцирующие α!синуклеин дикого типа и мутантный белок A53T, при!
сутствующий у больных с наследственными формами болезни Паркинсона. Было показано, что суперпро!
дукция двух типов α!синуклеина приводит к накоплению тиофлавин S!позитивных агрегатов. При этом ко!
личество агрегатов существенно выше при суперпродукции мутантной формы α!синуклеина A53T по срав!
нению с белком дикого типа. Изменения энергетического обмена, проявляющиеся в уменьшении накопле!
ния лактата и потреблении глюкозы, были обнаружены при суперпродукции двух форм α!синуклеина в ста!
бильных клеточных линиях. Кроме того, снижение интенсивности гликолиза коррелировало со снижением
активности глицеральдегид!3!фосфатдегидрогеназы (ГАФД). Проведенные с выделенными белками экспе!
рименты показали, что инактивация гликолитического фермента ГАФД происходит после его связывания с
мономерными и олигомерными формами α!синуклеина. Таким образом, было показано, что одной из при!
чин ухудшения энергетического обмена при синуклеинопатиях может быть уменьшение активности ГАФД,
индуцированное ее взаимодействием с α!синуклеином.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: α!синуклеин, глицеральдегид!3!фосфатдегидрогеназа, гликолиз, болезнь Паркин!
сона.

DOI: 10.31857/S0320972520050097

СУПЕРПРОДУКЦИЯ αα�СИНУКЛЕИНА В КЛЕТКАХ
НЕЙРОБЛАСТОМЫ ПРИВОДИТ К НАКОПЛЕНИЮ

ТИОФЛАВИН S�ПОЗИТИВНЫХ АГРЕГАТОВ
И УМЕНЬШЕНИЮ ИНТЕНСИВНОСТИ ГЛИКОЛИЗА
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона – это нейродегенера!
тивное заболевание, характеризующееся образо!
ванием в нервных клетках белковых агрегатов,
телец Леви, преимущественно состоящих из бел!
ка α!синуклеина, а также изменениями энерге!
тического метаболизма. В то время как многое
известно об ухудшении энергетического обмена
в митохондриях и сопутствующем окислитель!
ном стрессе [1, 2], исследований на тему вовле!

чения метаболизма глюкозы в нейродегенера!
тивные нарушения совсем немного. С одной
стороны, повышенный уровень лактата был за!
фиксирован в мозговых тканях у больных с бо!
лезнью Паркинсона in vivo с помощью магнит!
ной резонансной спектроскопии [3], а продол!
жительные инкубации с лактатом приводили к
олигомеризации α!синуклеина в клеточной мо!
дели [4]. С другой стороны, было обнаружено,
что индуцированные паракватом – веществом,
вызывающим спорадические формы болезни
Паркинсона – изменения метаболизма включа!
ют снижение продукции лактата и накопление
глицеральдегид!3!фосфата (Г!3!Ф), являющего!
ся субстратом глицеральдегид!3!фосфатдегид!
рогеназы (ГАФД) [5]. Кроме того, индукция про!
дукции α!синуклеина дикого типа и мутанта
A53T с помощью аденовирусного вектора увели!
чивала токсичность параквата и усиливала нару!

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГАФД – глицеральдегид!3!
фосфатдегидрогеназа; чГАФД – рекомбинантная ГАФД че!
ловека; Г!3!Ф – глицеральдегид!3!фосфат; PBS – фосфат!
но!солевой буфер, pH 7,4; α!synWT – α!синуклеин дикого
типа, α!synA53T – α!синуклеин мутантной формы A53T,
КД – круговой дихроизм, ThT – тиофлавин Т; ThS – тио!
флавин S.

* Адресат для корреспонденции.
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шения метаболизма глюкозы [5]. Эти наблюде!
ния свидетельствуют о возможной роли дис!
функции ГАФД в развитии данной патологии.
Важно отметить, что исходно в нейронах наибо!
лее активен пентозофосфатный путь метаболиз!
ма глюкозы, участвующий в наработке восстано!
вительных агентов, в том числе защищающих
клетку от окислительного стресса [6, 7]. Именно
нарушения в пентозофосфатном пути считаются
одними из первых патологических проявлений
при развитии болезни Паркинсона [8].

В данной работе мы изучили зависимость из!
менений метаболизма глюкозы от содержания
различных форм α!синуклеина в клетке. Извест!
но, что повышенная склонность к болезни Пар!
кинсона у людей обнаруживается как в случае
наличия мутаций A53T, E46K, A30P, связанных с
аутосомно!доминантным наследованием болез!
ни [9–11], так и в случае дупликации и трипли!
кации участка хромосомы, содержащего ген
α!синуклеина дикого типа, приводящих к повы!
шенной продукции белка [12, 13]. В связи с этим
мы разработали клеточные модели болезни Пар!
кинсона на основе клеток нейробластомы SH!
SY5Y с повышенной продукцией α!синуклеина
дикого типа (α!synWT) или мутантной формы
A53T (α!synA53T), полученными методом тран!
зиентной трансфекции, либо методом получе!
ния клонов со стабильной экспрессией белка.

Мы также сосредоточились на роли глико!
литического фермента ГАФД в изменении ин!
тенсивности гликолиза при болезни Паркинсо!
на. Уменьшение гликолитической активности
ГАФД уже было показано для других нейродеге!
неративных заболеваний – болезни Альцгейме!
ра и болезни Хантингтона [14, 15]. Иммуноци!
тохимические данные о колокализации α!си!
нуклеина и ГАФД в тельцах Леви [16], а также
формирование структур, напоминающих тельца
Леви при одновременной продукции этих двух
белков [17], указывают на их возможное взаимо!
действие. Ранее нами были получены сведения
о взаимодействии ГАФД с α!синуклеином, вы!
зывающим инактивацию фермента, в системе in
vitro [18].

Таким образом, в данной работе нами было
изучено изменение эффективности гликолиза
при продукции в клетках разных форм α!синук!
леина, а также возможная роль взаимодействий
между ГАФД и α!синуклеином в регуляции
энергетического обмена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток. Клетки нейробластомы че!
ловека SH!SY5Y были любезно предоставлены

Университетом Катании, Италия. Клетки куль!
тивировали в среде DMEM/F!12 («Панэко»,
Россия) с добавлением 10% эмбриональной
бычьей сыворотки («HyClone», США) и 100×
раствора GlutaMAX («Gibco», США), 50 ед/мл
пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина («Па!
нэко», Россия). Клеточные культуры выращива!
ли в увлажненной атмосфере при 5%!ном со!
держании CO2 при 37 °C и пересевали при дос!
тижении конфлюэнтности 80–90%. В экспери!
ментах с транзиентной трансфекцией использо!
вали клеточную культуру до 25!го пассажа, по!
лученные моноклональные культуры с продук!
цией α!синуклеина использовали до 25!го пас!
сажа с учетом процедур отбора.

Транзиентная и стабильная продукция αα!си�
нуклеина. Ген дикого типа α!синуклеина
(α*synWT) был получен, как описано ранее [19],
и клонирован в вектор pVax1 («Thermo Fisher»,
США). Мутантный ген α!синуклеина А53Т
(α*synA53T) был получен с помощью сайт!нап!
равленного мутагенеза, используя Phusion site!
directed mutagenesis kit («Thermo Scientific»,
США). Клетки нейробластомы SH!SY5Y были
трансфицированы полученными конструкция!
ми pVax!α!synWT и pVax!α!synA53T с помощью
реагента Lipofectamine 2000 («Invitrogen», США),
согласно протоколу производителя. Для получе!
ния моноклонов со стабильной продукцией
α!synWT и α!synA53T были переклонированы в
вектор pcDNA3.1Hygro(+) («Invitrogen», США).
Клетки были трансфицированы TransIT!LT1
(«Mirus», США), через 2 дня после трансфекции
к культуральной среде добавили 200 мкг/мл гиг!
ромицина В («Invitrogen», США) и инкубирова!
ли еще 10 дней. Устойчивые клетки были ис!
пользованы для получения моноклонов и про!
тестированы на наличие вставки гена α!синук!
леина методом ПЦР на матрице геномной ДНК,
выделенной с помощью TRI REAGENT
(«Molecular Research Center», США).

Иммуноцитохимическое окрашивание. Клет!
ки нейробластомы SH!SY5Y переносили на 24!
луночные планшеты по 15 × 104 клеток в лунку
на покровные стекла диаметром 12 мм
(«Menzel», Германия). Клетки окрашивали через
3–6 дней после трансфекции или, в случае ста!
бильной продукции α!синуклеина, на следую!
щий день после рассадки. Клетки промывали
холодным раствором фосфатно!солевого буфе!
ра (10 мМ Na2HPO4, 1,76 мМ KH2PO4, 2,7 мМ
KCl, 137 мМ NaCl), рН 7,4 (PBS), фиксировали
в течение 20 мин 4%!ным раствором парафор!
мальдегида в PBS и пермеабилизовали в течение
10 мин 0,25%!ным раствором Triton Х!100. Для
блокировки неспецифического связывания
препарат инкубировали в течение 30 мин в
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1%!ном растворе БСА в PBS (блокирующий
раствор). Затем клетки инкубировали с первич!
ными антителами, специфичными к α!синукле!
ину, разведенными в блокирующем растворе (1 : 50,
клон syn205, «Cell Signaling Technology», США),
в течение 1 ч, тщательно отмывали в PBS и ин!
кубировали со вторичными анти!мышиными
антителами козы, конъюгированными с FITC
(1 : 1000 в блокирующем растворе, «Abcam»,
США), в течение 1 ч. После отмывки в PBS от
вторичных антител ядра клеток в течение 10 мин
окрашивали 1 мкг/мл DAPI («Sigma», США).
Для окрашивания тиофлавином S (ThS)
(«Sigma», США) клетки после пермеабилизации
инкубировали в течение 20 мин с 0,05%!ным
раствором ThS в этаноле, дважды промывали
70%!ным этанолом и один раз PBS перед контр!
окрашиванием. Покровные стекла заключали
на предметных стеклах («Menzel», Германия) с
помощью заключающей среды Mowiol («Sigma»,
США), анализировали и фотографировали с по!
мощью флуоресцентного микроскопа Axiovert
200 M («Carl Zeiss», Германия) и цифровой каме!
ры с охлаждением CCD camera ORCAII!ERG2
(«Hamamatsu Photonics», Япония).

Измерение гликолитических параметров в
клеточных лизатах. Клетки нейробластомы SH!
SY5Y переносили в 6!луночные планшеты по
1 × 106 клеток в лунку и лизировали на следую!
щий день (в случае стабильной продукции
α!синуклеина) или через 2–3 дня после транс!
фекции. Клетки открепляли от подложки с по!
мощью 0,25%!ного раствора трипсина!версена
(«Панэко», Россия). Клетки осаждали центри!
фугированием («Eppendorf», США), клеточный
осадок дважды промывали холодным PBS, за!
тем ресуспендировали в PBS с добавлением
коктейля ингибиторов протеаз («Amresco»,
США) и обрабатывали ультразвуком («Branson
Digital Sonicator», США). Клеточные обломки
отделяли центрифугированием, концентрацию
общего белка измеряли по методу Брэдфорда
[20]. Каждую пробу разбавляли буфером PBS
для достижения одинаковой конечной концен!
трации общего белка. Далее каждую пробу раз!
деляли на две части: к первой части добавляли
субстрат гликолиза (10 мМ глюкозы) и смесь
кофакторов гликолитических ферментов
(0,5 мМ ATP, 1 мМ ADP, 0,5 мМ NAD+,
0,8 мМ Mg2+), ко второй части вместо указан!
ной смеси добавляли такой же объем раствори!
теля субстратов (воды). Пробы инкубировали
при 25 °C и измеряли ферментативную актив!
ность ГАФД. Через 2 ч инкубации для останов!
ки гликолиза белки осаждали, как было описа!
но ранее [21], и определяли концентрацию лак!
тата энзиматически, как описано в подразделе

«Определение концентрации лактата». Для рас!
чета скорости продукции лактата концентра!
цию лактата в пробе без добавок вычитали из
концентрации лактата в пробе с добавлением
глюкозы и кофакторов гликолитических фер!
ментов и нормализовали на содержание общего
белка в пробе и время инкубации.

Определение активности ГАФД. Фермента!
тивную активность ГАФД (1.2. 1.12) определяли,
как было описано ранее [22]. Для измерения ак!
тивности в клеточных лизатах в реакционную
смесь добавляли пробу, содержащую 20–40 мкг
общего белка. Для измерения скорости и степе!
ни инактивации ГАФД α!синуклеином к реак!
ционной смеси добавляли аликвоты (5 мкл), со!
держащие 1 мкг рекомбинантной ГАФД челове!
ка (чГАФД). За единицу ферментативной актив!
ности принимали количество мкмоль образо!
вавшегося NADH за 1 мин в расчете на 1 мг бел!
ка.

Измерения глюкозы и лактата. Для измерения
поглощения глюкозы и образования лактата
клетки нейробластомы SH!SY5Y переносили в
24!луночные планшеты по 15×104 клеток в лун!
ку. На следующий день культуральную среду за!
меняли на свежую, и после 4 ч инкубации отби!
рали 200 мкл среды. В отобранных аликвотах и
некондиционированной среде измеряли концен!
трацию лактата и глюкозы энзиматическим ме!
тодом, как описано ниже. Клетки в каждой лун!
ке лизировали в 50 мкл PBS с 1%!ным раство!
ром Triton Х!100, и концентрацию общего белка
определяли с бицинхониновой кислотой, ис!
пользуя BCA Protein Assay Kit («Thermo
Scientific», США), согласно протоколу произво!
дителя.

Определение концентрации лактата. Концен!
трацию лактата определяли энзиматически с
помощью реакции с лактатдегидрогеназой
(1.1.1.27), измеряя накопление NADH спектро!
фотометрически при длине волны 340 нм
(«Shimadzu», Япония), как описано ранее [21].

Определение концентрации глюкозы. Концен!
трацию глюкозы определяли энзиматически,
используя набор Glucose Assay Kit («Sigma»,
США), согласно инструкции производителя.

Иммуноблоттинг. Для подтверждения про!
дукции α!синуклеина в моноклонах со вставкой
рекомбинантного гена клетки лизировали в бу!
фере RIPA (25 мМ Tris!HCl, pH 7,6, 150 мМ
NaCl, 1%!ный NP!40, 1%!ный дезоксихолат
натрия, 0,1%!ный Ds!Na, 1 мМ PMSF)
(«Sigma», США) с добавлением коктейля инги!
биторов протеаз. Концентрацию общего белка в
растворимой части лизатов определяли спект!
рофотометрически при длине волны 280 нм и
разбавляли до одинакового значения перед на!
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несением на гель. Для детекции олигомеров
α!синуклеина в лунку наносили 3 мкг общего
белка. Ds!Na!ПААГ электрофорез в восстанав!
ливающих условиях проводили в 16%!ном раз!
деляющем геле (в случае клеточных лизатов)
или 4–20%!ном градиентном разделяющем геле
(в случае олигомеров) с последующим перено!
сом на нитроцеллюлозную мембрану («BioRad»,
США) в течение 2 ч при постоянной силе тока
150 мА. Перед окрашиванием антителами мем!
брану фиксировали в 0,4%!ном растворе пара!
формальдегида в PBS [23]. Мембрану блокиро!
вали в 5%!ном растворе молока в Tris!солевом
буфере (20 мМ Tris!HCl, pH 7,6, 150 мМ NaCl,
0,05%!ный (v/v) раствор Tween 20) и согласно
стандартной методике окрашивали мышиными
моноклональными антителами к α!синуклеину
(1 : 1000, клон syn205, «Cell Signaling
Technology», США или 1 : 2000, клон LB509,
«Аbcam», США) в течение ночи при 4 °C, затем
инкубировали со вторичными антителами, конъ!
югированными с пероксидазой хрена (1 : 2000,
«Jackson ImmunoResearch», США) в течение 1 ч
при 25 °C и проявляли с помощью усиленной хе!
милюминесценции («Advansta WesternBright
ECL», США) на ChemiDoc XRS+ («BioRad»,
США).

Выделение и анализ рекомбинантных белков.
чГАФД. Рекомбинантная ГАФД человека была
выделена согласно ранее опубликованному про!
токолу [22]. чГАФД хранили в виде сульфат!ам!
монийной суспензии при 4 °C и обессоливали
непосредственно перед экспериментом на гель!
фильтрационной колонке с G!50 сефарозой
(«GE Healthcare», США). Концентрацию белка
определяли по методу Брэдфорда [20].

α!синуклеин. Рекомбинантный α!синуклеин
человека дикого типа и мутантная форма A53T
были выделены по ранее описанному протоколу
[24]. Концентрацию белка определяли спектро!
фотометрически, используя удельный коэффи!
циент поглощения А1%

280 nm 4,12.
Получение олигомеров и фибрилл α!синуклеи*

на. Сульфат!аммонийную суспензию α!синук!
леина осаждали с помощью центрифугирования
(«Eppendorf», США) и диализовали против бу!
фера PBS, pH 7,4 (для получения олигомеров),
или PBS, pH 4,0 (для получения фибрилл). По!
сле диализа раствор белка центрифугировали
(«Eppendorf», США) в течение 10 мин при
12 000 g для избавления от потенциальных агре!
гатов. Для получения олигомеров 8–12 мг/мл
раствор α!синуклеина в PBS pH 7,4 инкубиро!
вали при 37 °C в течение 20–24 ч без перемеши!
вания, далее центрифугировали в течение
10 мин при 12 000 g, после чего супернатант
фильтровали через центрифужные фильтры

YM!100 с пределом пропускания 100 кДа
(«Millipore», США) для обогащения олигомер!
ной фракции. Концентрацию олигомеров опре!
деляли либо спектрофотометрически, используя
удельный коэффициент поглощения А1%

280 nm 4,12,
либо методом с использованием бицинхонино!
вой кислоты (BCA Protein Assay Kit, «Thermo
Scientific», США), согласно протоколу произво!
дителя. Для получения фибрилл раствор α!си!
нуклеина (1 мг/мл) в PBS pH 4,0 инкубировали
при 37 °C при перемешивании 600 rpm
(«Biosan», Латвия) в течение 72 ч. Образование
фибрилл контролировали с помощью измене!
ния флуоресценции тиофлавина Т (ThT) («BMG
LABTECH GmbH», Германия). Для определе!
ния концентрации белка равный объем 6 М гид!
рохлорида гуанидина добавляли к пробе фиб!
рилл, инкубировали в течение 24 ч при 25 °C, за!
тем измеряли концентрацию белка спектрофо!
тометрически при длине волны 280 нм.

Анализ флуоресценции ThT. Для записи спект!
ра эмиссии флуоресценции ThT пробы, содер!
жащие 7 мкМ белка (в расчете на мономер) и
150 мкМ ThT, инкубировали в течение 10 мин
при 25 °C. Спектр прописывали в диапазоне
450–600 нм при длине волны возбуждающего
света 435 нм на спектрофлуориметре
FluoroMax!3 («Horiba Jobin Yvon», Франция).
Для контроля образования фибрилл отбирали
аликвоты 5 мкл от пробы (70 мкМ (1 мг/мл)
α!синуклеина в PBS pH 4,0), добавляли к 95 мкл
25 мкМ раствора ThT и измеряли флуоресцен!
цию на планшетном ридере CLARIOstar («BMG
LABTECH GmbH», Германия), как описано ра!
нее [24].

Спектроскопия кругового дихроизма (КД). Об!
разцы с концентрацией белка 70 мкМ в PBS,
pH 7,4 исследовали с помощью спектроскопии
КД, регистрируя спектры в диапазоне
200–240 нм при 20 °C в кюветах с длиной опти!
ческого пути 0,1 мм на спектрометре Applied
Photophysics Chirascan («Applied Photophysics»,
Великобритания). Каждый представленный
спектр получали усреднением 5 записей.

Нативный электрофорез в щелочной среде.
Пробы белка в буфере для образцов (состав 4×
буфера: 0,2 М Tris!HCl, рН 6,8; 20%!ный (v/v)
глицерин; 0,02%!ный бромфеноловый синий),
содержащие 10 мкг белка, наносили на 3%!ный
концентрирующий гель (pH 6,8) и разделяли в
3–15%!ном градиентном разделяющем геле
(pH 8,8) без Ds!Na. Электрофорез проводили
при максимальном напряжении 120 В в течение
3–4 ч в охлажденном до 4 °C буфере (0,025 М
Tris!HCl, 0,192 М глицин, рН 8,3).

Статистическая обработка результатов. Дан!
ные представлены либо в виде диаграммы раз!
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маха, усы которой показывают возможные вы!
бросы согласно расчету: Х1 = Q1 – k(Q3 – Q1),
Х2 = Q3 + k(Q3 + Q1), где Х1 и Х2 – нижняя и
верхняя границы усов соответственно; Q1 и Q3 –
первый и третий квартили; k = 1,5. Для статис!
тического анализа был использован програм!
мный пакет OriginPro b9.2.196 (2015) («OriginLab
Corporation», США). Для определения наличия
статически значимого отличия между выборка!
ми с использованием всех полученных данных
был использован однофакторный дисперсион!
ный анализ с апостериорными множественны!
ми сравнениями по критерию Фишера (крите!
рию наименьших значимых различий) (https://
www.originlab.com/doc/Origin!Help/ANOVA!
CRD) и тестом Левена (https://www.originlab.
com/doc/Origin!Help/OneWayANOVA!Algorithm#
Homogeneity_of_Variance) на гомогенность дис!
персий с уровнем значимости 0,05. Нормаль!
ность распределения определяли с помощью
критерия Колмогорова–Смирнова (https://www.
originlab.com/doc/Origin!Help/NormalityTest!
Algorithm). В случае невозможности использо!
вания дисперсионного анализа был применен
непараметрический U!критерий Манна–Уитни
(https://www.originlab.com/doc/Origin!Help/
MW!Test!Algorithm) c уровнем статистической
значимости p = 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для оценки возможного влияния разных
форм α!синуклеина на интенсивность гликоли!
за нами были получены клетки нейробластомы
SH!SY5Y, транзиентно трансфицированные
вектором pVax, содержащим ген α!синуклеина
дикого типа (α*synWT) или мутантной формы
А53Т (α*synA53T), склонной к агрегации. На
рис. 1 представлены данные по иммуноцитохи!
мическому окрашиванию транзиентно транс!
фицированных клеток антителами к α!синукле!
ину (рис. 1, а и в) и флуоресцентным красителем
ThS (рис. 1, б и г), связывающимся с амилоид!
ными агрегатами, имеющими вторичную струк!
туру бета!листа. При окрашивании антителами
к α!синуклеину мы наблюдали диффузное ци!
топлазматическое окрашивание у 20–25% кле!
ток, продуцирующих α!синуклеин в результате
успешной трансфекции. ThS!позитивные агре!
гаты при этом наблюдали только в клетках,
трансфицированных α*synA53T, склонным к аг!
регации. Точечные скопления имели перинук!
леарную и цитоплазматическую локализацию
(рис. 1, г).

Для оценки влияния продукции и агрегации
α!синуклеина на энергетические процессы

клетки мы определяли активность гликолити!
ческого фермента ГАФД (рис. 1, д) и скорость
накопления лактата (рис. 1, е) в лизатах клеток
SH!SY5Y. В качестве отрицательного контроля
использовали клетки, трансфицированные пус!
тым вектором. При измерении активности
ГАФД мы предварительно подтвердили, что в
отсутствие избытка субстрата ГАФД (Г!3!Ф) ак!
тивность не регистрируется. Мы также убеди!
лись, что добавление глюкозы и смеси кофакто!
ров гликолитических ферментов, которые до!
бавляли для запуска гликолиза и регистрации
накопления лактата, не влияло на активность
ГАФД. Как можно видеть из рис. 1, д, актив!
ность ГАФД в лизатах статистически значимо
снижена только в случае транзиентной экс!
прессии α*synA53T, но не α*synWT. При этом
скорость накопления лактата при добавлении к
лизатам избытка глюкозы и смеси кофакторов
гликолитических ферментов статистически
достоверно не отличалась для разных типов
клеток.

Отсутствие значительных изменений интен!
сивности гликолиза в опытах с использованием
транзиентной трансфекции могло быть связано
с тем, что только в 20–25% клеток происходила
продукция α!синуклеина, и нетрансфициро!
ванные клетки вносили основной вклад в ко!
нечный результат. Для того чтобы исключить
влияние нетрансфицированных клеток на изме!
ряемые параметры, нами были получены ста!
бильные клеточные линии, экспрессирующие
α*synWT или α*synA53T, на основе транзиентно
трансфицированных клеток с помощью метода
отбора клонов.

Результаты оценки продукции α!синуклеина
в различных стабильных клонах клеточной ли!
нии SH!SY5Y с помощью иммуноблоттинга
представлены на рис. 2, а. Как следует из приве!
денных на рис. 2, а результатов, нами было по!
лучено несколько клонов с высокой продукцией
α!synWT или α!synA53T. Однако, стоит отме!
тить, что продукция α!synWT была в среднем
выше, чем α!synA53T. Возможно, это связано с
высокой токсичностью a!synA53T при супер!
продукции для клетки, что было показано ранее
[25]. Для дальнейшей работы мы выбрали клон 1,
продуцирующий α!synWT, и клон 4, продуциру!
ющий α!synA53T (рис. 2, а), как наиболее близ!
кие друг к другу по уровню продукции белка.

При использовании стабильных клеточных
линий после окраски антителами, специфичны!
ми к α!синуклеину, положительное окрашива!
ние было обнаружено во всех клетках. При этом
происходило скопление α!синуклеина в точеч!
ные агрегаты как в случае продукции α!synWT,
так и α!synA53T (рис. 2, б и г). Наличие внут!
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риклеточных амилоидных агрегатов в обоих
случаях было подтверждено окрашиванием ThS
(рис. 2, в и д). Несмотря на повышенную про!
дукцию α!синуклеина во всех клетках стабиль!
ной линии, амилоидные агрегаты наблюдали
только в отдельных клетках. При этом содержа!
ние агрегатов было приблизительно вдвое выше
в клетках, содержащих мутантную форму белка,
согласно ручному подсчету количества агрега!
тов на количество клеток при микроскопичес!
ком исследовании. Для дальнейшего исследова!
ния содержания различных форм α!синуклеина
в лизатах мы проанализировали лизаты, исполь!
зованные для измерения активности ГАФД, и
скорости накопления лактата методом имму!
ноблоттинга после электрофореза в денатуриру!
ющих условиях и обнаружили только соответ!

ствующие мономерному α!синуклеину полосы.
Полос, соответствующих высокомолекулярным
олигомерным формам, обнаружено не было, в
том числе в нерастворимых фракциях (данные
не приведены), однако их образование было по!
казано аналогичным методом в других работах
[26, 27].

При измерении активности ГАФД (рис. 2, е)
и скорости накопления лактата (рис. 2, ж) в ка!
честве контрольных использовали лизаты не
подвергавшихся модификации клеток. Актив!
ность ГАФД была снижена на 20% как в клетках,
продуцирующих α!synWT, так и в клетках, про!
дуцирующих α!synA53T. Скорость генерации
лактата в трансгенных клетках была также за!
метно снижено (на 50–60%) относительно конт!
роля.
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Рис. 1. Образование амилоидных агрегатов и оценка гликолитических параметров в клетках нейробластомы SH!SY5Y при
транзиентной экспрессии α*synWT или α*synA53T. а–г – Иммуноцитохимическое окрашивание клеток SH!SY5Y, транс!
фицированных плазмидами pVax! α!synWT (+synWT) (а, б) или pVax! α!synA53T (+synA53T) (в, г), через 72 ч после транс!
фекции. а и в – Клетки окрашивали мышиными моноклональными антителами к α!синуклеину (α!syn) в разведении
1 : 50 (клон syn204), затем вторичными анти!мышиными антителами козы, конъюгированными с FITC (зеленый цвет), в
разведении 1 : 500. б и г – После фиксации и пермеабилизации клетки окрашивали 0,05%!ным раствором ThS в этиловом
спирте. Белые стрелки указывают на ThS!позитивные агрегаты. Полученные препараты исследовали с помощью флуорес!
центного микроскопа при 20× увеличении. Отрезок шкалы равен 20 мкм. Во всех препаратах ядра были окрашены DAPI
(синий цвет). д и е – Для определения активности ГАФД (д) и скорости накопления лактата (е) клетки лизировали через
48 ч после трансфекции pVax! α!synWT (+synWT) или pVax! α!synA53T (+synA53T), в качестве контроля были использо!
ваны клетки, трансфицированные пустым вектором pVax1 (контроль). Данные представлены в виде диаграммы размаха c
указанием точками конкретных экспериментальных значений, для определения активности ГАФД n = 7 (д) и для опреде!
ления продукции лактата n = 5 (е). * p < 0,05 (однофакторный дисперсионный анализ с апостериорными множественны!
ми сравнениями с помощью критерия наименьших значимых различий). (С цветным вариантом рис. 1, 2, 4 и 5 можно оз!
накомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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Для дополнительного подтверждения изме!
нения метаболизма в клетках нейробластомы
SH!SY5Y, стабильно продуцирующей α!synWT
или α!synA53T, мы провели измерение скорос!
ти поглощения глюкозы и продукции лактата
непосредственно в культуральной среде и об!
наружили снижение обоих параметров в клет!
ках с повышенной продукцией α!синуклеина
(рис. 3).

Полученные данные подтверждают измене!
ния в энергетическом метаболизме клеток, ста!

бильно экспрессирующих α!синуклеин, – гли!
колиз, а следовательно, и снабжение клетки
энергией в данных случаях нарушено. Более то!
го, снижение уровня поглощения глюкозы от!
носительно контроля более выражено, чем про!
дукции лактата. Затрудненная утилизация глю!
козы может помимо нарушения гликолиза сви!
детельствовать о нарушениях в захвате глюкозы
клетками или дисфункции пентозофосфатного
пути, особо важного для жизнедеятельности
нервных клеток [6, 7].
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Рис. 2. Образование амилоидных агрегатов и оценка гликолитических параметров в клетках нейробластомы SH!SY5Y при
стабильной экспрессии α*synWT или α*synA53T. а – Оценка уровня продукции α!synWT и α!synA53T в отобранных мо!
ноклонах SH!SY5Y методом иммуноблоттинга. 1–4 – Номера моноклонов. б–д – Иммуноцитохимическое окрашивание
клеток SH!SY5Y, стабильно продуцирующих α!synWT (+synWT) (б, в) или α!synA53T (+synA53T) (г, д). б, г – Клетки ок!
рашивали мышиными моноклональными антителами к α!синуклеину (α!syn) в разведении 1 : 50 (клон syn204), затем вто!
ричными анти!мышиными антителами козы, конъюгированными с FITC (зеленый цвет), в разведении 1 : 500. В белом
прямоугольнике в левом верхнем углу приведено цифровое увеличение фрагмента изображения. в, д – После фиксации и
пермеабилизации клетки окрашивали 0,05%!ным раствором ThS в этиловом спирте. Белые стрелки указывают на ThS!
позитивные агрегаты. Полученные препараты исследовали с помощью флуоресцентного микроскопа при 20× увеличе!
нии. Отрезок шкалы равен 20 мкм. Во всех препаратах ядра были окрашены DAPI (синий цвет). е, ж – Для анализа ак!
тивности ГАФД (е) и скорости накопления лактата (ж) клетки SH!SY5Y, стабильно продуцирующие α!synWT (+synWT)
или α!synA53T (+synA53T), лизировали через 48 ч после пересаживания, в качестве контроля были использованы немо!
дифицированные клетки (контроль). Данные представлены в виде диаграммы размаха c указанием точками конкретных
экспериментальных значений, для определения активности ГАФД n = 5 (д) и для определения продукции лактата n = 4.
Статистически значимое отличие от контроля с *p < 0,05 (однофакторный дисперсионный анализ с апостериорными
множественными сравнениями с помощью критерия наименьших значимых различий)



НАРУШЕНИЕ ГЛИКОЛИЗА В КЛЕТОЧНОЙ МОДЕЛИ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА

Полученные результаты показывают, что су!
ществует корреляция между уменьшением ин!
тенсивности гликолиза и присутствием в иссле!
дованных клетках различных форм α!синукле!
ина, прежде всего, мономеров α!синуклеина и
агрегатов, выявляемых при цитохимическом
окрашивании (рис. 2, в, д). Мы предположили,
что основной причиной уменьшения активнос!
ти ГАФД, а следовательно, и эффективности
гликолиза в целом, может быть ее инактивация
из!за взаимодействия с разными формами
α!синуклеина. Ранее нами была показана инак!
тивация человеческой ГАФД в системе in vitro в
присутствии мономерного α!синуклеина дико!
го типа; необходимым условием было частич!
ное окисление сульфигидрильной группы в ак!
тивном центре чГАФД [18]. В клеточных лиза!
тах всех использованных клеточных линий
ГАФД находится в частично окисленной форме,
так как ее активность увеличивается на 30–40%
после инкубации с ДТТ. Вероятно, взаимодей!
ствие α!синуклеина именно с такими формами
ГАФД приводит к дополнительному снижению
активности фермента и к изменению интенсив!
ности гликолиза. Чтобы дополнительно иссле!
довать влияние различных форм α!синуклеина
на активность ГАФД, нами были получены ре!
комбинантные α!synWT и α!synA53T, а также
их олигомеры и фибриллы. Полученные олиго!
меры α!синуклеина были охарактеризованы с
помощью изменения флуоресценции ThT,

спектроскопии КД, иммуноблоттинга с антите!
лами, специфичными к α!синуклеину, и натив!
ного электрофореза (рис. 4, а–г). Формирова!
ние фибрилл подтверждали изменением флуо!
ресценции ThT (данные не приведены). Затем
мы протестировали взаимодействие чГАФД с
различными формами α!synWT и α!synA53T
(рис. 4, д).

Полученные нами олигомеры α!синуклеина
имели в своем составе бета!структуру, что было
подтверждено повышением интенсивности
флуоресценции ThT в их присутствии по срав!
нению с мономерными формами белка (рис. 4, а,
кривые 1 и 2 по сравнению с кривыми 3 и 4), а
также снижением молярной эллиптичности
кривой олигомера (3) относительно кривой мо!
номера α!synА53Т (1) при длинах волн
218–220 нм и 230 нм (рис. 4, б). При этом исход!
ная смесь мономера и олигомера до разделения
на центрифужном фильтре с пределом пропус!
кания 100 кДа (рис. 4, б кривая 2) имеет спектр,
идентичный спектру мономера белка, что ука!
зывает на маленький процент образовавшегося
олигомера в исходной смеси. Схожую картину
можно наблюдать (рис. 4, в) при окрашивании
антителами, специфичными к α!синуклеину,
нитроцеллюлозной мембраны после проведе!
ния электрофоретического разделения в восста!
навливающих условиях в присутствии Ds!Na.
На дорожке, соответствующей смеси мономера
и олигомера (рис. 4, в, дорожка 2), можно видеть
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Рис. 3. Оценка интенсивности гликолиза в клетках нейробластомы SH!SY5Y, стабильно продуцирующих α!synWT
(+synWT) или α!synA53T (+synA53T), по поглощению глюкозы (а) и продукции лактата (б) в культуральной среде. На сле!
дующий день после пересаживания клеток культуральную среду заменяли на свежую и измеряли изменение концентра!
ции глюкозы и лактата в среде за 4 ч энзиматическим методом. Данные представлены в виде диаграммы размаха c указа!
нием точками конкретных экспериментальных значений, n = 4. Статистически значимое отличие от контроля с *p < 0,05
(U!критерий Манна–Уитни)

а                                                           б
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дополнительную полосу, соответствующую по
молекулярной массе (∼36 кДа) димеру α!синук!
леина. Однако полоса, соответствующая высо!
комолекулярным олигомерам (∼190–220 кДа),
появляется только на дорожке, соответствую!
щей олигомерам, отделенным от низкомолеку!
лярных форм с помощью фильтрования (рис. 4, в,
дорожка 3). Также, согласно данным иммуно!
блоттинга, можно сделать вывод о том, что по!
лученные олигомеры, по крайней мере частич!
но, устойчивы к воздействию Ds!Na. С по!

мощью нативного фореза мономеров и олиго!
меров α!синуклеина (рис. 4, г, дорожки 1 и 2 со!
ответственно) мы подтвердили, что препарат
мономера содержит преимущественно моно!
мерную форму белка, а препарат олигомера –
преимущественно олигомерную форму. Оце!
нить молекулярную массу олигомера данным
методом представляется затруднительным, пос!
кольку мономер α!синуклеина имеет кажущую!
ся массу 60 кДа на нативном электрофорезе
вместо теоретических 14,4 кДа [28].
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Рис. 4. Получение и анализ различных форм рекомбинантных α!synWT и α!synA53T (M – мономеры; М + О – неразде!
ленная смесь мономеров и олигомеров; О – олигомеры; Ф – фибриллы). а – Интенсивность флуоресценции ThT в при!
сутствии мономеров α!synWT и α!synA53T (1 и 2) и олигомеров α!synWT и α!synA53T (3 и 4). 7 мкМ белка (в расчете на
мономер) и 150 мкМ ThT инкубировали в течение 10 мин при 25 °C перед записью спектра возбуждения ThT. б – Спект!
роскопия КД различных форм α!synA53T (1 – мономеры, 2 – неразделенная смесь мономеров и олигомеров, 3 – олиго!
меры) с концентрацией белка 70 мкМ в расчете на мономер в фосфатно!солевом буфере, рН 7,4. в – Анализ методом им!
муноблоттинга антителами, специфичными к α!синуклеину (клон LB509), мономера (1), неразделенной смеси мономе!
ра и олигомера (2) и полученного с помощью 100 кДа фильтра олигомера (3) α!synA53T. г – Нативный электрофорез в ще!
лочных условиях мономерных (1) и олигомерных (2) форм α!synWT или α!synA53T. На дорожку наносили 10 мкг белка.
д – Степень инактивации 140 мкM чГАФД в контрольном образце (1) или в присутствии молярного избытка 1 : 40 = тет!
рамер чГАФД : мономер α!синуклеина мономеров (2, 3), олигомеров (4, 5) или фибрилл (6, 7) α!synWT (2,4,6) или
α!synA53T (3, 5 и 7). Данные представлены как экспериментальные значения (n = 3) с указанием стандартного
отклонения от среднего
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При исследовании снижения активности
чГАФД в присутствии разных форм α!синуклеи!
на (рис. 4, д) нами было обнаружено, что наибо!
лее сильно активность чГАФД снижалась при
инкубации с олигомерными формами (сниже!
ние на 12%), чуть менее выраженно на актив!
ность влияли мономеры α!синуклеина (сниже!
ние на 5%), а фибриллярные формы на актив!
ность чГАФД практически не влияли; самоинак!
тивации чГАФД в тестируемом временном ин!
тервале также практически не происходило.

Поскольку мы видим выраженное падение
активности ГАФД в случаях, когда при помощи
иммуноцитохимии мы наблюдаем образование
амилоидных агрегатов, но при этом мы не наб!
людаем влияния больших фибриллярных агре!
гатов на активность чГАФД in vitro, можно пред!
положить, что основное влияние на изменение
активности ГАФД в клетках оказывают моно!
мерные и олигомерные формы белка. Более то!
го, мы наблюдали снижение активности ГАФД
при работе с растворимой фракцией клеточных
лизатов, не содержащей больших агрегатов.
Несмотря на то, что мы не смогли обнаружить
олигомерные формы α!синуклеина методом
иммуноблоттинга, их образование при повы!
шенной экспрессии этого белка было показано
в других работах [27]. Вероятно, не только мо!
номеры α!синуклеина, но и его олигомерные
формы, даже присутствующие в относительно
небольшом количестве, оказывают выраженное
инактивирующее воздействие на ГАФД и, та!
ким образом, вносят вклад в подавление глико!
лиза.

Как упоминалось ранее, нарушения в пенто!
зофосфатном пути могут быть одними из пер!
вых патологических изменений метаболизма

при развитии болезни Паркинсона [8], что в на!
шей работе косвенно подтверждается снижени!
ем потребления глюкозы при стабильно повы!
шенной экспрессии α!синуклеина (рис. 3, а).
Таким образом, можно предположить, что сни!
жение восстановительного потенциала клетки
вследствие нарушения регуляции пентозофос!
фатного пути может приводить к частичному
окислению ферментов, в том числе ГАФД, что, в
свою очередь, является одним из механизмов
нарушения снабжения клетки энергией путем
гликолиза, ведет к накоплению субстрата
ГАФД – глицеральдегид!3!фосфата – и сниже!
нию продукции лактата, что было показано и на
нашей клеточной модели (рис. 2, ж и 3, б).

Полученные результаты позволяют нам сде!
лать выводы о том, что стабильная суперпро!
дукция α!синуклеина в клетках нейробластомы
SH!SY5Y приводит к накоплению амилоидных
агрегатов, причем продукция α!synA53T приво!
дит к накоплению большего количества агрега!
тов, чем α!synWT. Повышенная продукция
α!синуклеина также вызывает изменения мета!
болизма, в частности, снижение скорости гене!
рации лактата и потребления глюкозы. Обнару!
женные нарушения гликолиза также коррели!
руют со снижением ферментативной активнос!
ти ГАФД. Эксперименты, проведенные на изо!
лированных белках в системе in vitro, позволяют
предположить, что инактивация ГАФД проис!
ходит вследствие взаимодействия с мономер!
ными и олигомерными формами α!синуклеина
(рис. 5).

Финансирование. Исследование выполнено
при финансовой поддержке Российского фонда
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Рис. 5. Принципиальная схема полученных результатов. Инактивация ГАФД, происходящая вследствие взаимодействия
с мономерными и олигомерными формами α!синуклеина, коррелирует со снижением интенсивности гликолиза, в част!
ности, со снижением скорости генерации L!лактата
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HUMAN NEUROBLASTOMA CELLS LEADS TO ACCUMULATION

OF THIOFLAVIN S�POSITIVE AGGREGATES
AND IMPAIRMENT OF GLYCOLYSIS

A. K. Melnikova1*, D. V. Pozdyshev2, K. V. Barinova2,
S. S. Kudryavtseva1, and V. I. Muronetz1,2

1 Lomonosov Moscow State University, Faculty of Bioengineering and Bioinformatics,
119234, Moscow, Russia; E*mail: alksmelnikova@gmail.com

2 Lomonosov Moscow State University, Belozersky Institute of Physico*Chemical Biology, 119234, Moscow, Russia

Received February 17, 2020
Revised March 13, 2020

Accepted March 25, 2020

Deterioration of energy metabolism in affected cells is an important feature of synucleinopathies, including
Parkinson’s disease. Here, we studied the association between α!synuclein accumulation and glycolysis using SH!
SY5Y neuroblastoma cell lines stably expressing wild!type α!synuclein or its A53T mutant linked to the autosomal
dominant form of the disease. Overexpression of both proteins led to the accumulation of thioflavin S!positive aggre!
gates, more pronounced for α!synuclein A53T. It also caused changes in the cell energy metabolism manifested as a
decrease in the lactate accumulation and glucose uptake. Impairments in glycolysis were also accompanied by a
decrease in the activity of the glycolytic enzyme glyceraldehyde!3!phosphate dehydrogenase (GAPDH). In vitro
experiments with purified proteins indicated that GAPDH inactivation might be caused by its binding to the
monomeric and oligomeric forms of α!synuclein. Therefore, a decrease in the GAPDH activity induced by its inter!
action with α!synuclein, might be one of the causes of glucose metabolism deterioration in synucleinopathies.
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Пол индивидов, определяемый по человеческим останкам – это наиболее востребованная информация при
антропологических, археологических и судебно�медицинских исследованиях. При плохой сохранности
скелетов взрослых, а также на детских останках определение пола по морфологическим критериям имеет
ряд существенных ограничений, поэтому для успешной реализации этой задачи проводятся регулярные по�
пытки привлечения альтернативных методов анализа. В качестве одного из таких методов может быть ис�
пользован хромато�масс�спектрометрический анализ пептидов зубной эмали. В ходе оптимизации экспе�
римента было показано, что кислотное травление участка зубной эмали в течение 10 мин с последующим
обессоливанием продуктов травления на SDB�RPS StageTips микроколонках и анализа 1/3 части обессолен�
ного образца методом хромато�масс�спектрометрии позволяет надежно определять пол ископаемых остан�
ков в широком диапазоне их археологического и биологического возраста, не подвергая существенному
разрушению анализируемый образец. Увеличение длительности травления зубной эмали позволяет в 2–3
раза увеличить общее количество идентифицируемых в образце пептидов и, что самое важное, количество
выявляемых специфических фрагментов Y изоформы амелогенина в образцах мужских зубов, что позволя�
ет надежно определять пол ископаемых останков. Предложенный метод анализа был апробирован на 8 об�
разцах постоянных зубов и 15 образцах зубов молочной генерации различного археологического возраста и
разной степени сохранности. Были выявлены две специфичные для Y изоформы амелогенина пептидные
последовательности, одна из которых (SM(+15.99)IRPPYS) обнаружена во всех без исключения образцах
мужского пола, а вторая (IRPPYSS(+79.97)), содержащая фосфорилированный остаток Ser66, встречается
только в эмали молочных зубов. Можно предположить, что фосфорилирование этого остатка Ser имеет
функциональное значение при формировании эмали именно в зубах молочной генерации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: зубная эмаль, идентификация пола, амелогенины, пептиды, хромато�масс�спектро�
метрия.
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ВВЕДЕНИЕ

Данные по идентификации пола по остан�
кам человека наиболее востребованы в антропо�
логических, археологических и судебно�меди�
цинских исследованиях. В судебной медици�
не – это один из ключевых признаков для иден�
тификации личности. В археологии и палеоан�
тропологии анализ пола важен для реконструк�

ции социальной и биологической структуры
группы, образа жизни с выявлением гендерных
особенностей, моделирования демографичес�
ких и ростовых процессов в прошлом с учетом
полового диморфизма.

Определение пола человеческих останков
возможно по морфологическим критериям, ког�
да используются измерительные и описатель�
ные признаки. В результате разработан обще�
принятый стандарт, который в большинстве
случаев (до 95%) дает успешное определение по�
ла по костным останкам взрослых индивиду�
умов [1–3]. Однако определение пола у ископа�
емых останков неполовозрелых индивидуумов,

* Приложение к статье на английском языке опубликовано
на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте изда�
тельства Springer (https://link.springer.com/journal/10541),
том 85, вып. 5, 2020.

** Адресат для корреспонденции.
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равно как и анализ фрагментарных останков
взрослых методами морфологии, имеет ряд су�
щественных ограничений, что на порядок сни�
жает востребованность этого источника в науч�
ных исследованиях. Для успешной идентифика�
ции пола на ископаемых останках такого рода
проводятся регулярные попытки привлечения
дополнительных морфологических или молеку�
лярных методов, например, анализ ДНК [4–8].
В большинстве случаев дополнительные морфо�
логические критерии работают с разной долей
успешной идентификации. Так, например, ис�
следование полового диморфизма тазовой кости
неполовозрелых индивидуумов по метрическим
признакам, проведенное на паспортизованных
коллекциях, показало, что и логистическая рег�
рессия, и анализ дискриминантной функции да�
ют низкие прогностические оценки, самые вы�
сокие из которых (0,68) недостаточны для пос�
ледовательного прогнозирования пола. Анализ
описательных морфологических признаков та�
зовой кости также показал, что они не могут
быть использованы для надежного определения
пола [9]. Исследования метрических признаков
зубов дают более ясную картину идентификации
пола. По размерам постоянных клыков досто�
верность определения пола в некоторых группах
достигает 76,5–100% точности, однако в других
группах этот признак работает не так успешно
[10, 11]. Молекулярные методы и, в частности,
анализ ДНК ископаемых индивидуумов иденти�
фицирует пол с высокой долей достоверности.
Этот метод, как правило, используют в судебно�
медицинской экспертизе и при анализе уни�
кальных ископаемых останков. Однако для ана�
лиза многочисленных палеоантропологических
серий этот метод не применяется. Обратим вни�
мание, что успешное выделение ДНК возможно
только из образцов с хорошей сохранностью ор�
ганики, что редко встречается на фрагментар�
ных останках, и тем самым значительно ограни�
чивает использование этого метода.

В качестве альтернативного метода с высо�
кой долей успешной идентификации пола на
многочисленной выборке может быть использо�
ван пептидомный анализ эмали зубов ископае�
мых останков. Эмаль зубов представляет собой
нанокомпозитную биокерамику, защищающую
зубы от внешних физических и химических по�
вреждений. Являясь наиболее твердой, плотной
и кальцифицированной тканью млекопитаю�
щих, она позволяет сохранять содержащиеся в
ней вещества под действием времени и окружа�
ющей среды в течение многих десятков тысяч
лет. Созревание зубной эмали происходит при
участии ряда белков, секретируемых специали�
зированными клетками – амелобластами. Ос�

новными из них являются гетерогенные по
структуре амелогенины (AMELX и AMELY),
амелобластин (AMBN), энамелин (ENAM),
матриксная металлопротеиназа 20 (MMP20) и
каллекреин 4 (KLK4). Амелогенины являются
мажорными структурными белками органичес�
кой матрицы зубной эмали, составляющими
>90% ее белковой материи. У человека гены
амелогенинов локализованы как на X� (ген
AMELX), так и на Y�хромосоме (AMELY), при�
чем структуры белков, кодируемые этими гена�
ми диморфны, т.е. имеют отличия в аминокис�
лотных последовательностях, которые позволя�
ют отличить эти белки друг от друга. Оба гена
экспрессируют свои продукты, т.е. в состав зуб�
ной эмали женщин входит продукт экспрессии
гена AMELX, а у мужчин – продукты экспрессии
генов AMELX и AMELY, при этом уровень
экспрессии гена AMELY составляет ∼10% от
уровня экспрессии AMELX [12]. При созревании
зубной эмали, одновременно с завершением ее
минерализации, происходит массовая протео�
литическая деградация белков ее органической
матрицы, в результате которой в состав зубной
эмали вышеперечисленные белки входят уже в
виде пептидных фрагментов. Целью настоящей
работы являлась оптимизация условий выделе�
ния и идентификации пептидов из зубной эма�
ли человека с использованием хромато�масс�
спектрометрии с учетом археологической древ�
ности, тафономической сохранности эмали зуба
и принадлежности зубов разным биологичес�
ким генерациям (молочной и постоянной).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы зубов. Образцы для исследования
были получены из нескольких антропологичес�
ких коллекций, большая часть которых хранит�
ся в фондах НИИ и Музея антропологии МГУ.
Они различаются археологической древностью
и тафономической сохранностью (табл. 1).

1) Один образец (16) из могильника камен�
ного века Минино I – самый древний в исследо�
ванной выборке, относят по результатам радио�
углеродного анализа к эпохе мезолита, 9435 ± 55
лет назад (Вологодская область, Россия) [13].
Это верхний клык постоянной генерации хоро�
шей сохранности без видимых повреждений.

2) Два образца (17 и 18) от разных половозре�
лых индивидуумов из пещеры Кайлю, предпо�
ложительно, относят к эпохе неолита, VI–V тыс.
до н. э. (Восточный Прикаспий, Туркменистан)
[14]. Это 2 постоянных зуба верхней и нижней
челюстей плохой сохранности (один – предко�
ренной и один – резец). Эмаль коронки зубов
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сильно эродирована из�за тафономических ус�
ловий захоронения. В одном случае дегенера�
тивные процессы затронули не только коронку
зуба (эмаль), но и дентин. Таким образом, со�
хранность этих образцов в одном случае сред�
няя, в другом – плохая.

3) 18 образцов (1–14 и 19–22) принадлежат
останкам из раннесредневекового могильника
Мамисондон, VII–IX вв. н. э. (Республика Се�
верная Осетия – Алания) [15]. Присутствуют
как зубы молочной генерации (14 зубов), так и
постоянной (4 зуба) от разных индивидуумов. В
целом эмаль зубов хорошей сохранности, ко�
ронки полностью сформированы и без видимых
повреждений. В двух случаях (3 и 8) анализиро�
вали зубы детей в возрасте до года, у которых ко�
ронки молочной генерации зубов сформирова�
лись, а корень зуба находился в начальной ста�
дии развития. Они использовались в экспери�
менте для сравнительной оценки присутствия
амелогенинов в эмали еще не сформированного
зуба молочной генерации. В целом толщина
эмали на молочной генерации зубов была мень�
ше, что подтверждается другими исследования�
ми [16–18]. В этом случае все образцы молочной
генерации оценивались как условно хорошей
сохранности, а зубы постоянной генерации –
как хорошей сохранности.

4) Один образец (23) датируется 1812–1813 гг.,
и относится к половозрелому индивидууму из
госпитального кладбища солдат армии Наполе�
она г. Кенигсберга (ныне г. Калининград) [19].
Это верхний резец постоянной генерации хоро�
шей сохранности без видимых повреждений.
Эмаль коронки отличалась исключительно хо�
рошей сохранностью.

5) Один образец молочного зуба (15) принад�
лежит современному ребенку. Зуб без видимых
повреждений, нижний первый коренной зуб.
Как и другие зубы молочной генерации, был от�
несен к условно хорошей сохранности.

Всего в работе были использованы образцы
от 23 индивидуумов, причем 15 молочных зубов
отличались условно хорошей сохранностью,
6 постоянных зубов – хорошей сохранностью,
1 постоянный зуб – средней сохранностью,
1 постоянный зуб – плохой сохранностью.

Методы анализа пола. Пол всех половозре�
лых индивидуумов, вошедших в анализ, был оп�
ределен методами антропологии [1–3]. Для ана�
лиза пола детских скелетов (серия Мамисондон)
использовали археологический критерий погре�
бального обряда, когда останки женского пола
хоронили на боку, а мужского – на спине [15]. В
нескольких случаях в серии Мамисондон пол
детей (11 индивидов) было невозможно устано�
вить по археологическому критерию в связи с

посмертным нарушением положения скелета в
погребении (образцы 1–11, табл. 1). Кроме того,
в этой серии отмечен случай несогласованности
идентификации пола одного взрослого индиви�
да по археологическому (женский пол) и антро�
пологическому (мужской пол) критериям (обра�
зец 20, табл. 1) В этих случаях пол определяли
только методом пептидомного анализа зубной
эмали. Определение пола одного взрослого ин�
дивида в серии Мамисондон (образец 22,
табл. 1), помимо примененных методов, подтве�
рждено методами генетики.

Травление зубной эмали. Травление зубной
эмали и экстракцию из нее пептидов проводили
по модифицированной методике, описанной
ранее [20]. Поскольку в предварительных экспе�
риментах, в которых поверхность зубов до ос�
новной процедуры травления механически очи�
щали от возможных загрязнений тонким абра�
зивом и протравливали 1,5 М HCl в течение
1 мин, не было обнаружено принципиальных
отличий в списках идентифицированных пеп�
тидов от тех же образцов, у которых другую
часть зубной эмали просто последовательно
промывали этиловым спиртом и деионизован�
ной водой, в дальнейшем от этой предваритель�
ной обработки зуба было решено отказаться.
Для травления зубной эмали использовали
1,5 М HCl. В качестве реакторов для травления
использовали крышки микропробирок 0,5 мл. В
реактор вносили 80 мкл 1,5 М HCl, зуб фикси�
ровали при помощи пинцета, зажимая его в лап�
ках штатива, и помещали над реактором так,
чтобы эмаль была погружена в раствор кислоты.
Использовали 3 схемы травления:

1) 3 последовательные инкубации одной и
той же части зубной эмали в 1,5 М HCl в течение
4�х мин каждая;

2) инкубация участка зубной эмали в 1,5 М
HCl в течение 4�х мин;

3) инкубация участка зубной эмали в 1,5 М
HCl 10�ти мин.

Растворы, полученные в результате травле�
ния эмали, замораживали в жидком азоте, высу�
шивали на центрифужном вакуумном испарите�
ле SpeedVac («Savant», Франция) и хранили до
использования при –85 °С.

Обессоливание пептидов на SDB>RPS
StageTips микроколонках. Микроколонки для
обессоливания пептидов изготавливали из на�
конечника для автоматических пипеток
(200 мкл) и двух кусочков мембраны Empore
SDB�RPS («3M», США), вырезанных иглой 14
калибра. Высушенный продукт протравливания
зубной эмали растворяли в 100 мкл 1% TFA
(трифторуксусная кислота) («Merck», Германия)
и наносили на микроколонку, используя цент�
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Таблица 1. Список проанализированных образцов зубов

Успешность идентификации пола по данным** 

Условные обозначения: * I – резцы, С – клыки, P – премоляры, M – моляры; строчные буквы – молочные зубы, пропис�
ные – постоянная генерация.
** «x» – Идентификация невозможна, «–» – идентификация не совпадает с финальным определением, «+» – идентифи�
кация совпадает с финальным определением.
*** Пол данного индивида подтвержден методами генетики.

Номер
образца

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Происхождение
образца

Мамисондон,
ОЧМ, п. 15

Мамисондон,
Х�1, п. 21

Мамисондон,
Х�1, п. 23

Мамисондон,
ОЧМ, п. 40

Мамисондон,
ОЧМ, п. 41

Мамисондон,
Х�1, п. 43А

Мамисондон,
Х�1, п. 51Б

Мамисондон,
Х�1, п. 51В

Мамисондон,
ОЧМ, п. 52

Мамисондон,
Х�1, п. 65В, ск1

Мамисондон,
Х�1, п. 65В, ск2

Мамисондон,
Х�1, п. 48Б

Мамисондон,
ОЧМ, п.94Б

Мамисондон,
Х�1, п. 43Б

Москва

Минино I,
п.19, инд 3

Кайлю, п. 1

Кайлю, п. 2

Мамисондон,
ОЧМ, п. 61

Мамисондон,
Х�1, п. 53

Мамисондон,
ОЧМ, п. 13

Мамисондон,
Х�1, п.34***

Кенигсберг, 
L�32

Класс
зуба*

i

i

i

m

i

i

i

i

i

m

m

m

c

m

m

C

P

I

P

C

M

C

P

Возраст,
лет

0,5−1

0,75−1

0,25−0,75

5−7

0,75−1,2

1,2−2,6

1,5−2,5

0,75−1

2−3

1−2

1,5−2

9−10

1−1,5

5−6

8−9

20−29

20−35

30−49

12−14

35−49

35−45

20−29

18−20

Археологии

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

+

+

+

контроль

x

x

x

+

−

+

+

x

ПолДатировка

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

XXI в.

мезолит

неолит

неолит

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

XIX в.

Антропологии

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

контроль

+

x

x

x

+

+

+

+

Пептидомики

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Сохран�
ность
зуба

условно
хорошая 

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

хорошая

средняя

плохая

хорошая

хорошая

хорошая

хорошая

хорошая

***



ЗИГАНШИН и др.

рифугу 5418 R («Eppendorf», Германия) при 200 g
в течение ∼6 мин, промывали 100 мкл 0,2% TFA
и элюировали 50 мкл раствора, содержащего
50% ацетонитрила в 0,05% TFA. Элюат высуши�
вали на центрифужном вакуумном испарителе
досуха и хранили до хромато�масс�спектромет�
рического анализа при –85 °С. Перед хромато�
масс�спектрометрическим анализом пептиды
растворяли либо в 30 мкл (для продуктов травле�
ния эмали в течение 4�х мин), либо в 15 мкл (для
продуктов травления эмали в течение 10�ти
мин) водного раствора, содержащего 2% ацето�
нитрила и 0,1% TFA.

Хромато>масс>спектометрический анализ пеп>
тидов. Разделение пептидов проводили на хрома�
тографической системе Ultimate 3000 Nano LC
System («Thermo Fisher Scientific», США), сопря�
женной с масс�спектрометром Q Exactive Plus
(«Thermo Fisher Scientific», США), посредством
наноэлектроспрейного источника («Thermo
Fisher Scientific», США). На предколонку
(100 мкм × 2 см, Reprosil�Pur C18�AQ 1,9 μm
(«Dr. Maisch GmbH», Германия)) наносили
5 мкл обессоленного раствора пептидов и элюи�
ровали их на колонку (100 мкм × 50 см, Reprosil�
Pur C18�AQ 1,9 μm («Dr. Maisch GmbH», Герма�
ния)) линейным градиентом раствора Б (0,1%
муравьиной кислоты (FA), 19,9% вода, 80% аце�
тонитрила) в А (0,1% FA) при скорости потока
440 нл/мин. Градиент: 3→35% Б за 55 мин;
35→55% Б за 5 мин; 55→99% Б за 1 мин. Перед
каждой новой загрузкой колонку уравновешива�
ли при 3% раствора Б в А в течение 5 мин. Масс�
спектрометрические данные сохраняли при ав�
томатическом переключении между MS1 скани�
рованием и вплоть до 5 MS/MS�сканирований
(метод topN). Целевое значение для MS1�скани�
рования было выставлено 3 × 106 в диапазоне
350–2000 m/z с максимальным временем инжек�
тирования ионов 50 мс и разрешением 70 000.
Изолирование ионов�прекурсоров осуществляли
при ширине окна 1,4 m/z и фиксированной пер�
вой массе 100.0 m/z. Ионы�прекурсоры фрагмен�
тировали методом высокоэнергетической диссо�
циации c нормализованной энергией столкнове�
ния 29 эВ. MS/MS�сканы сохраняли c разреше�
нием 17 500 и при значении 2 × 105 для целевых
ионов с максимальным временем инжекции ио�
нов 80 мс. Полученные масс�спектрометрические
данные переданы в консорциум ProteomeXchange
через репозиторий PRIDE с идентификатором
массива данных PXD017965 [21].

Анализ хромато>масс>спектрометрических
данных. Анализ MS/MS�данных проводили при
помощи компьютерной программы PEAKS
Studio 8.0 build 20160908 [22]. Первичные струк�
туры пептидов, генерируемые программой

PEAKS Studio, анализировали против базы дан�
ных белковых последовательностей UniProtKB/
Swiss�Prot (03.2019) [6], содержащей 20 417 запи�
сей для таксона Homo sapiens, в которой изофор�
ма 1 гена AMELX (Q99217�1) была заменена на
изоформу 3 этого белка (Q99217�3), имеющую
наибольшую степень гомологии с канонической
изоформой белка, кодируемого геном AMELX
(Q99218�2). Анализ проводили со следующими
настройками: окисление Met, дезамидирование
Asn/Gln и фосфорилирование Ser/Thr/Tyr – ва�
риабельные модификации; специфичность про�
теазы не указывали. Допустимый уровень лож�
ноположительных идентификаций (FDR) пеп�
тидов был установлен на уровне 0,01 и опреде�
лялся путем корреляции массива MS/MS�дан�
ных с реверсной базой данных белковых после�
довательностей, которая генерировалась прог�
раммой PEAKS Studio. Идентификацию пепти�
дов осуществляли при допустимом начальном
отклонении массы иона�прекурсора до 10 м.д.
(миллионных долей) и допустимом отклонении
массы фрагментов 0,05 Да. В финальный список
идентифицированных белков включали только
те из них, для которых было найдено не менее
2�х уникальных пептидов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На сегодняшний день известно, что ген
AMELX в результате альтернативного сплайсин�
га продуцирует три изоформы амелогенина,
сиквенсы которых приведены в базе данных
UniProtKB под идентификаторами Q99217�1,
Q99217�2 и Q99217�3. Канонической аминокис�
лотной последовательностью белка, кодируемо�
го у человека геном AMELX, считается изоформа
Q99217�1. Изоформа Q99217�2 отличается от ка�
нонической структуры отсутствием фрагмента
19–34, а изоформа Q99217�3 – вставкой пептида
ENSHSQAINVDRTAL вместо 34�го аминокис�
лотного остатка (E). Ген AMELY в результате аль�
тернативного сплайсинга продуцирует две изо�
формы белка (идентификаторы UniProtKB
Q99218�1 и Q99218�2). В качестве канонической
структуры Y изоформы амелогенина принята
последовательность Q99218�2, изоформа
Q99218�1 отличается от нее отсутствием фраг�
мента (35–48), имеющего структуру
NSHSQAINVDRIAL. Выравнивание наиболее
близких друг другу аминокислотных последова�
тельностей X (Q99217�3) и Y (Q99218�2) изоформ
амелогенина приведено на рис. 1. Видно, что от�
личия между изоформами обусловлены заменой
∼20 аминокислотных остатков, более�менее рав�
номерно распределенных по сиквенсу белка.
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Предложенный ранее метод хромато�масс�
спектрометрического анализа продуктов кис�
лотного травления зубной эмали [20] позволил
авторам показать принципиальную возмож�
ность установления пола ископаемых останков
по пептидным фрагментам X и Y изоформ аме�
логенина. Для оптимизации условий выделения
пептидов из зубной эмали и проверке однород�
ности распределения пептидов в толще зубной
эмали нами был проведен эксперимент по пос�
ледовательному травлению эмали постоянных
зубов ископаемых останков женщины и мужчи�
ны (образцы 21 и 22 в табл. 1) 1,5 М HCl. От каж�
дого зуба было получено по 3 фракции: 0–4 мин
(Ф1); 4–8 мин (Ф2); 8–12 мин (Ф3). После обес�
соливания полученных фракций на SDB�RPS
StageTips микроколонках и их высушивания на
центрифужном вакуумном испарителе образцы
растворяли в 30 мкл 0,1% TFA, и 5 мкл получен�
ного раствора анализировали методом хромато�
масс�спектрометрии. В результате этого анализа
и последующей корреляции полученных масси�
вов MS/MS спектров против белковых последо�
вательностей человека, содержащихся в базе
данных Uniprot KB/Swiss�Prot, во фракциях
Ф1–Ф3 всего было идентифицировано 80 бел�
ков: в образце зубной эмали мужчины 73 белка
(49 белковых групп), а в зубной эмали женщи�
ны – 63 белка (36 белковых групп) (список
идентифицированных белков приведен в табл.
S1 в Приложении). Распределение идентифици�
рованных белков по фракциям в каждом образ�
це и сравнение значений нормированных на об�
щий ионный ток суммарных площадей под уни�
кальными для основных белков зубной эмали
пептидными фрагментами, идентифицирован�
ными в различных фракциях, представлено на
рис. 2.

Из диаграмм, представленных на рис. 2, вид�
но, что качественный состав белков и их коли�
чественное содержание в толще зубной эмали
может быть не однородным.

В результате хромато�масс�спектрометри�
ческого анализа фракций Ф1–Ф3 образца 22
было идентифицировано в общей сложности
103 уникальных для Y изоформы амелогенина
пептидных фрагмента (табл. S2 в Приложении).
Необходимо отметить, что из 103�х пептидных
структур, приведенных в табл. S2, только 5 пеп�
тидов не содержит в своем составе либо деами�
дированные остатки Gln, либо окисленные ос�
татки Met. Данный факт говорит о необходи�
мости обязательного включения подобных мо�
дификаций в качестве возможных (так называе�
мые вариабельные модификации) при корреля�
ции MS/MS спектров с базой данных белковых
последовательностей.

Для валидации метода выделения и анализа
пептидов зубной эмали нами были проанализи�
рованы 5 образцов постоянных зубов различно�
го археологического возраста и разной степени
сохранности (образцы 16–20 и 23, табл. 1), а так�
же 12 образцов зубов молочной генерации (об�
разцы 1–12, табл. 1). Количественные результа�
ты идентификации пептидных фрагментов ос�
новных белков зубной эмали этих образцов све�
дены в табл. 2. Все образцы молочных зубов от�
носились к одному археологическому периоду
(раннее средневековье, VII–IX вв. н.э.), а био�
логический возраст детей варьировал 0,5–10 лет
(табл. 1). Как видно из табл. 2, количественные
показатели для всех молочных зубов, за исклю�
чением образцов 5 и 9, очень близки и позволя�
ют однозначно установить половую принадлеж�
ность индивидов, которым они принадлежали.
Контрольный образец молочного зуба (15), при�
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Рис. 1. Выравнивание сиквенсов белков, кодируемых генами AMELX и AMELY (идентификаторы в базе данных UniProtKB
Q99217�3 и Q99218�2 соответственно). Отличающиеся в сиквенсах белков аминокислотные остатки выделены на после�
довательности белка Q99218�2 полужирным шрифтом с подчеркиванием. Курсивом с полужирным шрифтом на сиквен�
сах белков выделена аминокислотная последовательность сигнального пептида
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надлежавший современному мальчику 8,5 лет,
также показал близкие результаты. Здесь необ�
ходимо отметить, что если для однозначного ус�
тановления мужского пола достаточно выявить
в пептидоме зубной эмали хотя бы один фраг�
мент, специфичный для Y изоформы амелоге�
нина, то отсутствие таких пептидов в образце не
обязательно свидетельствует о том, что этот об�
разец принадлежал индивиду женского пола.
Так, например, в образцах 5 и 9 не было выявле�
но ни одного фрагмента амелогенина, специ�
фичного для Y изоформы этого белка. Однако
общее количество идентифицированных пеп�
тидных фрагментов основных белков зубной
эмали в этих образцах настолько мало, что фраг�
менты Y изоформы амелогенина, содержание
которой в эмали зуба мужчин составляет ∼10%
от содержания ее X изоформы, могли быть не
выявлены просто в силу их содержания в этих
образцах ниже порога детекции. Что касается
результатов пептидомного анализа постоянных
зубов (образцы 16–23, табл. 2), то первое, что

бросается в глаза – количество идентифициро�
ванных в них пептидов зависит не столько от ар�
хеологического возраста образцов, сколько от
степени их сохранности. Так, например, в об�
разце 16, археологический возраст которого
насчитывает не менее 9,5 тыс. лет, было иденти�
фицировано примерно столько же пептидов,
сколько и в образце 20 (археологический воз�
раст не более 1300 лет), и несколько меньше,
чем в образце 23 (археологический возраст нем�
ногим более 200 лет).

В недавно вышедшей работе американских
исследователей для случаев идентификации ма�
лого числа пептидных фрагментов X изоформы
амелогенина и при отсутствии фрагментов Y
изоформы этого белка был предложен вероят�
ностный метод оценки достоверности определе�
ния женского пола, как функции логарифма
сигнала AMELX_HUMAN (р < 0,0001) с исполь�
зованием логистической регрессии [23]. В на�
шем эксперименте был предложен другой, более
простой вариант. Из табл. 2 можно увидеть, что
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Рис. 2. Результаты пептидомного анализа фракций Ф1–Ф3, полученных от образцов 21 и 22. Распределение белков�пред�
шественников идентифицированных пептидов во фракциях Ф1–Ф3, полученных при последовательном травлении зуб�
ной эмали образцов 21 (а) и 22 (б) (цифры на диаграмме Венна означают количество идентифицированных белков�пред�
шественников пептидов). Относительное содержание основных белков зубной эмали во фракциях Ф1–Ф3 образцов 21 (в)
и 22 (г). По оси ординат отложена в % относительная площадь под пиками пептидов, уникальных для указанных белков
во фракции, нормированная на общий ионный ток. AMELX – изоформ 3 амелогенина Х изоформ; AMBN – амелоблас�
тин; ENAM – энамелин; AMELY – амелогенин Y изоформ
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для тех образцов зубов индивидов мужского по�
ла, для которых было идентифицировано не ме�
нее 31�го пептидного фрагмента X изоформы
амелогенина, также было идентифицировано не
менее 2�х уникальных фрагментов Y изоформы
этого белка. При увеличении длительности
травления зубной эмали в 2,5 раза и последую�
щего хромато�масс�спектрометрического ана�
лиза третьей части выделенных из зубной эмали
пептидов количество идентифицируемых фраг�
ментов X изоформы амелогенина превысило
число 31, как минимум в 2 раза, даже в образцах
молочных и плохо сохранившихся постоянных
зубов (табл. 3). Вместе с этим минимальное ко�
личество уникальных для Y изоформы амелоге�
нина пептидов, идентифицированных нами в
образцах зубов индивидов мужского пола, по�

высилось от 2�х до 7�ми. В результате этих прос�
тых модификаций метода выделения пептидов
из зубной эмали образцы 5 и 9, для которых в
предыдущем варианте метода пробоподготовки
не было идентифицировано ни одного уникаль�
ного для Y изоформы амелогенина фрагмента,
были однозначно определены, как принадле�
жавшие индивидам мужского пола, а принад�
лежность образца 18 индивиду женского пола
была подтверждена. Таким образом, при опре�
делении пола человеческих останков по резуль�
татам пептидомного анализа зубной эмали важ�
ным условием применимости этого метода яв�
ляется степень сохранности образца. Критерием
приемлемой для использования этого метода
идентификации пола степени сохранности зуб�
ной эмали мы предлагаем считать идентифика�
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Таблица 2. Основные белки зубной эмали, идентифицированные в образцах зубов при травлении эмали в течение 4 мин

Амелобластин (Q9NP70)

* При расчете нормированной на общий ионный ток площади учитываются только пептиды, уникальные для данного
белка.

Образцы

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

16

17

18

19

20

21

22

23

уникаль�
ные

57

42

51

71

21

51

52

36

12

30

36

33

74

50

7

26

46

146

185

178

площадь
под

пиками
(%)*

70,01

81,51

85,78

59,85

7,21

33,69

41,41

66,69

37,00

20,65

2,77

11,99

36,02

27,02

0,96

51,11

80,85

7,36

18,81

26,41

всего

57

42

51

71

21

51

52

36

12

30

36

33

74

50

7

26

46

146

185

178

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Энамелин (Q9NRM1)

уникаль�
ные

35

25

33

48

18

69

43

35

11

56

52

26

100

61

5

28

26

151

156

159

площадь
под

пиками
(%)*

4,15

4,93

4,02

16,49

1,54

35,03

5,64

9,68

1,80

29,93

3,02

10,25

48,41

21,66

0,94

25,71

11,87

11,43

40,67

35,87

всего

35

25

33

48

18

69

43

35

11

56

52

26

100

61

5

28

26

151

156

159

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Амелогенин X (Q99217�3)

уникаль�
ные

31

24

38

56

17

52

42

24

9

33

61

69

39

34

34

18

27

181

170

84

площадь
под

пиками
(%)*

25,78

13,27

9,97

23,05

91,25

29,74

49,44

21,31

61,20

46,72

94,21

77,77

15,45

44,95

98,10

23,07

6,85

81,21

38,22

35,47

всего

51

42

65

85

17

78

69

43

9

54

61

69

78

74

34

31

73

181

241

134

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Амелогенин Y (Q99218)

уникаль�
ные

2

2

3

7

−
6

6

2

−
7

−
−
4

8

−
2

3

−
53

15

площадь
под

пиками
(%)*

0,06

0,29

0,23

0,61

−
1,54

3,51

2,32

−
2,69

−
−

0,11

6,37

−
0,12

0,43

−
2,30

2,25

всего

22

20

30

36

−
32

33

21

−
28

−
−
43

48

−
15

49

−
124

65

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты
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цию в нем не менее 30 пептидных фрагментов X
изоформы амелогенина. При идентификации в
образце <30 пептидных фрагментов X изоформы
амелогенина и отсутствии в нем специфических
фрагментов Y изоформы этого белка предлагаем
считать качество образца неудовлетворитель�
ным для использования этого метода для опре�
деления пола. Еще одно важное преимущество
предложенного нами метода пробоподготовки –
он менее деструктивен, чем использованный
американскими коллегами. Их методика требо�
вала измельчение, т.е. полное разрушение ко�
ронки зуба [23], в то время как в ходе нашего
эксперимента форма и размер коронки визуаль�
но не меняются, что сохраняет объект для после�
дующих научных исследований. Кроме того,
анализ аминокислотных последовательностей
идентифицированных нами пептидов говорит о
том, что использование трипсина для гидролиза
пептидно�белковой материи, выделяемой из
зубной эмали, явно избыточно и не позволяет
идентифицировать в образцах дополнительное
количество пептидов, специфичных для Y изо�

формы амелогенина. Более того, трипсин гидро�
лизует С�концевой фрагмент Y изоформы аме�
логенина до коротких пептидов, которые не мо�
гут быть идентифицированы в дальнейшем тан�
демной масс�спектрометрией.

В работе Stewart et al. [24] авторы предложи�
ли использовать для определения пола челове�
ческих останков пептидные фрагменты
AMELX�(44–52) (SIRPPYPSY) и AMELY�
(58–64) (SMoxIRPPY), выделяемые из зубной
эмали в результате ее 2�х минутного травления.
Наличие или отсутствие в образце пептида
AMELY�(58–64) предлагалось использовать в
качестве однозначного указания на пол. Авторы
использовали в своей работе образцы постоян�
ных зубов от 13 человеческих останков взрослых
индивидов. Анализ полученных нами массивов
масс�спектрометрических данных показал, что
далеко не во всех образцах обнаруживаются эти
пептиды даже на уровне экстрагированных ион�
ных хроматограмм. В табл. S3 в Приложении
приведены аминокислотные последовательнос�
ти уникальных для Y изоформы амелогенина
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Таблица 3. Основные белки зубной эмали, идентифицированные в образцах зубов при травлении эмали в течение 10 мин

Амелобластин (Q9NP70)

* При расчете нормированной на общий ионный ток площади учитываются только пептиды, уникальные для данного
белка.

Образцы

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

16

17

18

уникаль�
ные

342

288

102

370

183

227

430

144

316

370

325

416

410

199

35

площадь
под

пиками
(%)*

25,40

63,14

10,29

56,49

57,29

66,29

54,11

52,51

65,08

53,85

20,18

10,84

42,19

37,82

6,45

всего

342

288

102

370

183

228

430

144

316

371

327

416

410

199

35

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Энамелин (Q9NRM1)

уникаль�
ные

135

169

67

295

128

166

368

79

167

265

205

320

325

188

39

площадь
под

пиками
(%)*

3,49

18,47

7,88

24,56

22,57

28,51

34,02

7,23

19,58

31,79

8,28

9,55

32,41

52,22

5,43

всего

135

169

67

295

128

166

368

79

167

265

205

320

325

188

39

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Амелогенин X (Q99217�3)

уникаль�
ные

59

55

25

108

45

73

134

26

49

63

175

273

141

52

78

площадь
под

пиками
(%)*

66,29

15,30

78,62

9,29

19,84

5,12

6,46

37,25

10,93

9,23

71,55

79,61

22,29

9,63

88,12

всего

124

126

56

208

100

139

224

69

122

151

175

273

244

96

78

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Амелогенин Y (Q99218)

уникаль�
ные

14

13

9

33

10

9

34

7

18

18

−
−
49

7

−

площадь
под

пиками
(%)*

4,82

3,09

3,22

9,66

0,30

0,07

5,41

3,02

4,40

5,13

−
−

3,11

0,32

−

всего

79

84

40

133

65

74

124

50

91

106

−
−

152

51

−

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты
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пептидных фрагментов, которые были иденти�
фицированы в образцах молочных зубов 1–10.
При всем разнообразии структур (табл. S3 в
Приложении), только две из них, а именно
SM(+15.99)IRPPYS и IRPPYSS(+79.97), содер�
жащие фосфорилированный остаток Ser66, бы�
ли идентифицированы во всех 10 образцах, что
позволяет рассматривать их в качестве перспек�
тивных кандидатов в «маркеры» пола при разра�
ботке метода таргетного анализа продуктов
травления зубной эмали для определения пола
ископаемых останков человека. Интересно, что
если пептид SM(+15.99)IRPPYS был идентифи�
цирован также и в эмали постоянных зубов, то
пептидные фрагменты Y изоформы амелогени�
на, содержащие фосфорилированный остаток
Ser66, были идентифицированы нами только в
молочных зубах. Можно предположить, что
фосфорилирование этого остатка Ser имеет
функциональное значение при формировании
эмали именно в молочных зубах.

Применимость таргетного анализа этих пеп�
тидов для идентификации пола человеческих
останков требует дополнительной проверки на
более обширной выборке образцов.

В результате настоящей работы нами пред�
ложен простой и воспроизводимый метод про�
боподготовки, хромато�масс�спектрометричес�
кого и биоинформатического анализа пептидо�
ма зубной эмали, позволяющих надежно и
быстро определять пол ископаемых останков в
широком диапазоне их археологического и био�
логического возраста, не подвергая существен�
ному разрушению анализируемый образец. Суть
предлагаемого метода заключается в травлении
участка зубной эмали 1,5 М HCl в течение
10 мин, обессоливании полученных продуктов
травления на SDB�RPS StageTips микроколон�

ках и анализа 1/3 части обессоленного образца
методом тандемной хромато�масс�спектромет�
рии. При условии идентификации в образце не
менее 30 пептидных фрагментов X изоформы
амелогенина пол образца определяется по нали�
чию или отсутствию в списке идентифициро�
ванных пептидов специфических пептидных
фрагментов Y изоформы амелогенина. Иденти�
фицированы 2 пептидных фрагмента Y изофор�
мы амелогенина, одна из которых
(SM(+15.99)IRPPYS) обнаружена во всех без
исключения образцах мужского пола, а вторая
(IRPPYSS(+79.97), содержащая фосфорилиро�
ванный остаток Ser66, встречается только в эма�
ли молочных зубов. Можно предположить, что
фосфорилирование этого остатка Ser имеет
функциональное значение при формировании
эмали именно в зубах молочной генерации.
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Determination of biological sex to human remains is a fundamental requirement in anthropological, archeological,
and forensic anthropological studies. Sex determination based on morphological criteria is significantly limited in the
cases of juvenile remains and adult skeletons in a poor state of preservation. Regular attempts have been made to use
alternative techniques to resolve this issue, including analysis of tooth enamel peptides by liquid chromatography/mass
spectrometry. Optimization of this method involving acid etching of tooth enamel for 10 min followed by desalting of
the products of etching on SDB�RPS StageTips microcolumns and analysis of desalted sample (1/3) by liquid chro�
matography/mass spectrometry allowed reliable sex determination to fossil remains within a wide range of archeolog�
ical and biological ages without destructing analyzed teeth. Increasing the duration of enamel etching ensured a 2 to
3�fold increase in the total number of identified peptides and, more importantly, in the number of identified fragments
of amelogenin Y isoform specific for male teeth, which facilitated reliable sex determination of fossil remains. The sug�
gested technique was tested with 8 permanent and 15 deciduous teeth of different archaeological age and different
degree of preservation. Two amelogenin Y�specific peptide sequences were identified. One of these peptides
[SM(+15.99)IRPPYS)] was found in all male�derived samples without exception; the other peptide [IRP�
PYSS(+79.97)], which contained phosphorylated Ser66 residue, was found only in the enamel from deciduous teeth,
which suggests that phosphorylation of Ser66 plays a role in the enamel formation in deciduous teeth.

Keywords: tooth enamel, sex determination, amelogenins, peptides, liquid chromatography–mass spectrometry
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Лишайники, симбиотические фотосинтезирующие организмы, таллом которых образован грибом и водо!
рослью/цианобактерией, обладают высокой стрессовой устойчивостью. Одним из компонентов эффектив!
ной защиты лишайников от действия неблагоприятных факторов среды является наличие уникальных ме!
таболитов, в частности высокомолекулярных темных пигментов – меланинов. Химический состав и струк!
турная организация меланинов лишайников остаются малоизученными. В настоящей работе проанализи!
рованы элементный состав, основные функциональные группы и физико!химические свойства меланина,
экстрагированного из лишайников Cetraria islandica и Pseudevernia furfuracea. По соотношению C/N установ!
лено, что данный пигмент относится к типу алломеланина. В структуре меланина выявлены функциональ!
ные группы, обеспечивающие его фотопротекторные и антиоксидантные свойства. Предполагается, что
синтез меланина является одним из ключевых защитных механизмов, обеспечивающих выживание лишай!
ников в условиях УФ!излучения.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: меланин, лишайник, ИК!спектроскопия, фотопротекторные свойства, антиокси!
дантная активность.
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МЕЛАНИН ЛИШАЙНИКОВ Cetraria islandica И Pseudevernia furfuracea: 
ОСОБЕННОСТИ СТРОЕНИЯ И ФИЗИКО�ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА
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ВВЕДЕНИЕ

Лишайники являются своеобразной группой
симбиотических фотосинтезирующих организ!
мов, таллом которых образован двумя основны!
ми организмами – грибом (микобионт) и водо!
рослью/цианобактерией (фотобионт). Взаимо!
действие фотобионта и микобионта в лишайни!
ках обусловливает образование в них разнооб!
разных вторичных метаболитов, таких как ли!
шайниковые кислоты (в т.ч. усниновая и гиро!
форовая кислоты), катехины и полисахариды (в
т.ч. лихенин) и другие. Синтез вторичных мета!
болитов в слоевищах лишайников является
сложным процессом и зависит как от таксоно!
мической принадлежности лихенизированного
гриба, так и от факторов окружающей среды [1].
Такими факторами являются высота местности,
колебания температуры, сезон года, а также ги!
перинсоляция – действие света высокой интен!

сивности и ультрафиолетового (УФ) облучения
[2]. Пигментация верхней стороны слоевища
лишайников действует как первая линия защи!
ты для предотвращения УФ!индуцированного
внутриклеточного повреждения. Особую роль в
защите от светового стресса играют меланины.

Меланин представляет собой высокополи!
мерный пигмент, содержащий фенольные и ин!
дольные группы. Меланин придает черную, ко!
ричневую, красную или рыжую окраску тканям
различных живых организмов, включая челове!
ка. В зависимости от наличия тех или иных про!
межуточных метаболитов различают следующие
основные типы меланинов: эумеланин, феоме!
ланин, 1,8!дигидроксинафталин (DHN)!мела!
нин, алломеланин, нейромеланин, пиомеланин
и сепия меланин [3]. Такое многообразие обес!
печивается различиями в химическом строении
и элементном составе. Характерной особен!
ностью алломеланина является то, что он прак!
тически не содержит азота и поэтому представ!
ляет собой полимер простых фенолов. Эумела!
нин содержит связанный азот и представляет
собой полимер фенольных и индольных ве!
ществ [3].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : DHN – 1,8!дигидрокси!
нафталин; DPPH – 2,2!дифенил!1!пикрилгидразил; УФ –
ультрафиолет.

* Адресат для корреспонденции.
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Известны два основных метаболических пу!
ти биосинтеза меланинов – шикиматный и аце!
татно!малонатный [4]. Субстратом для синтеза
эумеланина является аминокислота тирозин,
которая с помощью тирозиназы превращается в
L!3,4!диоксифенилаланин (L!DOPA), а затем в
дофахинон (DOPA!quinone). Последующее
окисление дофахинона приводит к получению
различных мономеров: 5,6!дигидроксииндол!2!
карбоновой кислоты (DHICA) и 5,6!дигидрок!
сииндола (DHI). В результате полимеризации
данных мономеров образуется эумеланин. Син!
тез алломеланина осуществляется преимущест!
венно по ацетатно!малонатному пути, однако
алломеланин содержит в своем составе мономер
ацетат бензохинона, синтезированный по ши!
киматному пути [4, 5]. Сначала ацетил!КоА под
воздействием фермента поликетидсинтазы
превращается в 1,3,6,8!тетрагидроксинафталин,
а затем в результате активности различных фер!
ментов – в DHN. На данном этапе происходит
полимеризация DHN!меланина и ацетат бензо!
хинона с образованием алломеланина.

Ранее нами было проведено количественное
определение меланинов in vivo путем измерения
индекса меланизации (Browning reflectance
index, BRI) таллома с использованием интегри!
рующей сферы и отражающего спектрометра.
Было обнаружено, что лишайник Cetraria
islandica характеризуется более высоким индек!
сом меланизации (10,1) по сравнению с другими
меланизированными лишайниками (4,4 – для
Lobaria pulmonaria и 4,8 – для Crocodia aurata) [6].
До настоящего времени тип и физико!химичес!
кие свойства меланина C. islandica не были изу!
чены.

Протекторные свойства меланинов, особен!
но при действии на организмы света в диапазо!
не УФ и света высокой интенсивности, вызыва!
ют большой интерес исследователей к структуре
этих полимеров [7, 8]. В настоящее время появ!
ляется информация о защитной роли мелани!
нов в талломах лишайников при световом стрес!
се. Имеются сведения о том, что меланин, со!
держащийся в верхнем коровом слое лишайни!
ка, защищает фотобионт от разрушения при
действии света высокой интенсивности [2].
Кроме того, меланины лишайников могут обра!
зовывать комплексы с различными металлами и
полимерами, например хитином, который явля!
ется компонентом клеточной стенки микобион!
та [9]. Показано, что в лишайнике Trapelia invo+
luta присутствует эумеланин, который способен
образовывать комплексы с ураном [10], а ли!
шайник Pseudephebe pubescens способен накап!
ливать целый ряд тяжелых металлов благодаря
активным парамагнитным центрам меланина и

выживать в условиях интенсивной УФ радиации
[9]. В отличие от меланинов человека [11, 12],
грибов [13, 14], бактерий [15] и дрожжей [16],
структура и физико!химические свойства мела!
нинов лишайников изучены недостаточно.
Морфологическая комплексность таллома ли!
шайников, многообразие грибных и фотосинте!
зирующих симбионтов, переключение путей
биосинтеза метаболитов в зависимости условий
окружающей среды – все это обусловливает
сложность изучения свойств меланинов лишай!
ников. Настоящая работа посвящена анализу
элементного состава, наличия функциональных
групп, свето!поглотительной способности и ан!
тиоксидантной активности меланина лишайни!
ков C. islandica и Pseudevernia furfuracea.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение меланина. В качестве объекта ис!
следований использовали лишайники C. islandi+
ca и P. furfuracea, собранные в Айшинском лес!
ничестве в окрестностях г. Казани и в окрестнос!
тях г. Ос, Норвегия. Таллом лишайников очища!
ли от загрязнений и высушивали при температу!
ре 40 °С в течение 10 мин. Навеску лишайника
(4 г) измельчали в ступке до порошкообразного
состояния с добавлением жидкого азота. Полу!
ченный порошок переносили в пробирку и до!
бавляли 50 мл 2 М NаOH, рН 10,5. Раствори!
мость в концентрированных растворах щелочей,
а не в органических растворителях является од!
ним из критериев отнесения пигментов к мела!
нинам [17]. В предварительных экспериментах
было установлено, что меланины не экстрагиро!
вались при добавлении воды, этилового спирта,
ацетона и хлороформа. После 24!часовой инку!
бации смесь фильтровали, а затем центрифуги!
ровали («Hermle Z 36HK», Германия) при
15 000 g в течение 10 мин. Супернатант подкис!
ляли добавлением 2 М HCl до рН 2,5, инкубиро!
вали 12 ч при комнатной температуре и затем
повторно центрифугировали при 15 000 g в тече!
ние 10 мин. Полученный осадок промывали дис!
тиллированной водой и последовательно очища!
ли органическими растворителями (хлороформ,
этилацетат и ацетон), а затем высушивали в су!
шильном шкафу при температуре 40 °С. Очи!
щенный меланин представлял собой темно!ко!
ричневый порошок без посторонних включе!
ний. Выход продукта составлял ∼10 % от теоре!
тически возможного.

Качественные реакции на меланин. Для про!
ведения качественных реакций был приготов!
лен 0,1%!ный раствор меланинов, выделенных
из лишайников. К навеске меланина (0,001 г)
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добавляли 1 мл дистиллированной воды и
50 мкл раствора NH4OH. Проводили три качест!
венные реакции с добавлением к раствору мела!
нина 10% H2O2, 0,5 М KMnO4 и 1% FeCl3 в соот!
ношении 1 : 1 [18].

Элементный анализ меланина. Элементный
состав меланинов (С, N, Н, S) определяли с по!
мощью анализатора EuroEA 3028!HT!ОМ
(«Eurovector SpA», Италия) путем сожжения
пробы в присутствии окислителя в токе инерт!
ного газа. Содержание металлов (металлы I, II и
III групп) и неметаллов (P, S и Cl) оценено при
помощи рентгенофлуоресцентного анализа (РФА)
[10] на энергодисперсионном флуоресцентном
рентгеновском спектрометре EDX!800HS2
(«Shimadzu», Япония). Для проведения количе!
ственных измерений и оценки полученных дан!
ных использовали программное обеспечение
Callidus 4.1.

ИК�спектроскопия. Основные функциональ!
ные группы были проанализированы методом
ИК!спектроскопии [10] с использованием
спектрофотометра IR!Affinty1 («Shimadzu»,
Япония) в рабочем диапазоне 400–700 см–1. Об!
разец готовили методом прессования меланина
с KBr. Анализ ИК!спектров меланинов осущест!
вляли с помощью программного обеспечения
OriginPro 8 и базы данных AIST:Spectral Database
for Organic Compounds, SDBS.

УФ�спектроскопия. Спектры поглощения
щелочного раствора меланина (25 мкг/мл в
0,1 М NaOH) регистрировали в кварцевых кюве!
тах с длиной оптического пути 2 мм на спектро!
фотометре UV!1900 («Shimadzu», Япония) в УФ
и видимом диапазоне спектра (200–700 нм). На
основании экспериментальных данных рассчи!
тывали коэффициент цветности Е465/665 [12]. Для
анализа полученных данных использовалось
программное обеспечение UVProbe 2.70 [17].

Антиоксидантная активность. Антиоксидант!
ная активность была измерена c использовани!
ем радикала 2,2!дифенил!1!пикрилгидразила
(«Sigma!Aldrich», Германия) (DPPH) [19, 20].
Меланин различной концентрации (0,5–3 мг/мл)
растворяли в диметилсульфоксиде (DMSO), за!
тем 10 мкл полученного раствора добавляли к
1 мл 0,004% раствора DPPH в этаноле. Образцы

тщательно перемешивали и инкубировали при
комнатной температуре в темноте в течение
30 мин, после чего пурпурно!синяя окраска
раствора менялась на малиновую. Поглощение
раствора регистрировали спектрофотометри!
чески («Shimadzu», Япония) при 517 нм в кюве!
те с толщиной поглощающего свет слоя 2 мм. В
качестве стандартного соединения использова!
ли галловую кислоту («Диаэм», Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Качественные реакции показали, что щелоч!
ные растворы меланинов, экстрагированных из
лишайников C. islandica и P. furfuracea, обесцве!
чивались в присутствии H2O2, а в присутствии
KMnO4 изменяли окраску с коричневой на зеле!
ную с последующим выпадением осадка (дан!
ные не представлены). Добавление FeCl3 приво!
дило к выпадению осадка, который растворялся
в присутствии избытка FeCl3 (данные не пред!
ставлены). Такое поведение исследуемых пиг!
ментов характерно для меланинов и свидетель!
ствует о присутствии в их структуре хиноидных
и фенольных компонентов [4, 21, 22].

Анализ элементного состава показал, что ме!
ланины в лишайниках C. islandica и P. furfuracea со!
держат в среднем 42% С, 6% H и <2% N (табл. 1).
Низкое содержание N и соотношение С/N рав!
ное 34 и 35 для C. islandica и P. furfuracea соотве!
тственно указывает на то, что данные пигменты
относятся к типу алломеланин.

Нами установлено, что исследуемые мелани!
ны лишайников содержат в небольшом количе!
стве S, K и Fe. Такие элементы, как Na и Ca, от!
сутствуют в меланине C. islandica, Al и Cu отсут!
ствуют в меланине P. furfuracea. Наличие метал!
ла Zn не было обнаружено в меланинах обоих
лишайников (табл. 1). Ранее [9, 17] было показа!
но, что меланины лишайников Umbilicaria
аfricana, P. Pubescens и Usnea sphacelata также
имеют в своем составе данные элементы.

Результаты ИК!спектроскопии свидетель!
ствуют о наличии разнообразных структурных
групп в составе алломеланина. Так, в алломела!
нине, выделенном из C. islandica, наблюдается
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Таблица 1. Процентное содержание С, Н, N и прочих элементов в меланинах лишайников C. islandica и P. furfuracea

Вид
лишайника

C. islandica

P. furfuracea

S

1,0

3,0

N

1,3

1,2

C/N

35,2

34,4

Na

−
18,1

Si

2,7

0,3

Zn

−
−

Cl

85,7

76,5

K

1,9

0,7

Ca

0,1

0,8

Cu

2,0

−

Al

2,7

−

Fe

4,1

0,6

С

41,0

42,1

H

6,5

6,3

Элементный состав, масс. % Элементы, обнаруженные методом РФА, %
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заметная интенсивность пика в области
1020 см–1 (рис. 1, а и б), который относится к ва!
лентным колебаниям (С–О–С)!групп [23, 24].

Напротив, в области 1500–1630 см!1 наблю!
дается небольшая интенсивность пиков, это мо!
жет быть связано с низким содержанием арома!
тических групп (С=С, С=N, С=О) либо с отсут!
ствием (N–H) деформационных колебаний в
алломеланине. Поглощения при 1720 см!1 обна!
ружено не было, что может свидетельствовать об
отсутствии свободных карбоксильных групп
[23]. В области 2340–2360 см–1 наблюдались ва!
лентные колебания (С–С) тройных связей, а в
области 2880–2940 см–1 – валентные колебания
алифатических (С–Н)!групп (рис. 1, а и б). В
обоих образцах меланинов присутствует широ!
кая полоса в области 3350 см–1, которая являет!
ся характеристикой меланина, связанная с вале!
нтными колебаниями ОН!групп [23, 24].

Анализ электронных спектров меланинов ли!
шайников с помощью УФ!спектроскопии вы!
явил плавное снижение поглощения с увеличе!
нием длины волны в области 240–700 нм (рис. 2).

Одномерная характеристика УФ!видимого
поглощения меланинов по параметру E465/E650,

свидетельствующему о соотношении алифати!
ческих и ароматических структур [7, 21, 25], сос!
тавила 3,42 – для меланина из P. furfuracea и
2,28 – для меланина из C. islandica.

Анализ антиоксидантной активности с ис!
пользованием радикала DPPH показал, что ко!
эффициент IC50 составил 405 и 456 мкг/мл для
меланинов из C. islandica и P. furfuracea соответ!
ственно (рис 3). Для сравнения IC50 для аскорби!
новой кислоты составил 34 мкг/мл, а для галло!
вой кислоты 128 мкг/мл. Данные указывают на
то, что меланины проявляют более низкую анти!
оксидантную активность по сравнению с кисло!
тами органического происхождения.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Среди разнообразных вторичных метаболи!
тов лишайников традиционно большое внима!
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а

б

Рис. 1. ИК!спектры меланинов, выделенных из лишайни!
ков C. islandica (а) и P. furfuracea (б). Во вставке показана
химическая структура мономера алломеланина (1)

Рис. 3. Спектр поглощения спиртового раствора стабиль!
ного радикала DPPH (1) после 30!минутного инкубирова!
ния DPPH с меланинами, выделенными из P. furfuracea (2)
и C. islandica (3), галловая кислота (4)

Рис. 2. УФ!спектры поглощения меланинов, выделенных
из C. islandica (1) и P. furfuracea (2). Вертикальными линия!
ми обозначены длины волн 465 и 650 нм

Волновое число, см–1

Волновое число, см–1



АЛЛОМЕЛАНИНЫ ЛИШАЙНИКОВ

ние уделяется изучению свойств и активности
уникальных соединений, в частности лишайни!
ковых веществ, например, париетина, атрано!
рина, гирофоровой и усниновой кислот, полиса!
харидов, в т.ч. лихенина [26]. Достаточно под!
робно исследован химический состав многих
метаболитов лишайника C. islandica [27]. Ин!
формация о структуре, физико!химических
свойствах и особенностях меланинов лишайни!
ков крайне ограничена. Известно, что мелани!
ны имеют сложную гетероатомную структуру и
способны проявлять антиоксидантные, сорбци!
онные, фотопротекторные и другие свойства
[17]. В настоящей работе проанализирован эле!
ментный состав, изучены структурные группы и
физико!химические свойства меланинов,
экстрагированных из лишайников C. islandica и
P. furfuracea. Эти физико!химические свойства
способствуют проявлению защитных свойств
пигмента.

На начальном этапе исследования принад!
лежность экстрагированных пигментов к мела!
нинам была подтверждена с помощью качест!
венных реакций по обесцвечиванию в присут!
ствии Н2О2, а также изменению окраски с ко!
ричневой на зеленую с последующим выпаде!
нием осадка в присутствии сильного окислителя
KMnO4 (данные не представлены). При добав!
лении FeCl3 наблюдалось выпадение осадка, ко!
торый растворялся в избытке FeCl3, такие ре!
зультаты предполагают наличие фенольных
фрагментов в структуре полимера.

Элементный состав меланина является важ!
ным критерием, определяющим его тип, сорб!
ционные свойства и наличие реакционных
центров. Элементный состав меланина зависит
от видовой принадлежности лишайника, его
возраста, субстрата произрастания, условий
обитания [28] и типа фотобионта. Лишайники
C. islandica и P. furfuracea являются представите!
лями напочвенных лишайников и обладают вы!

сокой сорбционной емкостью в отношении
многих ионов металлов. Меланины могут легко
связывать потенциально токсичные металлы в
лишайниках, благодаря наличию карбоксиль!
ных и гидроксильных функциональных групп
[29]. Металлы проникают через коровый слой
[30]. Данный слой, образующий внешний кар!
кас лишайника, состоит из хитин!глюкан!мела!
нинового комплекса. Жесткий каркас формиру!
ется благодаря взаимодействию хитин!мелани!
нового комплекса микобионта с Ca и Si [31, 32].
Это объясняет наличие Ca и Si в составе мелани!
нов (табл. 1). Накопление в меланине таких эле!
ментов, как Al, Fe, Cu и S (табл. 1), может быть
связано со степенью загрязнения воздуха [9, 30].
Соотношение С/N определяет тип синтезируе!
мого меланина. Так, в алломеланинах из
C. islandica и P. furfuracea соотношение С/N сос!
тавило 34 и 35 соответственно (табл. 1).

Синтез меланинов – сложный многостадий!
ный процесс, проходящий по разнообразным
путям (см. Введение). Алломеланин синтезиру!
ется по ацетатно!малонатному пути и образует!
ся в результате полимеризации простых фено!
лов [7]. Анализ характеристических полос по!
глощения ИК!спектров меланинов, выделен!
ных из лишайников C. islandica и P. furfuracea,
подтвердил наличие ароматических групп в со!
ставе алломеланинов. С помощью базы данных
AIST: Spectral Database for Organic Compounds
(SDBS) было выявлено, что колебательные по!
лосы определенных групп атомов меланинов
обоих лишайников имеют приблизительно оди!
наковые частоты (табл. 2) и мало зависят от ха!
рактера окружающих их групп. Данные указыва!
ют на незначительное содержание алифатичес!
ких фрагментов и повышенное содержание аро!
матических групп. Значение пиков ИК!спект!
ров меланинов, выделенных из лишайников
C. islandica и P. furfuracea, близко к таковым для
алломеланина гриба чаги Inonotus obliquus [17].
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Волновые числа, см−1

900

1020–1040

1150–1250

1300–1380

1525

2340–2360

2880–2940

3325

Таблица 2. Области поглощения колебаний некоторых связей ИК!спектров меланина

Функциональные группы

внеплоскостные деформационные колебания (С–Н)!групп

валентные колебания С–О!групп; симметричные валентные колебания (С–О–С)!групп

плоскостные деформационные колебания ОН!(С=С, С=N, С=О)!групп

плоскостные деформационные колебания ОН!групп

валентные колебания С=С ароматического кольца

валентные колебания (С–С) тройных связей

валентное колебание алифатических СН2!, CH3!групп

валентные колебания фенольных ОН!групп
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Меланины обладают фотопротекторными
свойствами [7]. Значительное снижение погло!
щения в диапазоне 230–650 нм свидетельствует о
том, что алломеланины лишайников поглощают
световое излучение как в УФ, так и в видимой
областях спектра (рис. 2). Поглощение света ме!
ланином обеспечивает защиту кортекса лишай!
ника от УФ!индуцированного стресса и позво!
ляет находиться под облучением продолжитель!
ное время. В частности показано, что пигменти!
рованные грибы Cryomyces antarcticus и Cryomyces
minteri проявляют высокую устойчивость к УФ!
облучению (280–360 нм), выдерживая его в тече!
ние нескольких часов, тогда как непигментиро!
ванные дрожжевые клетки Saccharomyces pastori+
anus погибают через 30 мин облучения [7].

Меланины являются активными акцептора!
ми и донорами электронов и обладают антиок!
сидантной активностью [33]. В настоящей ра!
боте была выявлена антиоксидантная актив!
ность меланинов, выделенных из лишайников
C. islandica и P. furfuracea, по восстановлению ра!
дикала DPPH (рис. 3). Можно полагать, что ан!
тиоксидантная активность алломеланинов ли!
шайников обусловлена их фенольной природой
и наличием в структуре алифатических фраг!
ментов. Фенольные соединения в ходе окисли!
тельных процессов образуют феноксильные ра!
дикалы, которые обладают меньшей реакцион!
ной активностью, чем другие кислородные ра!
дикалы, и способны прерывать цепной меха!
низм окисления [32, 33]. Таким образом, мела!
нины вносят вклад в защиту таллома лишайни!
ков от окислительного стресса, индуцированно!
го в том числе воздействием светового стресса.

В настоящей работе впервые в лишайниках
C. islandica и P. furfuracea идентифицирован тип
меланина как алломеланин. Обнаруженные в
структуре меланина функциональные группы,
в том числе ОH!группы, обеспечивают его фо!
топротекторные и антиоксидантные свойства.
Анализ физико!химических свойств исследо!
ванных меланинов позволяет полагать, что
синтез меланина является одним из ключевых
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MELANIN OF LICHENS Cetraria islandica AND Pseudevernia furfuracea:
STRUCTURAL FEATURES AND PHYSICO�CHEMICAL PROPERTIES
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Lichens are symbiotic photosynthesizing organisms with thalli formed by fungi and algae/cyanobacteria that possess
high stress tolerance. One of the factors contributing to the lichen protection from harsh environmental conditions is
the presence of unique metabolites, including high!molecular!weight dark pigments melanins. The chemical compo!
sition and structure of lichen melanins remain poorly studied. We analyzed the elemental composition, the main func!
tional groups, and the physicochemical properties of melanin extracted from Cetraria islandica and Pseudevernia fur+
furacea lichens. Based on the C/N ratio, this pigment is allomelanin. We also identified functional groups that pro!
vide photoprotective and antioxidant properties of melanin. Melanin synthesis might be an essential defense mecha!
nism contributing to the survival of lichens under exposure to UV radiation.

Keywords: melanin, lichen, IR spectroscopy, photoprotection, antioxidant activity
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В клеточной стенке Glutamicibacter protophormiae ВКМ Ac�2104T (ранее Arthrobacter protophormiae) обнаруже�
ны два гликозил�1�фосфатных полимера: c моногликозил�1�фосфатом, �6)�α�D�Glcp�(1�Р�, и дигликозил�
1�фосфатом, �6)�α�D�GalpNAc�(1→6)�α�D�GlcpNAc�(1�P�, в повторяющемся звене. Структуры полимеров
описаны впервые для прокариот. Тейхулозоновая кислота, третий найденный полимер, с остатками 3�де�
зокси�D�глицеро�D�галакто�нон�2�улопиранозоновой кислоты (Kdn) и β�D�глюкопиранозы в основной
цепи, →6)�β�D�Glcp�(1→8)�α�Kdn�(2→, ранее была обнаружена у ряда актинобактерий. Структуры глико�
полимеров установлены на основании результатов химического исследования и анализа одномерных спект�
ров ЯМР на ядрах 1H, 13C и 31P с использованием двумерных гомоядерных 1H,1H COSY, TOCSY, ROESY и
гетероядерных 1H,13C HSQC, HSQC�TOCSY, HMBC, 1H,31P HMBC методик.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Glutamicibacter, клеточная стенка, гликозил�1�фосфатный полимер, Kdn�
тейхулозоновая кислота.
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ДВА ГЛИКОЗИЛ�1�ФОСФАТНЫХ ПОЛИМЕРА
И ТЕЙХУЛОЗОНОВАЯ КИСЛОТА ИЗ КЛЕТОЧНОЙ СТЕНКИ

Glutamicibacter protophormiae ВКМ Ac�2104T

© 2020 А.С. Шашков1, Е.М. Тульская2, Л.В. Дорофеева3,
Л.И. Евтушенко3, Н.В. Потехина2*

ВВЕДЕНИЕ

Новые данные о составе и химических
структурах полимеров клеточных стенок у ранее
не исследованных групп бактерий расширяют
представления о многообразии органического
мира и биосинтетическом потенциале микроор�
ганизмов. Сведения о составе и структуре гли�
кополимеров клеточной стенки представляют
интерес для ряда областей фундаментальной и
прикладной науки, в том числе систематики

микроорганизмов. Для ряда изученных групп
актинобактерий показано, что гликополимеры
и их структурные компоненты могут служить
химическими маркерами видов (групп видов)
или таксонов более высокого ранга [1–5].

Glutamicibacter protophormiae (семейство
Micrococcaceae) является типовым видом недав�
но описанного рода Glutamicibacter, который
включает ряд видов, входивших ранее в род
Arthrobacter (группа «Arthrobacter protophormiae»),
а также видов, описанных позднее [6–8]. Род
предложен на основе филогенетической обособ�
ленности видов группы «Arthrobacter protophormiae»
и их отличий от Arthrobacter sensu stricto по хемо�
таксономическим признакам, в первую очередь
по типу пептидогликана клеточной стенки и
составу изопреноидных хинонов дыхательной
цепи [6]. Виды Glutamicibacter содержат пепти�
догликан A4α�типа (лизин в тетрапептидной це�
почке и дипептид Ala–Glu в межпептидном мос�
тике) [6, 9]. Другие гликополимеры клеточной
стенки у представителей Glutamicibacter, за ис�
ключением G. nicotianae ATCC 15236 [10] и G. ura?
toxydans ВКМ Ac�1979Т [11], ранее не изучали.

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ВКМ – Всероссийская кол�
лекция микроорганизмов; COSY – корреляционная спект�
роскопия; HMBC – гетероядерная корреляция 1H,13C че�
рез несколько связей; HSQC – протон�детектированная
гетероядерная одноквантовая корреляция; J (КССВ) –
константа спин�спинового взаимодействия; Kdn – 3�де�
зокси�D�глицеро�D�галакто�нон�2�улопиранозоновая
кислота; ROESY – двумерная спектроскопия ядерного эф�
фекта Оверхаузера во вращающейся системе координат;
TOCSY – тотальная корреляционная спектроскопия;
TSP – натриевая соль 3�(триметилсилил)�2,2,3,3�тетра�
дейтеропропионовой кислоты; δС, δH, δP – значения хими�
ческих сдвигов атомов 13C, 1H и 31P соответственно.

* Адресат для корреспонденции.
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В настоящей работе представлены результа�
ты исследования структур гликополимеров кле�
точной стенки у G. protophormiae ВКМ Ac�
2104T – типового штамма типового вида рода
Glutamicibacter.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали штамм G. protophormiae
ВКМ Ac�2104T из Всероссийской коллекции
микроорганизмов (ВКМ) Института биохимии и
физиологии микроорганизмов имени Г.К. Скря�
бина РАН (www.vkm.ru). Для получения биомас�
сы штамм выращивали аэробно на пептонно�
дрожжевой среде при температуре 28 °С до сере�
дины логарифмической фазы роста. Клетки от�
деляли центрифугированием и промывали
0,95% NaCl [2].

Клеточную стенку получали из разрушенных
на ультразвуковом дезинтеграторе UP100H
(«Hielscher», Германия, 30 kHz, 3–5 × 10 мин в
ледяной воде) клеток методом дифференциаль�
ного центрифугирования [2].

Углеводсодержащие полимеры экстрагиро�
вали из клеточной стенки 10%�ной ТХУ [2] при
4 °С, 0,1 М цитратным буфером pH 4,0 [12] или
0,05 М Na�глициновым буфером, pH 8,8 [13] с
получением трех различных препаратов, обоз�
наченных для дальнейших исследований как
препарат 1, 2 и 3 соответственно.

Кислотный гидролиз клеточной стенки и
выделенных из нее препаратов (2 M HCl, 100 °C,
3 ч), нисходящая хроматография и электрофо�
рез на бумаге, реактивы для проявления сахаров
и фосфатсодержащих соединений и продуктов
их кислотной деградации описаны ранее [2].

Абсолютная D�конфигурация моносахари�
дов была установлена методом ГЖХ ацетилиро�
ванных гликозидов с (+)�октан�2�олом соглас�
но опубликованным процедурам [2].

ЯМР�спектры снимали на спектрометре
Avance 600 («Bruker», Германия) для растворов
препаратов в дейтерированной воде при темпе�
ратуре 308 К. Для отсчета химических сдвигов
использовали внутренние стандарты натриевой
соли 3�(триметилсилил)�2,2,3,3�тетрадейтеро�
пропионовой кислоты (TSP) (δH 0,0 и δC –1,6) и
внешний стандарт – 80% фосфорная кислота
(δP 0,0). Двумерные ЯМР�эксперименты выпол�
няли с использованием стандартного математи�
ческого обеспечения («Bruker Optik GmbH», Гер�
мания). Время смешивания 150 мс и время спин�
лока 250 мс были выбраны для экспериментов
по двумерной спектроскопии ядерного эффекта
Оверхаузера во вращающейся системе коорди�
нат (ROESY) и тотальной корреляционной

спектроскопии (TOCSY) соответственно. Дву�
мерные 1H,13C и 1H,31P эксперименты по гетеро�
ядерной корреляции через несколько связей
(HMBC) были оптимизированы для константы
спин�спинового взаимодействия (КССВ) 5 Гц.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В кислотном гидролизате клеточной стенки
G. protophormiae ВКМ Ac�2104T были обнаружены
галактоза, глюкоза, манноза, арабиноза, глюкоз�
и галактозамины, глицерин, а также незначитель�
ное количество моно� и бисфосфата глицерина.

Продукты кислотной деградации трех пре�
паратов, выделенных из клеточной стенки раз�
ными методами экстракции, отличались по со�
отношению сахаров и не содержали фосфорных
эфиров глицерина. Эти данные могли указывать
на отсутствие тейхоевых кислот и наличие дру�
гих углеводсодержащих полимеров.

Структуры полимеров устанавливали на ос�
нове анализа одномерных спектров ЯМР на яд�
рах 1H, 13C и 31P с использованием двумерных
гомоядерных 1H,1H методик корелляционной
спектроскопии (COSY), TOCSY, ROESY и гете�
роядерных методик – 1H,13C HSQC, HSQC�
TOCSY, HMBC и 1H,31P HMBC.

В спектре ЯМР 13С препарата 1, полученного
экстракцией ТХУ, в области резонанса аномер�
ных атомов углерода наблюдали сигналы раз�
личной интенсивности, часть из которых, судя
по величине их химических сдвигов (δС 92,1;
93,5; 96,4 и 97,7 м.д.), принадлежала сахарным
остаткам со свободной гидроксильной группой
при С�1 (рис. 1; таблица). Три сигнала принад�
лежали аномерным атомам углерода при глико�
зидных связях δС 98,4; 98,2 и 102,9 м.д. 13С APT
(тест на присоединенные протоны) спектр вы�
явил также сигнал четвертичного аномерного
атома углерода при δС 96,4 м.д.

В спектре ЯМР 1Н в области резонанса прото�
нов при аномерных атомах углерода (рис. 2, ввер�
ху; таблица) были видны дублеты с КССВ, харак�
терные для пираноз с α�глюко� и α�галакто�кон�
фигурацией (δН 5,22; 5,20; 4,95 м.д.; 3JH�1, Н�2

3,5 Гц) и с β�глюко� и β�галакто�конфигурацией
(δН 4,72; 4,64; 4,56 м.д.; 3JH�1, Н�2 8 Гц).

В сильном поле (рис. 3, таблица) имелись
сигналы, характерные для протонов при С�3
альдулозоновых кислот (δН 2,27, дд, J 5 и 13 Гц и
δН 1,83, т, J 13 Гц).

Спектр ЯМР 31Р препарата содержал два
уширенный сигнал при δР −1,0 и −1,4 м.д.

Сигналы в одномерных спектрах ЯМР были
отнесены при использовании двумерных мето�
дик 1H,1H COSY, TOCSY, ROESY; 1H,13C HSQC,
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Химические сдвиги в спектрах 1H� и 13C ЯМР гликополимеров и их фрагментов из клеточной стенки G. protophormiae ВКМ
Ac�2104T

Остаток

→6)�α�D�GalpNAc�(1→      (GaN)

→6)�α�D�GlcpNAc�(1�P� (GN)

α�D�GalpNAc�(1→        (GaN')

→6)�α�D�GlcpNAc      (GNαα)

α�D�GalpNAc�(1→      (GaN'')

→6)�β�D�GlcpNAc        (GNββ)

→6)�α�D�Glcp�(1�P� (Gl)

→8)�α�Kdn�(2→          (Kαα)

→6)�β�D�Glcp�(1→ (Glc)

β�Kdn           (Kββ)

8)

↑

β�D�Glcp�(1        (Glc')

C�1
H?1

98,7

4,55

95,1a

5,47

98,4

4,95

92,1

5,20

98,2

4,95

96,4

4,72

96,6b

5,53

174,2

103,9

4,64

174,3

102,9

4,56

C�2
H?2

51,1c

4,21

55,0c

3,96

51,1

4,18

55,3

3,88

51,0

4,21

57,9

3,68

72,6

3,60

101,3

74,0

3,36

96,4

74,3

3,32

C�3
H?3 (H?3e,3a)

68,8

3,96

72,0

3,79

68,9

3,96

72,0

3,76

69,0

3,96

75,2

3,53

73,6

3,77

40,2

2,63, 1,65

75,9

3,51

40,1

2,27, 1,83

77,0

3,42

C�4
H?4

69,4

4,05

70,6

3,93

69,7

4,01

71,0

3,60

69,7

4,01

70,7

3,59

70,0

3,58

70,0

3,56

69,5

3,58

70,1

3,97

71,3

3,36

31P при δP
a −1,4; b −1,0 м.д.; c CH3CON при δС 23,3, 23,4 и 176,8, 175,9 и δН 2,07 м.д.

d Продукт полного автогидролиза Kdn?полимера с повторяющимся звеном →6)�β�D�Glcp�(1→8)�α�Kdn�(2→.

C�5
H?5

70,9

4,14

73,2

3,99

72,2

4,00

71,6

3,98

72,2

4,00

75,6

3,59

73,0

3,94

70,9

3,45

74,7

3,54

71,6

3,55

77,1

3,48

C�6
H?6, H?6'

65,8a

4,04, 4,00

66,7

4,08, 3,69

62,4

3,77, 3,75

66,8

4,02, 3,67

62,4

3,77, 3,75

66,7

3,97, 3,74

65,5b

4,20, 4,14

75,2

3,73

63,1

3,96, 3,64

72,8

4,04

62,1

3,94, 3,65

Полимер I

Химические сдвиги ЯМР 13С (δC TSP −1,6) и 1H (δH TSP 0,0)

C�7
H?7

69,1

4,44

67,9

4,06

C�8
H?8

85,7

3,95

79,5

3,97

C�9
H?9

61,5

4,23, 3,75

62,6

3,87, 3,75

Дисахариды из полимера I

Полимер II

Полимер III (Kdn�полимер)

Kdn�гликозидd из полимера III
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HSQC�TOCSY, HMBC и 1H,31P HMBC. Анализ
двумерных спектров выявил наличие в препара�
те 1 остатков α� и β�глюкопиранозы�6�фосфата
и дисахаридов�6�фосфата, α�D�GalpNAc�(1→6)�
α�D�GlcpNAc и α�D�GalpNAc�(1→6)�β�D�
GlcpNAc со свободной гидроксильной группой.
Было предположено, что низкомолекулярные
фосфатсодержащие соединения являются про�
дуктами гидролиза гликозил�1�фосфатных поли�
меров, неустойчивых в кислой среде (в условиях
выделения 10% ТХУ, pH < 1). В связи с этим бы�
ла проведена экстракция полимеров из клеточ�
ной стенки с использованием цитратного буфера
при pH 4,0 (препарат 2), что привело к выделе�
нию довольно больших олигосахаридов с фосфо�
диэфирными связями и установлению структур
двух гликозил�1�фосфатных полимеров: �6)�αα�
D�GalpNAc�(1→→6)�αα�D�GlcpNAc�(1�P� (поли�
мер I), �6)� αα�D�Glcp�(1�Р� (полимер II).

Абсолютная конфигурация моносахаридных
остатков в полимерах была определена как D
(см. раздел «Материалы и методы»).

Помимо фосфатсодержащих низкомолеку�
лярных соединений в препарате 1 по одномер�
ным и двумерным спектрам ЯМР был также
идентифицирован дисахарид состава β�D�Glcp�

(1→8)�β�Kdn (таблица), ошибочно принятый
ранее за повторяющееся звено β�2,4�связаннoго
полимера Kdn [14]. Последние наши исследова�
ния [13, 15] показали, что при выбранных нами
условиях выделения (экстракция 10% ТХУ,
pH < 1) нативный α�Kdn�содержащий полимер
подвергается автогидролизу и почти полностью
деградирует. Следы полимера, где Kdn имеет
α�конфигурацию гликозидной связи, обнаружи�
ваются в спектре 1H,13C HSQC препарата 1
(рис. 3). Также ранее было показано, что изна�
чальный Kdn�полимер, полученный в более мяг�
ких условиях выделения (экстракция Na�глици�
новым буфером, pH 8,8), сохраняет внутриполи�
мерные связи [13, 15]. Исследование препарата 3
выявило наличие в нем линейного Kdn�содер�
жащего полимера, а его структура соответствова�
ла таковой, описанной ранее в работе [15]: →→6)�
ββ�D�Glcp�(1→→8)�αα�Kdn�(2 (полимер III).

В клеточной стенке G. protophormiae ВКМ Ac�
2104T обнаружены моно�, дигликозил�1�фосфат�
ные полимеры и Kdn�тейхулозоновая кислота.

Гликозил�1�фосфатные полимеры ранее бы�
ли описаны у ряда актинобактерий [13, 16, 17].
Структура идентифицированного в настоящей
работе дигликозил�1�фосфатного полимера с
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Рис. 1. Спектр ЯМР 13С гликополимеров и их фрагментов (препарат 1) из клеточной стенки G. protophormiae ВКМ Ac�
2104T. Обозначения приведены в соответствии с таблицей. Арабские цифры относятся к номерам атомов углерода в ос�
татках, обозначенных как в таблице. Звездочками обозначены аномерные атомы углерода в остатках глюкозы (Glα и Glβ)
на восстанавливающем конце полимера II
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повторяющимся звеном �6)�α�D�GalpNAc�
(1→6)�α�D�GlcpNAc�(1�P� обнаружена впер�
вые. Также впервые идентифицирован моног�
ликозил�1�фосфатный полимер, состоящий из
фосфодиэфирносвязанных остатков α�глюко�
пиранозы, �6)�α�D�Glcp�(1�P�. Исследованные
ранее полимеры, содержащие один углеводный
остаток в повторяющемся звене, были постро�
ены из остатков N�ацетилированных произ�
водных моносахаридов: �6)�ManpNAc�(1�P?,
�4)�GlcpNAc�(1�P�(Bacillus pumilus) [18, 19],
�6)�GlcpNAc�(1�P� (Micrococcus spp.) [20] и
�6)� α�D�GalpNAc�(1�P� (Arthrobacter spp.) [13].

Тейхулозоновая кислота G. protophormiae
ВКМ Ac�2104T имела уже известную, описанную
для ряда актинобактерий структуру, →6)�β�D�
Glcp�(1→8)�α�Kdn�(2→ [15, 21], однако для рода
Glutamicibacter она так же, как и данный класс
гликополимеров в целом, обнаружена впервые.

В клеточной стенке другого представителя
рода – G. uratoxydans ВКМ Ac�1979Т, изученно�
го ранее, были выявлены гликополимеры иной
структуры: две тейхоевые кислоты, относящие�
ся к разным типам, и гликозилфосфатный по�
лимер с шестью моносахаридными остатками в
повторяющемся звене [11]. Тейхоевые кислоты
(структуры полностью не установлены) также
были обнаружены у G. nicotianae ATCC 15236
[10]. Хотя три вышеупомянутых штамма разли�
чаются по составу и структуре стеночных гли�
кополимеров, они имеют и общее свойство – в
их клеточной стенке присутствуют фосфатсо�
держащие полимеры. Следует отметить, что
представители другого рода, Paenarthrobacter,
также относившиеся ранее к Arthrobacter [2], со�
держат в клеточной стенке только бесфосфат�
ные полисахариды (неопубликованные данные
авторов).
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Рис. 2. Слабопольная часть 1H,13C HSQC�спектра гликополимеров и их фрагментов (препарат 1) из клеточной стенки
G. protophormiae ВКМ Ac�2104T. Соответствующие части 1H и 13C ЯМР�спектров приведены вверху и слева от двумерного
спектра соответственно. Обозначения приведены в соответствии с таблицей. Арабские цифры относятся к номерам ато�
мов углерода в остатках, обозначенных как в таблице
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Полученные в настоящей работе и опубли�
кованные ранее данные о наборе и структурах
гликополимеров у трех представителей рода
Glutamicibacter, а также сведения о сахарах и по�
лиолах их клеточных стенок (галактоза, глюко�
за, глюкозамин, галактозамин, глицерин) по�
зволяют более полно охарактеризовать род и его
виды и могут быть использованы в таксономи�
ческой практике для дифференциации таксонов
видового и родового рангов на фенотипическом
уровне.

Финансирование. Работа выполнялась в рам�
ках программы исследований № ЦИТИС: АА�
АА�А16�116021660068�1, запланированных в
МГУ имени М.В. Ломоносова, кафедрой мик�
робиологии на 2016�2022 гг.

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

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания выполненных ав�
торами исследований с участием людей или ис�
пользованием животных в качестве объектов.
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Рис. 3. Сильнопольная часть 1H,13C HSQC�спектра гликополимеров и их фрагментов (препарат 1) из клеточной стенки
G. protophormiae ВКМ Ac�2104T. Соответствующие части 1H и 13C ЯМР�спектров приведены вверху и слева от двумерного
спектра соответственно. Обозначения приведены в соответствии с таблицей. Арабские цифры относятся к номерам ато�
мов углерода в остатках, обозначенных как в таблице
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TWO GLYCOSYL 1�PHOSPHATE POLYMERS AND TEICHULOSONIC ACID
FROM Glutamicibacter protophormiae VKM Ac�2104T CELL WALL
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Two glycosyl 1�phosphate polymers containing monoglycosyl 1�phosphate, �6)�α�D�Glcp�(1�P�, and diglycosyl
1�phosphate, �6)�α�D�GalpNAc�(1→6)�α�D�GlcpNAc�(1�P�, in the repeating unit were identified in the cell wall
of Glutamicibacter protophormiae VKM Ac�2104T (formerly, Arthrobacter protophormiae). The structures of these poly�
mers were described for the first time in prokaryotes. Teichulosonic acid, the third identified polymer, with 3�deoxy�
D�glycero�α�D�galacto�non�2�ulopyranosonic acid (Kdn) and β�D�glucopyranose residues in the main chain, →6)�
β�D�Glcp�(1→8)�α�Kdn�(2→, has been previously detected in a number of actinobacteria. The structures of these
glycopolymers were established based on the results of chemical analysis and one�dimensional 1H, 13C, and 31P NMR
spectroscopy using two�dimensional homonuclear (1H,1H COZY, TOCSY, ROESY) and heteronuclear (1H,13C
HSQC, HSQC�TOCSY, HMBC, and 1H,31P HMBC) techniques.

Keywords: Glutamicibacter, cell wall, glycosyl 1�phosphate polymer, Kdn�containing teichulosonic acid
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«Митохондриальной трансплантацией» называют процедуру введения изолированных митохондрий в по�
врежденную область сердца или иного органа. Накоплено значительное количество данных о терапевтичес�
ком действии «митохондриальной трансплантации» при ишемическом поражении сердца у животных.
В 2017 г. проведены первые попытки применения этой процедуры в клинике. Авторы метода предполагают,
что экзогенные митохондрии проникают в кардиомиоциты, сохраняя функциональную активность, и ком�
пенсируют нарушения энергетических функций эндогенных митохондрий. Эта гипотеза противоречит из�
вестному факту потери митохондриальных функций в присутствии высоких концентраций ионов Ca2+, ко�
торые характерны для внеклеточной среды. В обзоре критически рассмотрены возможные механизмы тера�
певтического действия «митохондриальной трансплантации».
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ИСТОРИЧЕСКАЯ СПРАВКА

Эта история началась в далеком 2009 г., ког�
да была опубликована первая работа о терапев�
тическом действии выделенных митохондрий
при введении в ишемизированное сердце кро�
лика [1]. Работа была проведена в весьма уважа�
емом американском госпитале (Beth Israel
Deaconess Medical Center), аффилированном с
Медицинской Школой Гарвадского универси�
тета (Harvard Medical School) под руководством
доктора Джеймса Д. МакКалли (James D.
McCully). Этот исследователь имел к тому вре�
мени уже более чем 25�летний опыт исследова�
ний в области молекулярной кардиологии (http://
www.childrenshospital.org/research/researchers/m/
james�mccully), а журнал, в котором была опуб�
ликована работа, относился к числу наиболее
уважаемых изданий по физиологии. Несмотря
на все вышесказанное и на сенсационное, по су�
ти, содержание, эта работа не вызвала какого�
либо резонанса. Она оказалась лишь первой в
цепи публикаций, которая протянулась более
чем на 10 лет, вплоть до сегодняшнего дня.

McCully et al. [1] выделяли митохондрии из
сердца кролика и вводили их в поврежденную
при локальной ишемии область изолированного
и перфузированного по Лангендорфу сердца пе�
ред реперфузией. Такая процедура, названная
позднее «митохондриальной трансплантацией»,
ослабляла снижение основных функциональ�

ных показателей сердца, уменьшала размер об�
ласти инфаркта и уровень биохимических мар�
керов повреждения миокарда. Авторы показали,
что митохондрии, подвергшиеся заморажива�
нию и оттаиванию, уже не давали защитного
эффекта. В этой работе, в отличие от всех после�
дующих, было показано, что введенные митохон�
дрии остаются в межклеточном пространстве и
не проникают в кардиомиоциты. Отдельные
компоненты митохондрий, включая АТФ и
ДНК + РНК, не вызывали какого�либо эффек�
та, так что механизм защитного действия мито�
хондриальной трансплантации остался не выяс�
ненным. Авторы обнаружили, что введение ми�
тохондрий снижает уровень окислительного
повреждения (измеренный по накоплению про�
дуктов перекисного окисления липидов) в об�
ласти поражения. Был ли этот «антиоксидант�
ный» эффект первичным или он возникал как
результат иного защитного действия митохон�
дрий, осталось не ясно.

В следующей работе, вышедшей лишь через
4 года, McCully et al. [2] показали эффектив�
ность митохондриальной трансплантации в мо�
дели ишемии/реперфузии сердца кролика in
vivo. Митохондрии на этот раз выделяли из ске�
летной (большой грудной) мышцы того же кро�
лика. Введение митохондрий в поврежденную
область миокарда после 30 мин локальной ише�
мии вызывало уменьшение области инфаркта,
наблюдавшееся через 2 ч реперфузии и через
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4 недели восстановления животных. Серийная
эхокардиография показала, что сердце у кроли�
ка, получившего инъекцию митохондрий, начи�
нало нормально сокращаться уже через 10 мин
после начала реперфузии, тогда как в контроле
(введение среды для суспендирования митохон�
дрий) гипокинезия в ишемизированной области
сохранялась в течение 4 недель.

В этой работе авторы представили доказа�
тельства того, что введенные митохондрии про�
никают в кардиомиоциты. В частности, с по�
мощью флуоресцентной микроскопии фикси�
рованных срезов миокарда они показали, что
выделенные митохондрии, окрашенные Мито�
трекером красным (CMXRos), через 2 ч после
введения обнаруживались внутри клеток (как
кардиомиоцитов, так и немышечных клеток).
Для подтверждения этих наблюдений в сердце
кролика были введены митохондрии, выделен�
ные из клеток человека (линия HeLa), что поз�
волило выявить их локализацию с помощью
специфических антител.

ЭКСПЕРИМЕНТЫ in vitro

В дополнение к опытам на кроликах McCully
et al. исследовали проникновение митохондрий,
выделенных из клеток HeLa в изолированные
неонатальные (2 дня) кардиомиоциты крысы [2].
Электронно�трансмиссионная микроскопия с
использованием меченных золотом антител
подтвердила наличие человеческих митохон�
дрий в цитоплазме кардиомиоцитов. Никакой
ко�локализации человеческих митохондрий с
аутофагосомами и лизосомами в кардиомиоци�
тах не наблюдалось.

В этой же модели было показано, что совмес�
тная инкубация кардиомиоцитов и митохон�
дрий из печени крысы в течение 4 ч вызывала
двукратное повышение скорости дыхания кле�
ток. Через 8 ч культивации скорость дыхания
снижалась до исходной. Надо отметить, что этот
важный опыт имел несколько особенностей.
Измерения скорости дыхания проводились в
аппарате Seahorse («Seahorse Bioscience», США),
где клетки прикреплены к подложке, а концен�
трация кислорода измеряется в очень малом
объеме среды над клетками. Авторы использо�
вали в этих опытах среду, содержащую субстра�
ты дыхания (глутамат, малат и сукцинат), АДФ и
0, 5мМ EGTA (хелатора Са2+), так что дыхание
митохондрий, сорбированных на подложке или
на поверхности клеток, вполне могло обеспе�
чить наблюдаемый эффект. Полученные резуль�
таты позволили авторам предположить, что
«митохондриальная трансплантация» восста�

навливает энергетику клеток, поврежденных
при ишемии/реперфузии. Это предположение
повторялось в дальнейшем во всех многочис�
ленных работах McCully et al., но более надеж�
ных данных, подтверждающих эту гипотезу, по�
ка не представлено.

Интересно, что эксперименты с кардиомио�
цитами in vitro остаются пока единственными из
опытов группы McCully, которые были хотя бы
частично воспроизведены в других лаборатори�
ях. В 2014 г. в работе Kitani et al. [3] наблюдалось
проникновение митохондрий в трансформиро�
ванные кадиомиоциты из эмбрионального серд�
ца крысы (линия H9c2) и в те же клетки, лишен�
ные митохондриальной ДНК (так называемые
ρ0�клетки). В экспериментах с ρ0�клетками вве�
дение изолированных митохондрий приводило
к повышению скорости дыхания клеток и их
выживаемости. В работе, вышедшей в марте
2020 г. [4], клетки H9c2 культивировали с мито�
хондриями, выделенными из тех же клеток или
из клеток крысиной линии L6. В обеих работах,
в отличие от экспериментов McCully et al. [2],
митохондрии добавляли в стандартную среду
культивации клеток (DMEM), которая содержа�
ла >1 мM Ca2+. Та же среда с добавлением пиру�
вата и глутамина была использована для измере�
ния дыхания в аппарате Seahorse. В этих услови�
ях, как мы подробнее обсудим ниже, дыхание
внеклеточных митохондрий было невозможно.
В обеих работах введение митохондрий вызыва�
ло повышение как базовой скорости дыхания
клеток, так и максимальной скорости, измерен�
ной в присутствии разобщителя FCCP.

КЛИНИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ

Лаборатория McCully продолжала интенсив�
ные исследования «митохондриальной транс�
плантации» в моделях ишемии сердца. В част�
ности, было показано защитное действие мито�
хондрий в модели ишемии на свиньях [5], а так�
же при введении в кровоток через коронарные
артерии [6]. Наконец, в 2017 г. детский кардио�
хирург Ситарам М. Емани (Sitaram M. Emani)
совместно с McCully et al. использовали «мито�
хондриальную трансплантацию» для лечения
младенцев с ишемическими поражениями серд�
ца [7]. Процедура была проведена на пациентах
в возрасте от 2 дней до 2 лет, которые были
подключены к аппарату экстракорпоральной
мембранной оксигенации (ЭКМО). Аппарат
ЭКМО не лечит пациента, но дает время необ�
ходимое для лечения. Процедура эта применя�
ется только в самых тяжелых случаях и в педиат�
рической практике ее применение дольше, чем
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на протяжении 72 ч, сопровождается леталь�
ностью более 60% [8]. Из пяти пациентов, полу�
чивших «митохондриальную трансплантацию»,
трое успешно перенесли 30–50 ч ЭКМО и оста�
вались в живых на протяжении нескольких ме�
сяцев. Погибли младенцы, которые получили
«митохондриальную трансплантацию» в возрас�
те 4 и 6 дней, причем у одного из них наблюда�
лось значительное улучшение сердечной функ�
ции. Коллеги прокомментировали эти достиже�
ния со сдержанным оптимизмом [9], а Нью
Йорк Таймс опубликовала статью [10], полную
душераздирающих деталей. Проведенные про�
цедуры были зарегистрированы в официальном
реестре клинических испытаний [11], но по�
следние изменения в реестр были внесены в 2018 г.,
и графа «Результаты» пока осталась пустой.

СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ

Лаборатория McCully продолжает исследо�
вания на животных. В частности, они показали,
что «митохондриальная трансплантация» помо�
гает, даже если проводится до возникновения
ишемии [12], а также после периода реперфузии
[13]. Кроме того, «митохондриальная транс�
плантация» оказалась эффективна при ишеми�
ческом повреждении скелетных мышц [14] и
легких [15]. Последователи McCully успешно
использовали «митохондриальную трансплан�
тацию» в модели легочной гипертензии [16, 17],
в различных моделях нейрологичеких наруше�
ний (см. обзор [18]), нейродегенеративных забо�
леваний [19], и даже в моделях депрессии [20] и
шизофрении [21]. Несмотря на длинную исто�
рию и широкий охват этих исследований, воп�
рос о возможных механизмах терапевтического
действия «митохондриальной трансплантации»
остается открытым.

ВОПРОСЫ

Вопросы относительно механизмов, обеспе�
чивающих терапевтическое действие «митохон�
дриальной трансплантации», несомненно, воз�
никли немедленно после первых сообщений
McCully et al., но были сформулированы и опуб�
ликованы лишь в 2018 г. [22] после появления
публикаций о клинических испытаниях. Со�
гласно гипотезе McCully et al., митохондрии
сохраняют функциональную активность во
внеклеточной среде и, проникая в клетки, вос�
станавливают в них нарушенную продукцию
АТФ. В случае введения митохондрий в крово�
ток приходится предположить, что интактные

митохондрии, прежде чем попасть в кардиомио�
цит, преодолевают еще и эндотелиальный барьер.

Всякому, кто работал с изолированными ми�
тохондриями хорошо известно, что в среде, со�
держащей ионы Ca2+, митохондрии быстро и
необратимо теряют способность к синтезу АТФ
и дыханию на NAD�зависимых субстратах. Это
связано с тем, что дышащие митохондрии име�
ют высокий мембранный потенциал (минус в
матриксе) и переносчик ионов Ca2+, белок
MCU. Достаточно микромолярных концентра�
ций Ca2+ в среде, чтобы его накопление в мито�
хондриях привело к многократному повыше�
нию проницаемости внутренней мембраны для
молекул с молекулярной массой до ∼1600 кДа.
Это явление, получившее название «permeability
transition», связано с открытием в мембране ги�
гантских неселективных пор («permeability tran�
sition pore, PTP», см. обзор [23]). Для поддержа�
ния осмотического баланса в среды инкубации
митохондрий добавляют соли или сахара (саха�
розу, маннит), но после открытия пор их концен�
трации между средой и матриксом выравнива�
ются, и митохондрии сильно набухают. При
этом сначала разрушается внешняя мембрана
(она имеет намного меньшую площадь, чем
внутренняя, которая образует складки, так на�
зываемые кристы), а затем и внутренняя. При
этом не только падает мембранный потенциал,
но из матрикса вымывается NAD/NADH, что
делает невозможным окисление таких субстра�
тов, как пируват и малат. Даже если во внекле�
точной среде, благодаря присутствию белков и
полисахаридов, не произойдет полномасштаб�
ного набухания митохондрий, открытие пор
приведет к необратимому нарушению митохон�
дриальных функций. Существуют многочислен�
ные механизмы, регулирующие открытие пор,
но при концентрации ∼1,8 мМ Ca2+ (характер�
ной для крови) ни один из них не способен пре�
дотвратить это открытие [23].

Можно представить себе лишь две возмож�
ности для митохондрий выжить в присутствии
Ca2+: можно заблокировать переносчик Ca2+ или
полностью ликвидировать разность потенциа�
лов на мембране. Возможность реализации этих
сценариев в крови или в межклеточной среде
может быть проверено экспериментально. Пер�
вый шаг на этом пути в марте 2020 г. [24] сдела�
ли те же авторы, которые впервые сформулиро�
вали вопросы к методике McCully et al. [22]. Они
показали, что в стандартной солевой среде
(140 мM Na+, 5 мM K+ и 1 мM Ca2+), имитирую�
щей состав крови, митохондрии из скелетных
мышц быстро и необратимо теряли способность
окислять пируват и малат, а также синтезиро�
вать АТФ. Эти свойства митохондрий сохраня�
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лись, если переносчик Ca2+ был заблокирован.
К сожалению, эксперимент с сывороткой крови
авторы не поставили, так что призрачные воз�
можности для спасения митохондрий еще оста�
ются.

Второй сложный для гипотезы McCully воп�
рос состоит в том, как митохондрии, проник�
шие в клетки, сохраняют свою целостность.
McCully et al. исследовали этот вопрос и при�
шли к выводу, что перенос митохондрий проис�
ходит благодаря эндоцитозу [25]. К этому же
заключению пришли авторы, которые исследо�
вали проникновение митохондрий в клетки
глиомы [26]. Имеются так же указания в пользу
макропиноцитоза [3], но в обоих случаях не яс�
но, как интактные митохондрии попадают в ци�
топлазму. Не следует путать «митохондриаль�
ную трансплантацию» с явлениями межклеточ�
ного переноса митохондрий. Предполагается,
что такой перенос может происходить при крат�
ковременном слиянии клеток экзосом, содер�
жащих митохондрии, или с помощью мембран�
ных нанотрубок. Как бы то ни было, сохране�
ние целостности митохондрий при межклеточ�
ном переносе не представляется неразрешимой
задачей.

Для доказательства интактности экзогенных
митохондрий, проникших в клетки сердца in
vivo, McCully et al. использовали митохондрии,
нагруженные комплексами железа [5]. Эти
комплексы удавалось обнаружить в сердце
свиньи через 4 недели после введения митохон�
дрий. Эти данные, однако, нельзя рассматри�
вать как свидетельства интактности митохон�
дрий. Так, известно, что макрофаги могут удер�
живать подобные комплексы железа в составе
фагосом на протяжении недель после введения
в сердце стволовых клеток, нагруженных этими
комплексами [27]. Более убедительные данные о
сохранении функций митохондрий после пере�
носа в клетки были получены in vitro [2–4], но
переносить их на систему in vivo можно лишь с
большой осторожностью. Наконец, количество
экзогенных митохондрий, которые удавалось
обнаружить в кардиомиоцитах после «митохон�
дриальной трансплантации» in vivo [2] было зна�
чительно меньше, чем в опытах in vitro [2–4].
Очень трудно представить, как единичные ми�
тохондрии могут компенсировать нарушения
энергетики кардиомиоцитов, вызванные по�
вреждением эндогенных митохондрий.

Интересная возможность объяснения тера�
певтического действия «митохондриальной
трансплантации» связана с переносом митохон�
дриальной ДНК. Митохондрии в этом случае
могут играть лишь роль контейнеров. Возмож�
ность переноса ДНК экзогенных митохондрий в

клетки была обнаружена задолго до работ
McCully et al. и получила название «митохон�
дриальная трасформация» [28]. Транскрипци�
онная активность и возможность репликации
экзогенной ДНК в этих работах не изучалась.
Возможность транскрипции экзогенной мито�
хондриальной ДНК была показана на клетках�
цибридах, несущих в митохондриальной ДНК
мутацию A3243G (которая соответствует мито�
хондриальному заболеванию MELAS�синдром
[29]), а также в клетках пациентов с двумя раз�
личными мутациями в генах субъединиц Комп�
лекса I [30]. Нельзя исключить, что «митохон�
дриальная трасформация» определяет терапев�
тическое действие экзогенных митохондрий в
некоторых моделях из перечисленных выше.
Однако в случае кардиопротекции, описанной
McCully et al. [1, 2, 6], улучшение сердечных
функций наблюдали уже через 10 мин после вве�
дения митохондрий, что позволяет исключить
эффект переноса ДНК.

Наконец, еще одна версия состоит в том, что
введение митохондрий (даже аутологическое)
может приводить к локальному иммунному от�
вету в области поражения. Известно, что систе�
ма врожденного иммунитета распознает мито�
хондрии и их компоненты, так же как вторже�
ние патогенов [31]. McCully et al. не обнаружили
маркеров воспаления и заметного сдвига в уров�
не провоспалительных цитокинов в крови кро�
ликов после «митохондриальной транспланта�
ции» [3]. Более того, они не обнаружили иммун�
ного ответа при интраперитонеальном введении
митохондрий мышам [31]. Тем не менее нельзя
исключить быстрого локального ответа в облас�
ти введения митохондрий. Этот ответ должен
включать привлечение в поврежденную область
нейтрофилов и макрофагов, а также выброс ши�
рокого спектра цитокинов, которые могли бы
стимулировать локальные регенеративные про�
цессы. Эта гипотеза, как нам кажется, нуждает�
ся в экспериментальной проверке.

Многочисленные публикации, посвящен�
ные применению «митохондриальной транс�
плантации» в различных моделях, а также сооб�
щения о применении этого подхода в клинике
требуют, как нам кажется, всестороннего де�
тального обсуждения. Все результаты, касающи�
еся кардиопротекторного действия «митохон�
дриальной трансплантации» получены до сих
пор в одной единственной лаборатории. Данные
о клинических испытаниях крайне ограничены,
и их условия принципиально отличаются от
экспериментов на животных. В клинике введе�
ние митохондрий проводили через несколько
(до 15) дней после ишемии в то время, как на

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

746



ТРАНСПЛАНТАЦИЯ МИТОХОНДРИЙ: КРИТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

747

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

животных этот интервал составлял 2 ч [13].
Предположение о том, что терапевтическое
действие «митохондриальной трансплантации»
связано с проникновением интактных экзоген�
ных митохондрий в клетки и с восстановлением
продукции АТФ, сталкивается с крайне труд�
нопреодолимыми возражениями. Прежде всего,
очень трудно представить себе сохранение
функциональности митохондрий в средах с вы�
соким содержанием Са2+. Кроме того, невоз�
можно объяснить, как очень малое количество
митохондрий, проникших в клетку способно
компенсировать нарушения в работе многочис�
ленных эндогенных митохондрий. Альтернатив�
ные механизмы действия «митохондриальной
трансплантации» исследованы совершенно не�
достаточно. Возникающие вопросы во многом
напоминают проблемы, связанные с несравнен�
но более масштабными исследованиями

действия стволовых клеток. Применительно к
кардиопротекции возможные механизмы их
действия остаются темой острых дискуссий [32,
33].

Финансирование. Работа выполнена при фи�
нансовой поддержке Российского фонда фунда�
ментальных исследований (грант № 17�00�
00088).

Благодарности. Автор благодарен Р.А. Зинов�
кину (НИИФХБ им. А.Н. Белозерского, МГУ)
за полезное обсуждение работы.

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

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания выполненных ав�
тором исследований с участием людей или ис�
пользованием животных в качестве объектов.

1. McCully, J. D., Cowan, D. B., Pacak, C. A., Toumpoulis, I. K.,
Dayalan, H., and Levitsky, S. (2009) Injection of isolated
mitochondria during early reperfusion for cardioprotection,
Am. J. Physiol. Heart. Circ. Physiol., 296, H94�H105.

2. Masuzawa, A., Black, K. M., Pacak, C. A., Ericsson, M.,
Barnett, R. J., Drumm, C., Seth, P., Bloch, D. B.,
Levitsky, S., Cowan, D. B., and McCully, J. D. (2013)
Transplantation of autologously derived mitochondria pro�
tects the heart from ischemia�reperfusion injury, Am. J.
Physiol. Heart. Circ. Physiol., 304, H966�H982.

3. Kitani, T., Kami, D., Matoba, S., and Gojo, S. (2014)
Internalization of isolated functional mitochondria:
involvementof micropinocytosis, J. Cell. Mol. Med., 18,
1694�1703.

4. Ali Pour, P., Kenney, M. C., and Kheradvar, A. (2020)
Bioenergetics consequences of mitochondrial transplanta�
tion in cardiomyocytes, J. Am. Heart Assoc., 9, e014501.

5. Kaza, A. K., Wamala, I., Friehs, I., Kuebler, J. D.,
Rathod, R. H., Berra, I., Ericsson, M., Yao, R.,
Thedsanamoorthy, J. K., Zurakowski, D., Levitsky, S., Del
Nido, P. J., Cowan, D. B., and McCully, J. D. (2017)
Myocardial rescue with autologous mitochondrial trans�
plantation in a porcine model of ischemia/reperfusion,
J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 153, 934�943.

6. Cowan, D. B., Yao, R., Akurathi, V., Snay, E. R.,
Thedsanamoorthy, J. K., Zurakowski, D., Ericsson, M.,
Friehs, I., Wu, Y., Levitsky, S., Del Nido, P. J., Packard, A. B.,
and McCully, J. D. (2016) Intracoronary delivery of mito�
chondria to the ischemic heart for cardioprotection, PLoS
One, 11, e0160889.

7. Emani, S. M., Piekarski, B. L., Harrild, D., Del Nido, P. J.,
and McCully, J. D. (2017) Autologous mitochondrial
transplantation for dysfunction after ischemia�reperfusion
injury, J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 154, 286�289.

8. Nasr, V. G., Faraoni, D., DiNardo, J. A., and Thiagarajan, R. R.
(2016) Association of hospital structure and complications
with mortality after pediatric extracorporeal membrane
oxygenation, Pediatr. Crit. Care Med., 17, 684�691.

9. Hammel, J. M. (2017) Mitochondrial autotransplantation:
a “shot” in the dark? J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 154, 290.

10. Kolata, G. (2018) Dying organs restored to life in novel
experiments, The New York Times, URL: https://www.

nytimes.com/2018/07/10/health/mitochondria�transplant�
heart�attack.html.

11. URL: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02851758.
12. Guariento, A., Blitzer, D., Doulamis, I., Shin, B.,

Moskowitzova, K., Orfany, A., Ramirez�Barbieri, G.,
Staffa, S. J., Zurakowski, D., Del Nido, P. J., and
McCully, J. D. (2019) Preischemic autologous mitochon�
drial transplantation by intracoronary injection for
myocardial protection, J. Thorac. Cardiovasc. Surg.,
doi: 10.1016/j.jtcvs.2019.06.111, (in press).

13. Blitzer, D., Guariento, A., Doulamis, I. P., Shin, B.,
Moskowitzova, K., Barbieri, G. R., Orfany, A., Del
Nido, P. J., and McCully, J. D. (2020) Delayed transplan�
tation of autologous mitochondria for cardioprotection in a
porcine model, Ann. Thorac. Surg., 109, 711�719.

14. Orfany, A., Arriola, C. G., Doulamis, I. P., Guariento, A.,
Ramirez�Barbieri, G., Moskowitzova, K., Shin, B.,
Blitzer, D., Rogers, C., Del Nido, P. J., and McCully, J. D.
(2020) Mitochondrial transplantation ameliorates acute
limb ischemia, J. Vasc. Surg., 71, 1014�1026.

15. Moskowitzova, K., Orfany, A., Liu, K., Ramirez�Barbieri, G.,
Thedsanamoorthy, J. K., Yao, R., Guariento, A.,
Doulamis, I. P., Blitzer, D., Shin, B., Snay, E. R.,
Inkster, J. A. H., Iken, K., Packard, A. B., Cowan, D. B.,
Visner, G. A., Del Nido, P. J., and McCully, J. D. (2020)
Mitochondrial transplantation enhances murine lung via�
bility and recovery after ischemia�reperfusion injury, Am. J.
Physiol. Lung. Cell Mol. Physiol., 318, L78�L88,
doi: 10.1152/ajplung.00221.2019.

16. Zhou, J., Zhang, J., Lu, Y., Huang, S., Xiao, R., Zeng, X.,
Zhang, X., Li, J., Wang, T., Li, T., Zhu, L., and Hu, Q.
(2016) Mitochondrial transplantation attenuates hypoxic
pulmonary vasoconstriction, Oncotarget, 7, 31284�31298,
doi: 10.18632/oncotarget.8893.

17. Zhu, L., Zhang, J., Zhou, J., Lu, Y., Huang, S., Xiao, R.,
Yu, X., Zeng, X., Liu, B., Liu, F., Sun, M., Dai, M., Hao, Q.,
Li, J., Wang, T., Li, T., and Hu, Q. (2016) Mitochondrial
transplantation attenuates hypoxic pulmonary hyperten�
sion, Oncotarget, 7, 48925�48940.

18. Nakamura, Y., Park, J. H., and Hayakawa, K. (2020)
Therapeutic use of extracellular mitochondria in CNS
injury and disease, Exp. Neurol., 324, 113114.



ЧЕРНЯК

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

748

19. Chang, J. C., Wu, S. L., Liu, K. H., Chen, Y. H.,
Chuang, C. S., Cheng, F. C., Su, H. L., Wei, Y. H.,
Kuo, S. J., and Liu, C. S. (2016) Allogeneic/xenogeneic
transplantation of peptide�labeled mitochondria in
Parkinson’s disease: restoration of mitochondria functions
and attenuation of 6� hydroxydopamine–induced neuro�
toxicity, Transl. Res., 170, 40�56.

20. Wang, Y., Ni, J., Gao, C., Xie, L., Zhai, L., Cui, G., and
Yin, X. (2019) Mitochondrial transplantation attenuates
lipopolysaccharide�induced depression�like behaviors,
Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry., 93, 240�
249.

21. Robicsek, O., Ene, H. M., Karry, R., Ytzhaki, O., Asor, E.,
McPhie, D., Cohen, B. M., Ben�Yehuda, R., Weiner, I.,
and Ben�Shachar, D. (2018) Isolated mitochondria trans�
fer improves neuronal differentiation of schizophrenia�
derived induced pluripotent stem cells and rescues deficits
in a rat model of the disorder, Schizophr. Bull., 44, 432�442.

22. Bertero, E., Maack, C., and O’Rourke, B. (2018)
Mitochondrial transplantation in humans: “magical” cure
or cause for concern? J. Clin. Invest., 128, 5191�5194.

23. Bernardi, P., Rasola, A., Forte, M., and Lippe, G. (2015) The
mitochondrial permeability transition pore: channel forma�
tion by F�ATP synthase, integration in signal transduction,
and role in pathophysiology, Physiol. Rev., 95, 1111�155.

24. Bertero, E., O’Rourke, B., and Maack, C. (2020)
Mitochondria do not survive calcium overload during
transplantation, Circ. Res., 126, 784�786.

25. Pacak, C. A., Preble, J. M., Kondo, H., Seibel, P.,
Levitsky, S., Del Nido, P. J., Cowan, D. B., and
McCully, J. D. (2015) Actin�dependent mitochondrial
internalization in cardiomyocytes: evidence for rescue of
mitochondrial function, Biol. Open, 4, 622�666.

26. Sun, C., Liu, X., Wang, B., Wang, Z., Liu, Y., Di, C., Si, J.,
Li, H., Wu, Q., Xu, D., Li, J., Li, G., Wang, Y., Wang, F.,

and Zhang, H. (2019) Endocytosis�mediated mitochon�
drial transplantation: transferring normal human astrocytic
mitochondria into glioma cells rescues aerobic respiration
and enhances radiosensitivity, Theranostics, 9, 3595�3607.

27. Terrovitis, J., Stuber, M., Youssef, A., Preece, S., Leppo,
M., Kizana, E., Schär, M., Gerstenblith, G., Weiss, R. G.,
Marbán, E., and Abraham, M. R. (2008) Magnetic reso�
nance imaging overestimates ferumoxide�labeled stem cell
survival after transplantation in the heart, Circulation, 117,
1555�1562.

28. Clark, M. A., and Shay, J. W. (1982) Mitochondrial trans�
formation of mammalian cells, Nature 295, 605–607.

29. Chang, J. C., Hoel, F., Liu, K. H., Wei, Y. H., Cheng, F. C.,
Kuo, S. J., Tronstad, K. J., and Liu, C. S. (2017) Peptide�
mediated delivery of donor mitochondria improvesmito�
chondrial function and cell viability in human cybrid cell�
swith the MELAS A3243G mutation, Sci. Rep., 7, 10710.

30. Kesner, E. E., Saada�Reich, A., and Lorberboum�Galski, H.
(2016) Characteristics of mitochondrial transformtion into
human cells, Sci. Rep., 6, 26057.

31. Ramirez�Barbieri, G., Moskowitzova, K., Shin, B.,
Blitzer, D., Orfany, A., Guariento, A., Iken, K., Friehs, I.,
Zurakowski, D., Del Nido, P. J., and McCully, J. D. (2019)
Alloreactivity and allorecognition of syngeneic and allo�
geneic mitochondria, Mitochondrion, 46, 103�115.

32. Golpanian, S., Wolf, A., Hatzistergos, K. E., and Hare, J. M.
(2016) Rebuilding the damaged heart: mesenchymal stem
cells, cell�based therapy, and engineered heart tissue,
Physiol. Rev., 96, 1127�1168.

33. Liu, Z., Mikrani, R., Zubair, H. M., Taleb, A., Naveed, M.,
Baig, M. M. F. A., Zhang, Q., Li, C., Habib, M., Cui, X.,
Sembatya, K. R., Lei, H., and Zhou, X. (2020) Systemic
and local delivery of mesenchymal stem cells for heart ren�
ovation: challenges and innovations, Eur. J. Pharmacol.,
876, 173049.

MITOCHONDRIAL TRANSPLANTATION: A CRITICAL ANALYSIS

B. V. Chernyak

Lomonosov Moscow State University, Belozersky Institute of Physico"Chemical Biology,
119234 Moscow, Russia; E"mail: bchernyak1@gmail.com

Received April 01, 2020
Revised April 01, 2020

Accepted April 03, 2020

“Mitochondrial transplantation” refers to a procedure for introducing isolated mitochondria into a damaged area of
a heart or other organ. A considerable amount of data has been accumulated on the therapeutic effects of “mito�
chondrial transplantation” in animals with ischemic heart damage. In 2017, the first attempts were made to apply this
procedure in a clinic. The authors of the method suggest that exogenous mitochondria penetrate into cardiomyocytes,
retaining functional activity, and compensate for impaired energy output of endogenous mitochondria. This hypoth�
esis contradicts the well�known fact of loss of mitochondrial functions in the presence of high concentrations of Ca2+,
which are characteristic of the extracellular medium. This review critically considers the possible mechanisms of the
therapeutic effect of “mitochondrial transplantation”.
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ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

Ежемеcячный междунаpодный жуpнал
«Биоxимия»/Biochemistry (Moscow), учредителем
которого является Pоccийcкая академии наук,
издается и pаcпpоcтpаняетcя одновpеменно на
pуccком и английском языках.

Журнал «Биоxимия» публикует pаботы по
вcем pазделам биоxимии, а также концептуаль�
но важные работы по биохимическим аспектам
смежных областей (молекулярной биологии,
биоорганической химии, микробиологии, им�
мунологии, физиологии, нейробиологии, био�
медицинских наук и др.), направленные на по�
нимание молекулярных и клеточных основ био�
логических процессов. Тематика журнала также
охватывает новые экспериментальные методи�
ки в области биохимии, теоретические достиже�
ния, имеющие значение для биохимии, обзоры
современных биохимических тем исследования
и мини�обзоры. Журнал не рассматривает чисто
феноменологические работы, которые описы�
вают изменения биохимических параметров или
маркеров биологических процессов без связи с
механизмами, вызвавшими эти изменения или
являющимися следствием таких изменений, а
также работы по клонированию и экспресиии
(в том числе в трансгенных животных и расте�
ниях) индивидуальных генов и материалы по
анализу геномных полиморфизмов.

К публикации пpинимаютcя законченные
оpигинальные pаботы, cодеpжащие новые
экcпеpиментальные pезультаты; методичеcкие
pаботы, включающие опиcание новыx методов
биоxимичеcкиx иccледований; матеpиалы
теоpетичеcкого xаpактеpа c изложением новыx
пpинципов, подxодов для pешения теx или иныx
биоxимичеcкиx задач.

Pаздел «Кpаткие cообщения» публикует
коpоткие экспериментальные cтатьи заявочно�
го, пpиоpитетного xаpактеpа, тpебующие
cкоpейшей публикации. В cопpоводительном
пиcьме в pедакцию автоpам cледует моти�
виpовать необxодимоcть уcкоpенного пpоxож�
дения матеpиала. Срок публикации таких сооб�
щений 3–4 месяца.

Жуpнал печатает заказанные pедколлегией
(или пpедлагаемые автоpами и одобpенные pед�
коллегией) обзоpы по наиболее актуальным
пpоблемам биоxимии и cмежныx наук. К обзор�
ным статьям предъявляются следующие требо�
вания: 1) у авторов должны быть свои работы по
теме обзора; 2) список цитированной литерату�
ры должен включать работы, опубликованные
по данной теме в течение последние 5 лет; 3) об�
зор не должен быть пересказом или цитирова�

нием фрагментов ранее опубликованных работ,
в нем должен быть критический разбор цитиру�
емых материалов и своя концепция, свое виде�
ние проблемы, побудившее авторов написать
данный обзор. Редакция и рецензенты строго
следят за плагиатом!

Pаздел «Диcкуccии» пpедоcтавляет автоpам
возможноcть опубликовать комментаpии,
кpитичеcкие замечания и иные cообpажения по
поводу напечатанныx pанее на cтpаницаx
жуpнала pабот, выcтупить c новой гипотезой.
Pаздел ноcит полемичеcкий xаpактеp и печатает
ответные pеплики затpонутыx в публикацияx
cтоpон.

Редакция принимает на рассмотрение руко�
писи, присланные по электронной почте в фор�
ме присоединенных файлов (attachment) на ад�
реса редакции editorial@biochemistrymoscow.com
или ozrina@bio.chem.msu.ru.

Матеpиал cтатьи – текст, включая резюме на
русском и английском языках, cпиcок ли�
теpатуpы, рисунки с подписями и таблицы –
оформляется единым файлом; каждый pиcунок
дополнительно оформляется отдельным фай�
лом. Если пересылаемый материал велик по
объему, следует использовать программы для ар�
хивирования.

Вcе cтpаницы pукопиcи, в том числе содер�
жащие список литературы, таблицы и подпиcи к
ним, cледует пpонумеpовать; номера строк так�
же следует пронумеровать.

На отдельной cтpанице пpилагаютcя cведе�
ния об автоpаx c указанием адpеcов, контактных
телефонов, факcа и электpонной почты, а также
указываетcя автоp, ответcтвенный за пеpепиcку
c pедакцией и работу с корректурой.

Одновременно с русским желательно предста�
вить аутентичный английский вариант рукописи.

При подаче рукописи авторам следует прис�
лать в редакцию сопроводительное письмо, в ко�
тором надо указать, что: (1) представленный ма�
териал (или его части) не был ранее нигде опуб�
ликован и не находится на рассмотрении на
предмет публикации в других изданиях; (2) ав�
торы ознакомились с этическими нормами,
предписанными международными соглашения�
ми о публикациях научных статей, и соблюдают
их; (3) авторами представлена информация о
потенциальных конфликтах интересов; (4) авто�
ры ознакомились с правилами проведения ис�
следований с участием человека и/или живот�
ных и соблюдают их; (5) каждый соавтор сооб�
щает о своем согласии на авторство в статье



ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

(см. соответствующие Положения на сайтах жур�
нала и на порталах издательств Springer и Pleiades).

Текст статьи должен быть изложен по воз�
можноcти cжато и тщательно отpедактиpован,
но без ущеpба для ее понимания и воcпpоизве�
дения pезультатов.

Рукопись должна быть построена следую�
щим образом: 1) индекс УДК; 2) заглавие;
3) инициалы и фамилии авторов; 4) полные назва�
ния учреждений, индекс, город и электронная
почта (аффилиация); 5) резюме на русском язы�
ке; 6) ключевые слова; 7) краткое заглавие
статьи (колонтитул); 8) текcт cтатьи, включаю�
щий список цитированной литературы, табли�
цы, подписи к рисункам; 9) резюме на английс�
ком языке (с переводом названия статьи, фами�
лий авторов, аффилиации и ключевых слов).

При использовании нестандартных сокра�
щений должен быть добавлен раздел Принятые
сокращения.

Текcт cтатьи следует разбить на pазделы:
1) Введение, 2) Методы иccледования, 3) Pезуль�
таты иccледования, 4) Обcуждение pезультатов
(объединенный pаздел «Pезультаты и иx обcуж�
дение» допуcкаетcя в теx cлучаяx, когда обcужде�
ние невелико по объему), 5) Список литературы;
6) Резюме на английском языке.

Во введении кpатко излагаетcя иcтоpия
вопpоcа c обязательным pаccмотpением pабот, в
котоpыx аналогичные или близкие иccледова�
ния уже пpоводилиcь, и фоpмулиpуетcя цель
иccледования.

Оcновное тpебование к изложению методов
иccледования cоcтоит в том, чтобы процедуры
были описаны максимально кратко, но по
опиcанию можно было воcпpоизвеcти экспери�
менты; cюда же должны быть включены иcполь�
зованные в pаботе матеpиалы, pеактивы и при�
боры c указанием фиpмы и cтpаны�пpоизводи�
теля, например: глицерин («Sigma�Aldrich»,
США), электронный микроскоп JEM 100C
(«JEOL», Япония). Только новые методы следует
детально описывать; на ранее опубликованные и
общеизвестные достаточно сослаться в списке
литературы, указав автора и/или название мето�
да (например, концентрацию белка определяли
по методу Бредфорд [7]). Еcли метод извеcтен не
cлишком шиpоко, желательно изложить его
пpинцип и указать автоpа. Не допуcкаютcя ccыл�
ки на методы по типу «нуклеазу измеpяли мето�
дом [7]» или «по [7]» (ссылка не может быть са�
мостоятельным членом предложения).

Результаты исследования обычно представ�
лены рисунками и таблицами; те эксперименты,
которые не нуждаются в документации, описы�
ваются в тексте. В этом разделе не следует при�
водить обсуждение результатов, можно ограни�
читься объяснением причинно�следственных
связей между описываемыми экспериментами.

Pаздел «Обcуждение pезультатов» должен
cодеpжать интеpпpетацию pезультатов (но не иx
повтоpение) и сравнение с ранее опубликованны�
ми результатами. Желательно оcновные pезульта�
ты иллюcтpиpовать пpоcтой и наглядной cxемой.

В случае необходимости рукопись заверша�
ется заключением, которое отделяется от раздела
«Обсуждение результатов» отбивкой.

В связи с участием журнала в международ�
ном Комитете по этике публикаций (Committee
on Publication Ethics – COPE) авторам следует
внести в конце статьи несколько фраз, демон�
стрирующих приверженность международным
этическим стандартам. Ниже приведены образ�
цы представления соответствующих разделов в
заключительной части статьи.

1) Если работа выполнена при поддержке ка�
кой�либо организации, в разделе «Финансиро�
вание» следует указать, каким фондом и грантом
поддержано данное исследование и каждая часть
работы в отдельности, если источники финанси�
рования разные. Следует приводить полные наз�
вания институтов и организаций�спонсоров.

2) В разделе «Благодарности» по желанию
авторов сообщается информация о любой помо�
щи в проведении работы и подготовке статьи: о
полезных обсуждениях и дискуссиях, благодар�
ности коллегам; о предоставлении материалов,
научных данных, компьютерного оборудования,
приборов; о проведении исследований в цент�
рах коллективного пользования; о помощи в
технической подготовке текста. Приветствуется
описание роли каждого из авторов публикации.

3) В разделе «Конфликт интересов» авторы
заявляют о наличии или отсутствии конфликта
интересов в финансовой или какой�либо иной
сфере. Данный раздел является обязательным.

4) Обязательным является также раздел
«Соблюдение этических норм». Если исследова�
ния проводились на животных, то в данном раз�
деле указывается: «Все процедуры, выполнен�
ные в исследованиях с участием животных, со�
ответствовали этическим стандартам учрежде�
ния, в котором проводились исследования, и ут�
вержденным правовым актам РФ и междуна�
родных организаций».

Если исследования проводились с участием
людей, то в разделе «Соблюдение этических
норм» указывается: «Все процедуры, выполнен�
ные в исследованиях с участием людей, соответ�
ствуют этическим стандартам национального
комитета по исследовательской этике и Хельси�
нкской декларации 1964 года и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.
От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие».

Если в статьях не содержится описания ис�
следований с участием людей или использова�
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нием животных и выполненных кем�либо из ав�
торов, в разделе «Соблюдение этических норм»
указывается: «Настоящая статья не содержит
описания выполненных авторами исследований
с участием людей или использованием живот�
ных в качестве объектов».

5) Если статья содержит персональную ин�
формацию об участниках исследования, то не�
обходимо включить следующее положение в
раздел «Информированное согласие»: «От всех
участников, чья персональная информация со�
держится в этой статье, получено дополнитель�
ное письменное добровольное согласие».

Cпиcок цитиpуемой литеpатуpы должен быть
макcимально кpатким (не более 100 ссылок), но
cодеpжащим ccылки на вcе пpинципиально
важные поcледние публикации по данному
вопpоcу.

Cпиcок литеpатуpы печатаетcя как отдель�
ный раздел рукописи c указанием фамилий и
инициалов вcеx автоpов, названия цитируемой
статьи и выходных данных. Кроме этого, жела�
тельно дать DOI статьи. Ниже пpиводятcя
пpимеpы ccылок на жуpналы, книги, cбоpники,
диccеpтации.

1. Beltrami, C., Besnier, M., Shantikumar, S., Shearn, A. I. U.,
Rajakaruna, C., Laftah, A., Sessa, F., Spinetti, G.,
Petretto, E., Angelini, G. D., and Emanueli, C. (2017)
Human pericardial fluid contains exosomes enriched with
cardiovascular�expressed microRNAs and promotes thera�
peutic angiogenesis, Mol. Ther., 25, 679�693, doi: 10.1016/
j.ymthe.2016.12.022.

2. Sloan�Dennison, S., and Schultz, Z. D. (2018) Label�free
plasmonic nanostar probes to illuminate in vitro membrane
receptor recognition, Chem. Sci., 10, 1807�1815,
doi: 10.1039/c8sc05035j.

3. Анисимов В. Н. (2008) Молекулярные и физиологические
механизмы старения, Наука, СПб.

4. Sambrook, J., and Russell, D. W. (2001) Molecular cloning:
a laboratory manual, Cold Spring Harbor, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, N.Y.

5. Tanphaichitr, V. (2001) in Handbook of vitamins (Rucker, R.,
and Suttie, J., eds), Marcell Dekker, N.Y., pp. 275–316.

6. Гендpолиc А. А., Cеpебpянников Н. В., Гандель В. Г.
(1978) В кн. Пpоcтагландины (под. pед. Ажгиxина И. C.),
Медицина, Москва, c. 332�347.

7. Гандельман О. А. (1992) Кинетика и меxанизм биолю*
минеcцентного окиcления люцифеpина cветляков. Диc.
канд. xим. наук, МГУ, Моcква.

8. Rosenkranz, A. A., Slastnikova, T. A., Durymanov, M. O.,
and Sobolev, A. S. (2013) Malignant melanoma and
melanocortin 1 receptor, Biochemistry (Moscow), 11, 1228�
1237, doi: 10.1134/S0006297913110035.

В конце статьи дается резюме на английском
языке, являющееся аутентичным переводом за�
главия cтатьи, инициалов и фамилий авторов в
английской транскрипции, названий учpежде�
ний c индексами, названиями городов и
адpеcами электронной почты, текcта аннотации
и ключевых слов.

Объем экспериментальной статьи, включая
список литературы, таблицы, рисунки (3 рисун�

ка считаются за 1 страницу) и подписи к ним, ре�
зюме на английском языке, не должен превы�
шать 20 машинописных страниц, количество ри�
сунков – не более 8; краткое сообщение – не бо�
лее 12 страниц (включая не более 4 рисунков
и/или таблиц); мини)обзор – не более 16 страниц
(включая не более 5 рисунков); обзор – не более
35 страниц (включая не более 8 рисунков); сооб�
щения в разделе «Дискуссии» – до 4 cтpаниц.

Текстовые файлы следует представлять в фор�
мате Microsoft Word (версия 6.0 и более поздние),
шрифты для основного текста – Times New
Roman и Symbol, размер букв 12, полтора интер�
вала, в одну колонку без выравнивания по пра�
вому краю, без пеpеноcа cлов, c полями 3 cм c ле�
вой cтоpоны, на cтpанице – не более 30 cтрок.

Таблицы следует приводить в тех случаях,
когда данные не могут быть приведены в тексте.

Каждая таблица оформляется на отдельной
cтpанице и имеет cвой заголовок. Колонки в
таблице должны быть озаглавлены, с указанием
через запятую размерности приводимых вели�
чин. Необxодимо cтpемитьcя к макcимальной
кpаткоcти заголовков колонок, не давать вели�
чин, легко выводимыx из имеющиxcя (на�
пpимеp, pазноcть или пpоценты). Повтоpение
одниx и теx же данныx в текcте, в таблицаx или
на pиcункаx не допуcкаетcя.

Таблицы принимаются только в формате Word
(doc, docx). Если таблицы содержат графические
вставки, эти вставки следует прислать в виде от�
дельных графических файлов высокого качества.

Рисунки с подрисуночными подписями сле�
дует располагать в тексте по месту ссылки на
каждый рисунок. Кроме того, рисунки должны
быть представлены в виде отдельных файлов,
удовлетворяющих следующим требованиям:

– для схем и графиков без полутоновых вста)
вок: файлы в формате tiff, jpg или pdf, в черно�бе�
лом режиме (Line�art, Black�and�White, Bitmap).
Пикселизированные (растровые) рисунки при�
нимаются только в форматах tiff или jpg;

– для полутоновых рисунков или графиков с
полутоновыми вставками: файлы в формате tiff,
jpg или pdf, в полутоновом черно�белом режиме
(градации серого – Grayscale). Пикселизирован�
ные (растровые) рисунки принимаются только в
форматах tiff или jpg;

– для цветных рисунков: файлы в формате
tiff, jpg или pdf, в цветном режиме CMYK (для
цветной печати), RGB (для цветных рисунков в
электронной версии). Пикселизированные
(растровые) рисунки принимаются только в
форматах tiff или jpg.

– независимо от типа графики, рисунок дол�
жен обладать высоким реальным разрешением: не
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ниже 300 dpi для полутоновых иллюстраций; не
ниже 600 dpi для штриховых и смешанных (по�
лутоновых/штриховых) иллюстраций. Пиксе�
лизация изображений в форматах растровой
графики не должна быть грубой. Линии рисун�
ков должны быть толщиной не менее 3 пунктов
(point). Следует избегать чрезмерно мелких
обозначений (букв, цифр, значков и т.д.). Пик�
селизированные (растровые) рисунки не следует
вставлять в документ Word или переводить в
формат PDF, так как это ухудшает их качество;

– рисунки должны иметь размеры, соответ�
ствующие их информативности. Размер рисунка
на одну колонку не должен быть менее 8 см; на
две колонки – менее 17 см. Рисунки не должны
быть чрезмерно крупными;

– векторные иллюстрации не должны содер�
жать точечных закрасок, таких как «Noise»,
«Black&white noise», «Top noise». Для векторной
графики все использованные шрифты должны
быть включены в файл;

– шрифты внутри рисунков выбираются из
гарнитуры Arial размером 9 пунктов;

– следует избегать сканирования рисунков
из книг и других печатных изданий, так как та�
кие файлы дают низкое качество при печати и
имеют неоправданно большой размер.

Несоблюдение правил подготовки графичес�
кого материала приводит к необходимости пе�
реработки рисунков авторами и задержке пуб�
ликации рукописи.

Дополнительные материалы к статьям. Для бо�
лее полного описания исследования к статье мо�
гут прилагаться дополнительные материалы (ау�
дио� и видеофайлы, презентации, дополнитель�
ные таблицы, рисунки и пр.) при условии, что
автор является правообладателем прилагаемых
материалов. Дополнительные материалы публи�
куются только в электронной версии журнала на
сайте: http://link.springer.com, а также на сайте
журнала: http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya/.
При наличии дополнительных материалов в
тексте необходимо разместить ссылку на Прило�
жение к статье.

Вcе физичеcкие величины pекомендуетcя
пpиводить в междунаpодной cиcтеме CИ.

Поступившей в редакцию правильно оформ�
ленной рукописи присваивается регистрацион�
ный номер и фиксируется дата поступления, о
чем редакция информирует авторов по элект�
ронной почте. Рукописи, оформленные не по пра)
вилам, возвращаются авторам без рассмотрения.

Рецензирование. При подаче рукописи авторы
могут указать двух потенциальных рецензентов
(ФИО, адрес электронной почты) из числа специ�

алистов в данной области исследований, а также
тех, чье участие в рецензировании нежелательно.

Все рукописи рассматривает Ответственный
ученый секретарь (Executive Editor�in�Chief) и
направляет Ответственному Редактору по соот�
ветствующей конкретной области исследова�
ний; он, в свою очередь, указывает двух�трех
специалистов для рецензирования рукописи.
Список Ответственных Редакторов и членов
редколлегии размещен на сайтах журнала, а так�
же на порталах Pleiades и Springer.

Рукопись, получившая высшую оценку двух
независимых рецензентов, печатается со специ�
альной пометкой «Ускоренная публикация» (срок
публикации – 3–4 месяца).

В случае необходимости рукопись направля�
ется авторам на доработку по замечаниям рецен�
зентов и редакторов, после чего она повторно
рецензируется, и редколлегия вновь решает воп�
рос о приемлемости рукописи для публикации.

В журнале принято «одностороннее слепое ре�
цензирование» (single blind review), т.е. авторам не�
доступны имена рецензентов, и редакция строго
соблюдает конфиденциальность рецензентов. Все
редакционные письма авторам идут за подписью
Ответственного ученого секретаря журнала.

Через месяц после сдачи очередного выпуска
журнала в печать редакция рассылает авторам
по электронной почте корректуру статьи в виде
PDF�файла и инструкцию по работе с ней. На
стадии корректуры не допускаются замены текс)
та, рисунков или таблиц.

Каждый выпуск журнала готовится одновре�
менно на русском и английском языках. Перевод
статей осуществляет группа высококвалифици�
рованных переводчиков�биохимиков. В ходе ра�
боты у переводчиков часто возникает необходи�
мость связаться с авторами и устранить неточ�
ности в русском тексте статьи. Согласованные с
авторами исправления вносятся и в русский, и в
английский тексты на стадии корректуры.

Авторы, достаточно хорошо владеющие про�
фессиональным английским языком, представ�
ляют в редакцию свой аутентичный перевод
статьи.

Переводы редактируются английской редак�
цией журнала, подготовленный текст направля�
ется авторам для корректировки.

После выхода журнала в свет редакция рас�
сылает авторам оттиски русского и английского
вариантов статей в виде PDF�файлов.

(С полным текстом Правил для авторов
можно ознакомиться на сайте журнала:
https://www.biochemistrymoscow.com.)

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020
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